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OZET

Diinyada ve iilkemizdeki kanser vakalari arasinda en sik goriillen meme
kanseri cerrahi, radyoterapi, hormon tedavisi ve kemoterapi gibi yontemler ile tedavi
edilmektedir. Ancak meme kanseri tedavisinde en biiyiik engel ilaca direng
mekanizmasinin ortaya ¢ikmasi nedeni ile yeni kombine tedavi yontemlerinin ve ilag
etki mekanizmalarinin ¢oziilmesi 6nem arz etmektedir. Paklitaksel birgok kanser
tirinde ve metastatik meme kanserinde tek basina kullanilan ve taksol tiirevi olan
kemoterapotik bir ajandir. Hiicre boliinmesi, farklilasma ve malin proliferasyon ile
iligkili oldugu bilinen Poliaminler (PA) amin tiirevli polikatyonlardir. Poliamin
analogu olan DENSpm’in hiicre i¢i poliaminlerin miktarin1 diisiirerek hiicre
boliinmesini durdurdugu ve apoptotik 6liimii indiikledigi kolon, melanoma, prostat
ve meme kanserinde gosterilmistir. Bu tez ile meme kanseri model hiicre hatti olan
MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ meme kanseri hiicrelerinde, DENSpm ve Paklitaksel
kombine terapinin otofajik-apoptotik 6liim mekanizmalari tizerine etkisinde poliamin
metabolizmasinin roliiniin irdelenmesi hedeflenmistir.

Paklitaksel ve DENSpm’in kombine terapisinin zamana bagl uygulamasinin hiicre
canliligin1 azaltarak, kaspazlari aktive ettigi, PARP kesilimini indiikleyerek apoptotik
6lime neden oldugu ve bu etkinin zamana bagh artis gosterdigi MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde tespit edilmistir. Ancak Bcl-2 yiiksek miktarda anlatimi goriilen
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ise ilaca bagli apoptotik etkinin 48. saatte
gerceklestigi tespit edilmistir. Tlaclara kars: direncin otofajik vakuol olusumuna bagl
otofajik siireci uyarabilme durumu tespit edilmistir. Ayrica poliamin katabolik
yolaginin DENSpm’e bagli aktive olmasi sonucu hiicre i¢i poliamin miktarinin
diismesi yolu ile hiicre 6liimiinii indiikledigi MCF-7 hiicrelerinde belirlenmistir. EK
olarak, poliamin katabolik enzimi SSAT nin plazmit aracilig1 ile anlatimi arttirilarak

ilaclara kars1 olusan direng mekanizmasi kirilabildigi belirlenmistir.
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SUMMARY

Breast cancer, the most common cancer type all around the world and also in
our country, is treated by surgery, radiotherapy, hormonal and chemotherapy. New
combined drug treatments and their molecular machinery are become an important to
overcome the drug resistance which was known to be major handicap during breast
cancer treatments. Paclitaxel, a taxol derived chemotherapeutic agent, is used in
various cancer types and metastatic breast cancer cases. Polyamines (PAs), are
amine-derived polycations, are known to take role in cell division, differentiation and
malignant proliferation. DENSpm, a PAs analogue, was determined to arrest cell
cycle and induced apoptotic cell death via PA depletion in various cancer cells such
as colon, melanoma, prostate and breast cancer cells. In this thesis, our aim is to
investigate the role of polyamine metabolism in DENSpm and Paclitaxel induced
apoptotic-autophagy cell death mechanism in MCF-7 wt and Bcl-2+ breast cancer
cells.

We determined that DENSpm and paclitaxel combined treatment decreases
cell viability, induced apoptotic cell death by caspase activation and PARP cleavage
in time-dependent manner in MCF-7 breast cancer cells. However, drug induced
apoptotic cell death was observed following 48 hour drug treatment in MCF-7 Bcl2
overexpressed breast cancer cells. Moreover, we establihed that resistant profile
against drugs might induced by autophagy regulation in breast cancer cells.
DENSpm induced apoptotic cell death in MCF-7 cells by depletion of PA levels due
to PA catabolic enzymes activation was also determined. In addition, PA catabolic
enzyme; SSAT overexpression by plasmid transfection was demonstrated to

overcome the drug induced resistant profile in breast cancer cells.
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1. GIRIS

Diinyada goriilme siklig1 her gegen yil artan ve bati toplumlarinda 8 kadindan
birinde goriilen [2] meme kanseri, tilkemizde akciger kanserinden sonra 2. sirada
goriilen kanser tiplerindendir. Meme kanseri; meme dokusundaki hiicrelerin
farklilagmasi ve kontrolsiiz biiylimesi sonucu lokal gelisen timér olusumu ve/veya
timoriin diger dokulara metastaz yapmasi durumudur. Meme kanseri; yas, sigara
kullanimu, fertil-¢ag siiresi, sosyo-ekonomik ¢evrenin etkileri gibi pek ¢ok gevresel
ve genetik faktoriiniin etkisi altinda gelisim gosteren bir kanserdir. Meme kanseri
risk faktorlerinin basinda Ostrojen hormonunun etkin oldugu bilinmektedir [3].
Ayrica meme Kkanseri gelisiminde tim diger malin durumlardaki gibi hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiime ve gelisimine katilan hiicresel yolaklarda rol alan ve anlatiminda
artis goriilen proto-onkogenler’in rol aldig1 belirlenmistir.

Meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalari
kullanilmaktadir. Meme kanserinin tedavisinde klinikte kullanilan kemoterapik
ajanlar; Antrasiklin, siklofosfamid, 5-Florourasil (5-FU), Metatersate (CMF),
herceptin ve taksanlar grubunda doksitaksel ve paklitaksel’dir. Paklitaksel bir¢ok
kanser tiirtinde ve metastatik meme kanserinde tek basina kullanilan aktif bir tedavi
ajan1 olarak gosterilse de optimum ila¢ dozu ve tedavinin uygulanis sekli halen
tartigilmaktadir [4],5]. Paklitaksel hiicrelerin mikrotiibiillerinin beta tiibulin alt
gruplarina baglanarak tiibullerin tiibilinlere doniismesini ve mitoz bdliinmesi
sirasinda olusan ig ipliklerinin yikimini engelledigi ve hiicre boliinmesini durdurdugu
bilinmektedir [6].

Poliaminler (PA), kanser hiicreleri gibi hizla boliinlip ¢ogalan hiicreler
tarafindan fazla miktarda sentezlenen organik katyonlardir. PA hiicrelerin biiylimesi
ve hiicre farklilagsmasi i¢in gerekli molekiillerdir [7]. Meme kanseri hiicrelerinde
normal hiicrelere oranla hiicre i¢i PA miktarinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir.
Anti-neoplastik tedavi kapsaminda hiicre i¢i PA miktarinin diismesini saglayarak
hiicre boliinmesine ket vuran ¢esitli PA analoglar tasarlanmis ve etkinlikleri ¢esitli
kanser hiicrelerinde irdelenmistir. Bir PA analogu olan DENSpm (N1 N11-
diethylnorspermine) prostat, kolon, melanoma, meme kanseri gibi pek ¢ok kanser
tipinde PA katabolik yolag1 aktive ederek, hiicre i¢i PA seviyesini diisiirerek hiicre

boliinmesine ket vurdugu, hiicre proliferasyonunu engelledigi ve apoptotik 6liime
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gotlirdiigii tespit edilmistir. DENSpm’in in vitro denemelerde kanser hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin in vivo uygulamalara gore daha etkili olmasi nedeni ile
DENSpm ile beraber kombine ilag tedavilerinin etkinligine bagvurulmustur.
DENSpm ile beraber 5-FU, oxalaplatin, cisplatin gibi kematerapotik ilaglarin beraber
uygulamasi kolon kanseri ve servikal kanseri tedavilerinde umut vaadedici sonuglar
vermistir. Ozellikle ilaca direng mekanizmasmin iistesinden gelinmesi igin yeni
kemoterapotik ila¢ kombinansyonlari meme kanseri dahil pek ¢ok kanser tipinin
tedavi edilmesinde irdelenmektedir.

Anti-apoptotik 6zellige sahip olan Bcl-2 proteini, pro-apoptotik proteinleri
engelleyerek apoptozu 6nleyen hiicre canliligr ile iligkili bir molekiildiir. Asir1 Bel-2
ifade edilmesinin hiicre i¢inde ilaca direng mekanizmasinin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu ve apoptotik 6liimii engelledigi bilinmektedir. Programli hiicre 6liimii olarak
da ifade edilen apoptik hiicre 6liimii; 6lim uyarilarina karsi hiicrenin i¢ ve dis yolak
ad1 verilen iki ayri mekanizma araciligi ile gerceklestirdigi oliimdiir. Oliim
reseptorleri aktive olarak kaspaz-2, 8 gibi enzimatik 6zellikteki molekiillerin aktive
olmasi ile dis apopotik 6liim yolagi aktive olarak hiicreyi 6liime yonlendirir. I¢
apoptotik yolak ise mitokondri membran potansiyelinin diismesine bagli sitokrom c
molekiiliiniin sitoplazmaya ¢ikip, Apaf-1 ve kaspaz-3, -9 aktif apoptozomik
kompleks olusturmasi sonucu PARP kesilimi ile sonlanan i¢ apoptotik olim
yolagidir. Ayrica son yillarda ikinci tip 6lim olarak ifade edilen Bcl-2 proteininde
iliskili oldugu otofajik 6liim tespit edilmistir. Otofaji, besin agligi, enflamasyon,
metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilasmasi, bagisiklik sistemin
zayiflamasi gibi etkilerin altinda hiicrenin yaglanmis veya zarar gérmiis organelleri
iceren sitoplazmik icerigin etrafinin membran ile ¢evrelenmesi sonucu olusan ve
otofagozom olarak bilinen vakuol olusumunun, devam eden ortam sartina baglh artig
gostermesi ve lizozom ile otofagozomun birlesmesi sonucu otolizozom olusumu ile
vakuol igindeki yapilarin degrede olmasi siirecidir [8],[9]. Ancak devam eden ortam
uyarilarina maruz kalma ve son donem c¢esitli kemotarapdtik ilaglarin etkisi altinda
otofajik yolagin uyarildigi ve apoptotik Olimiin oniinde engel olusturdugu tespit
edilerek ilaca diren¢ mekanizmasinda 6nem arz ettigi gosterilmistir. Devam eden
kemotopatik silirecin zamana bagli otofajik siirecin 6liime kars1 koruyucu etkisininin
yerini apoptotik 6liime biraktig1 bazi ilag etki mekanizmalarinda goriilen bir siiregtir.

Ancak baz1 ¢aligmalara gére bu siirecte otofajik uyarinin 6liime neden oldugu da
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ifade edilerek otofaji ikinci tip Oliim olarak gosterilmektedir. Henliz, literatiirde
paklitaksel ile DENSpm kombine olarak meme kanseri hiicrelerine uygulanmasina
bagli apoptotik-otofaji siireci ve Bcl-2 asir1 ifade eden meme kanserinde ilaca direng
mekanizmasi ve bunun kirilmasina dair herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
tezin amaci;, meme kanseri model hiicre hattt olan MCF-7 ve MCF-7 Bcl-2+ olan
meme kanseri hiicrelerinde, DENSpm ve paklitakselin zamana bagl olarak otofajik-
apoptotik mekanizmasinin PA  metabolizmasi  hedef alinarak irdelenmesi

hedeflenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Diinyada yaklasik olarak her yil 6 milyondan fazla insanin kanserden 6ldiigii
ve giinimiizde diinya ¢apinda 22 milyondan fazla kanser hastasi bulundugu ifade
edilmektedir. Kanser, ekonomik bakimdan geligsmis iilkelerde birinci sirada ve
gelismekte olan {ilkelerde ikinci siradaki Oliim sebebi olarak gosterilmektedir.
Latince yenge¢ anlamina gelen ve ‘crab’ soézciigiinden tiiretilmis olan kanser
viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, asir1 ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi
sonucu meydana gelen hiicresel farklilasma olarak tanimlanmaktadir [10].
Homoestaz durumunda kas ve sinir hiicreleri hari¢ wviicut hiicreleri sinirh
boliinebilme yetenegine sahip olsalarda gesitli etki ve etkenlerin kontroliinde anormal
sekilde biiylimeye ve cogalmaya baslayarak tiimor adi verilen kitle olusumuna yol
actiklart tespit edilmistir. Gelisen tiimor olusumlart konumlandiklart veya koken
aldiklart dokuya gore smiflandirilmigtir. Epitel hiicrelerinden kdkenlenen timor
olusumlarin1 karsinom, kemik, kas gibi mezoderm hiicrelerinden tilirevlenenlere
sarkom, salgi dokularindan meydana gelenlere ise adenokarsinom olarak
isimlendirilmektedirler [11]. Timdr igindeki kanser hiicreleri konumlandiklar
bolgelerden kan ya da lenf dolagimi araciligi ile viicudun diger bdlgelerine ulasir ve
ulastiklari alanlarda yeni tiimor kolonileri olusturup biiyliyerek metastaz adi verilen
kanserin yayillmasina neden olurlar. Kanser gelisiminin goriildiigii dokuya gore
kanser tipleri akciger, meme, kolon, prostat, pankreas, mide kanseri gibi
smiflandirilmaktadirlar [12].

2.2. Meme Kanseri

Tim diinyada meme kanseri kadinlar arasinda goriilen kanser tiplerinden 1.
sirada, lilkemizde ise 2. sirada goriilen kanser tipidir. Meme kanserinin genelde siit
bezlerinde, siit kanallarinda ve lobiillerdeki hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ile
gelistigi belirlenmistir. Ancak meme bezinin yag ve fibréz doku bakimindan zengin
olan stromal dokularinda daha az siklikta meme kanseri gelistigi ifade edilmistir [1]
(Sekil 1).
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Sekil 1. Meme Kanseri Profili [1]

2.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Diinyada geligmis ve gelismekte olan iilkelerdeki kanser hastaliginin goriilme
siklig1 ve 6liim oranlarinin cinsiyete gore dagilisi incelendiginde, erkeklerde en gok
akciger ve mide kanseri, kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserinin fazla oldugu
goriilmektedir. Diinya ¢apinda meme kanseri kadinlarda goriilen kanser tiirlerinden

ikinci sirada yer aldigi erkeklerde ise en fazla akciger kanserinin meydana geldigi

tespit edilmistir [2] (Sekil 2).
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B.Lobiiller.

C.Siit tutan kanallar,
D.Meme basi.
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B.Bazal membran

C.Ltimen (kanal merkezi)

kafesi

- Incidence
[ Mortality
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Sekil 2. Diinyada kanser vakalarinin erkeklerde goriilme ve 6liim oranlarmin tilkelere gore dagilimi

2.
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Global anlamda, meme kanseri kadinlarda en yaygin kanser ¢esidi oldugu ve
her yil 1,1 milyondan fazla kadinda tespit edildigi belirlenmistir. Kadinlar arasinda
teshis edilen kanser tiplerinden % 23’Gnii meme kanseri olusturdugu ifade
edilmektedir [2] (Sekil 3).

KADIN
Gelismis Gelismekte

Meme 63
Kolon/Rektum
Serviksuteri
Mide

Akciger

Over
Korpusuteri
Karaciger
Ozafagus
Losemi

Non Hodgkinlenfoma
Pankreas

Il incidence
B Mortality

Oral kavite
Tiroid
Bobrek

700 600 500 400 300 200 100 O 100 200 300 400 500 600 700
Bin

Sekil 3. Diinyada kanser vakalarinin kadinlarda goriilme ve 6liim oranlarinin {ilkelere gore dagilimi

[2].

Amerika kanser toplulugunun yaptigi bir istatistige gore % 26 oraninda
kadinlarin meme kanseri hastaligina yakalandig1 ve bu vakalarin % 15’inde de meme
kanseri hastaligindan dolay1 Oliimlerin meydana geldigi tespit edilmistir. 2002
yilinda 100.000 kisi ile caligilarak yasa bagli olarak meme kanserine yakalanan
hastalarinin diinyada cografik olarak dagilimina gore Kuzey ve Giiney Amerika ve
Avusturalya’da 100 yas iizerindeki, tilkemizde ise 25 yas lizerindeki kadinlarda

meydana geldigi gosterilmistir [16](Sekil 4).
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Sekil 4. Yasa bagli meme kanseri goriilme durumunun cografik olarak dagilim: [2].

Meme kanseri hastaligi kaynakli olarak her yil 411.000 &liim meydana
gelmekte bu tiim nedenlerden kaynaklanan kadin 6liimlerinin %1.6’sin1 olugturmakta
oldugu belirlenmistir. 2001-2004 yillar1 arasinda kadinlarda meme Kkanseri
insidansinin her yil %3.5 oraninda azalmaya basladig1 saptanmistir [13]. Mamografi
kullanim1 sonrasi geciken ilag tedavisinin azalmasi ve postmenopozal kadinlarda
hormon tedavisinin bu alandaki diisiis nedeni olarak gosterilmistir [13],[14]. Meme
kanserinin kadinlarda genellikle 20’li yaslarda diisiik oranda gorildigi, 30’Iu
yaslardan menopoza kadar olan donemde ise meme kanseri riskinin arttigi ve
menopozdan sonrasinda daha yiiksek oranda artis oldugu ifade edilmektedir [15].

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde 2000°li yillarda meme kanseri dagiliminin
cografik, ekonomik, sosyal ve kiiltiirel faktorlere bagl olarak degistigi belirlenmistir.
Tiirkiye’nin batisinda meme kanseri goriilme sikligi, dogu bdlgelerine oranla daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Ulkemizin Dogu bélgelerinde ise 20/100.000, bati
bolgelerinde ise 40-50/100.000 oraninda bir sikliginda oldugu tahmin edilmektedir.

Tiirkiye’de en sik rastlanilan kanserler i¢inde ikinci sirada meme kanserinin oldugu

belirlenmistir [17] (Tablo 1).
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Tablo 1. 2002 yilinda yapilan ¢alismada Tiirkiye’de en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden ilk besinin
insidansi gosterilmistir [17].

Organlar Olgu Sayisi Yiizde (%) insidans* (100.000)
Akciger 7802 15.26 11.26

Meme 5400 10.9 7.79

Mide 3407 6.88 4.92

Deri 3150 6.36 4.55

Mesane 2535 5.12 3.66

Diger 27253 55 39.32

Toplam 49547 100 71.49

Tiirkiye’de meme kanserine bagli 6liim oranlar1 da incelendiginde 45-64 yas
araliginda 6lim oranmin arttigi belirlenmis ve 70-74 yaslari arasinda ise en sik

olarak goriildiigi tespit edilmistir [18] (Tablo 2).

Tablo 2. Tirkiye’deki kadinlarda meme kanseri hastaligina bagh O6limlerin yas gruplarina gore
dagilimi [18]

Yas Grubu Bildirilen Oliim Sayis1 %
15-24 4 0.4
25-34 44 4.1
35-44 163 15.4
45-54 287 27.1
55-64 231 21.8
65-74 188 17.8
75+ 142 134
Toplam 1059 100

Meme kanserinde en yiiksek insidans orani; Kuzey Avrupa, Giiney Avrupa,
Kuzey Amerika, Yeni Zellanda, Avusturalya, Giiney Amerika’nin giineyindeki

tilkelerde, 6zellikle Urugay ve Arjantin’de tespit edilmistir [2] (Sekil 5).
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Meme kanserinin Ulkeler gore goriilme orani
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Sekil 5. Meme kanseri hastaliginin 2002 yilinda gériilme oranlari ve 6liim oranlarinin iilkelere gore

dagilimi [2].

Ulkemizde meme kanserinin kadinlarda en sik 6liime neden olan 20 hastalik
icinde % 2,1’ lik oranla 8. sirada yer aldigi bilinmektedir. Diinyada yasa bagimli
olarak c¢evresel faktorler, genetik yatkinlik, aile hikayesi, yasam stili, hormon
kullanim1 meme kanseri riskini belirleyen en 6nemli faktorler olarak tanimlandigi
belirtilmis ama iilkemizde meme kanseri insidansi ve risk faktorlerinin belirlemeye
yonelik g¢aligmalarin sayisinin ¢ok az oldugu ve kisith sayida hasta kullanilarak

yapildig1 belirtilmistir [19].

2.4. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri risk faktorleri arasinda aile hikayesi, genetik yatkinlik, gec
menopoz donemi, radyasyon, pestisitlere maruz kalma, uzun siire oral ila¢ alimi,
Meme kanseri risk faktorii (BRCAL1, BRCA2) genlerinde mutasyon oldugu tespit
edilmistir [16]. Meme kanseri risk faktorii olarak ifade edilen BRCA molekiillerinde
tespit edilen mutasyonlarin meme kanseri ile iligskisi oldugu belirlenmistir [20].
BRCA1 geninin 1990 yilinda 17. kromozom iizerinde q12-21 lokiisiinde yerlestigi
belirlenmistir. BRCAL geni 24 eksondan olusur ve 1,863 amino asit i¢eren bir
protein kodlanmaktadir [21]. BRCAL geni ailevi meme kanseri vakalarinin %
45’inden meme ve over kanserinin birlikte oldugu vakalarda ise % 90’nindan

sorumludur. BRCA2 geni 13.kromozomun q12-13 lokiisiinde 1994 yilinda tespit
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edilmistir [21]. BRCAZ2 geni genis bir gen olup 27 eksondan olusur ve 3418 amino

asit igeren bir protein kodlamaktadir [21]. Ailevi meme kanseri vakalarinin

%35’inden sorumludur. Meme kanseri BRCA1 geni 17. kromozomun g21 kolundaki,

BRCAZ2 geni ise 13. kromozomun 12 kolundaki mutasyonu ve 9. kromozomun p21

kolundaki CDK-2’nin yerlestigi bolgenin mutasyonu sonucu meydana gelmistir [16].

BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin proteinleri hiicre proliferasyonunun kontroliinde

tiimor baskilayict proteinler ile DNA hasarina ve tamirine katilan proteinlerin

transkripsiyonun diizenlenmesinde, hiicre siklusunun kontrol noktalarinda 6énemli bir

proteinler oldugu tespit edilmistir [20, 22] (Tablo 3).

Tablo 3. Meme kanseri risk faktorleri.

Risk faktorii

Aciklama

Kaynak

Kisisel Meme Kanseri

Goriilmesi

Onceden meme kanseri geciren ve tedavi olan
kadinlarin, tekrar eden meme Kkanseri gelisme
olasiliginin meme kanseri teshisi konulmamis kadinlara

gore 3-4 kat daha fazla olmasi

[1, 23]

Ailede Meme Kanseri

Goriilme Durumu

Aile bireyleri arasinda meme kanseri hastaligina
yakalanan varsa, ailedeki diger kadmlarin meme
kanserine yakalanma olasiligin1 da arttirir. Bilhassa kiz
kardesi veya annesi meme kanseri hastaligina yakalanan
bir kadmminda meme kanserine yakalanma riski, diger

kadinlara oranla 2 ile 5 kat oraninda daha fazla olmasi

[24]

Yas Faktorii

Ilerleyen yaslarda meme kanseri hastaligi daha cok
goriilmektedir. Meme kanseri tanist konan kadinlarin %
70’inin yasinin 50 yas ve iizerinde oldugu belirlenmis ve
yasi 50 yas ve lzerinde olan kadinlarin meme kanseri
goriilme sikliginin, yast 50 yasin altinda olan kadinlara

nazaran 4 kat daha fazla oldugu saptanmast

[25]

Fertil Cag Siiresi

Kadinlarin daha uzun siire ostrojen hormonun etkisi
altinda kalmast meme kanserinin gelisme riskini
arttirdigt saptanmustir. Fertil c¢agin uzun siirmesi de

Ostrojen hormonunun etkisini arttirdigini belirlenmesi

[24]

Daha Once Meme
Biyopsisi Yapilmis Olmasi

Memesinde kitle siiphesi ile gelen hastalarin
memelerindeki kitlelerin biyopsisi yapilmis ve iyi huylu

bir tiimdr saptanmasi

[26]

Dogurganhk Durumu

Kadinlarda g¢ocuk sahibi olma yas1 da kanser durumunu

[23]
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etkilemektedir. Bu bilgiye dayanarak; ilk g¢ocugunu
dogurma yasi meme kanserine yakalanma agisindan
onemlidir. ilk ¢ocugunu 30 yasindan sonra
doguranlarda meme kanseri goriilme oran1 20 yasindan
once doguranlara gore 2 kat daha fazladir. Hi¢ ¢ocuk

dogurmayan kadinlarda ise bu risk daha da yiikselir.

Sosyo-Ekonomik

Seviyenin Yiiksekligi

Sosyo-ekonomik diizeyi yiiksek olan kadinlarda, meme
kanseri goriilme sikligi daha fazladir. Ekonomik
durumu iyi olan ailelerde beslenmeden kaynaklanan kiz
cocuklar1  fertil ¢ag donemine daha erken
girmektedirler. Geg yasta evlenmeleri ve ge¢ yasta
cocuk sahibi olmalar1 da meme kanseri riskini

arttirmaktadir.

[23, 24]

Ostrojen Alinmasi

Menopoz sebebiyle uzun siire (10 yildan fazla) dstrojen
tedavisi goren kadinlarda meme kanseri hastaliginin

goriilme riskinin arttig1 bilinmektedir.

[27]

Dogum Kontrol Hapi

Kullanilmasi

Dogum kontrol ilaglart ile ilgili farkli gorisler
belirtilmistir. Dogum kontrol haplarinin meme kanseri
hastaligr riskini arttirdig belirtilmistir. Bir goriise gore
de 10 y1l 6nce dogum kontrol hap1 kullanmay1 birakmis
olan kadinlarda bu riskin tamamen ortadan kalktig1

ifade edilmektedir.

[27, 28]

Sismanlik ve Yagh
Beslenme

Yapilan calismalarda sismanligin 6zellikle 50 yas ve
iizerindeki kadinlarda meme kanseri hastaligina

yakalanma riskini yiikselttigi bilinmektedir.

[29]

Sigara ve Alkol Kullanimi

Alkol kullanimiyla ilgili net bir sonu¢ bilinmemekle
birlikte alkol kullanan kadinlarda meme kanserine
yakalanma riskinin arttig1 ifade edilmektedir. Sigara
isegenel anlamiyla sagliga olumsuz etkigdsterdiginden
risk  faktorii olabilecegine dair degerlendirme

yapilmaktadir.

[1, 27, 29]

Diger Faktorler

Kisilerin yetersiz fizik aktivite yapmasi, beyaz irktan
olmasi, go6glis bolgelerinin yogun radyasyona maruz
kalmasi, bebeklerin  emzirilmemesi, rahim ve
yumurtalik kanseri gecirilmesi, kirmizi et yoniinden
zengin  beslenme  aligkanlifi, uygun  pisirme
yontemlerinin kullanilmamasi1 meme kanserine sebep

olan faktorler olarak belirlenmistir.

[27]
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2.5. Meme Kanseri Tipleri

Meme kanseri, damarlar, sit kanallar1, lobiller ve bazi durumlarda da aradaki
dokular gibi memenin farkli bolgelerinde baslayabilecegi, farkli bolgelerde baslayan
kanserlerden farkli karakteristik Ozellik gosterebilecegi belirlenmistir [30]. Meme
Kanseri; Duktal Karsinoma, Lobiiler Karsinoma, Invaziv Karsinoma, Inflamatuvar

karsinoma, Tekrarlayan meme kanseri tiplerine ayrilmistir.

2.5.1. Duktal Karsinoma

Duktal meme kanserleri genellikle siitii meme ucuna tasiyan siit kanallarinda
goriillmekte ve meme kanserlerinin % 85-90’1 goriildiigii bolgede olarak ifade
edilmistir. Duktal kanser tiirii meme kanserinin erken formu olarak tespit edilen ve
genetik mutasyonlar sonucu gelisen meme kanseri tipi olarak diistiniilmektedir [31].
Duktal meme kanseri tiplerinde Duktal karsinoma in situ (DCIS) yayilma 6zelligine
sahip olmayan ve radyasyon tedavisiyle basarili bir sekilde tedavi edilebilecek bir

meme kanseri tipi oldugu tespit edilmistir [30](Sekil 6).

Normal-Hiicre

Sekil 6. Duktal kanserin gosterimi [30].

2.5.2. Lobular Karsinoma
Lobular karsinoma insidanst meme kanserinin % 1 - % 20 siklikla goriildiigii
tespit edilmistir [32, 33]. Bu tiir meme kanseri memede siit iiretimini saglayan

bezlerde veya lobiillerde basdigi ifade edilmistir. Lobiiller memenin derin bir
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bolgesinde bulunan lobuler meme kanserinin % 8’ini olusturmakta iken invaziv
lobiiler karsinoma sik goriilen invaziv kanserler arasinda ikinci sirada oldugu
belirtilmistir. Lobuler meme kanserinin artmasi hormon tedavisi kullanimiminda
artmasima sebep oldugu bilinmektedir. Insanlardaki yas artistyla beraber daha sik
goriildiigii gozlemlenmistir. Kemoterapi ve hormon tedavisi bu tiiriin hastalarin %
32-53 hastada kullanildigi belirtilmis ve sag kalim1 da arttirdig1 tespit edilmistir [34].
Eger tliimoriin ¢evresi temizse ve bir yere bagli degilse memenin sadece tiimorlii
kisminin alinmasi olan lumpektomi yontemiyle alinabildigi bilinmektedir. Tedavinin
devaminda radyoterapi uygulanabilir. Eger yayilmaci tiir bir kanserse ve ¢evre meme
dokularina sigramigsa bu durumda mastektomiye (memeyle birlikte, memenin
altindaki kaslarin ve koltuk altindaki lenf bezlerinin de ¢ikartilmasi) ihtiyag
duyuldugu tespit edilmistir [35] (Sekil 7).

Yag Tomurc

/ Kiictik Loblar

Loblar

Toplayic Kanallar

Sekil 7. Lobular kanserin goriinimii [35].

2.5.3. Invaziv (Yayilmaci) Meme Kanseri
Invaziv meme Kanserinin orjinal tiimériin bulundugu alandan disar1 memenin
diger dokularina veya viicudun diger bolgelerine yayilma veya sizma egilimi

gosterdigi belirtilmistir [36] (Sekil 8).
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Sekil 8. invaziv kanserin gosterimi [36].

2.5.4. Inflamatuvar Meme Kanseri

Nadir rastlanan bir meme kanseri tiirii olan inflamatuvar meme kanserinde
memede kirmizilik ve siskinlik gorildigi belirtilmistir. Memedeki bu goriiniim,
kanserli hiicrelerin lenf damarlarinin tikamasi sonucunda meydana geldigi ve ilk

etapta goglis enfeksiyonu ile karistirildigi belirtilmistir [37].

2.5.5. Tekrarlayan Meme Kanseri

Daha 6nceden meme kanseri hastaligina yakalanmis bir insanin tedaviden
belirli bir zaman geg¢mesinden sonra kontrollerde atlatildigi sanilan kanser
hastaliginin tekrar kendini géstermesi durumunda meme kanserinin tamamen tedavi
edildigi distiniilse bile bazen tedaviden sonra da tespit edilemeyen kanserli
hiicrelerin viicudun herhangi bir yerinde kalmig olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu
kanserli hiicrelerin tekrar meme bolgesinde ortaya cikabilecegi gibi viicudun diger

organlarinda da ortaya cikabilecegi tespit edilmistir [10].

2.6. Meme Kanseri Belirtileri ve Teshis Yontemleri

Meme kanseri hastaliginin belirtileri hastadan hastaya gore farklilik
gostermekte oldugu bilinmektedir. Meme kanseri hastaliginin viicuttaki yayilim
derecesine ve kisiden kisiye gore farklilik gosterdigi belirtilmistir. Kadinlarin

cogunda meme kanseri ilk baglarda agrisiz olarak kendisini gosterirken bazi
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durumlar ise bazi belirtilerle kendisini gdsterdigi tespit edilmistir [38]. Memede bir
kitlenin varligimin tespiti, memenin portakal kabugu seklinde bir goriintii almas,
dogumsal nedenlerden bagimsiz olarak meme basinin igeri ¢ekilmesi, meme ucundan
kanli ya da kansiz akint1 gelmesi, meme derisinde yara, kizariklik ve 6dem meydana
gelmesi, lenf bezlerinde sislik olmasi, Koltuk altinda sislik ve 6dem olusmasi gibi
belirtiler ile klinik agidan meme kanseri belirtileri olarak ifade edilmektedir [27].

Meme kanseri belirtileri ile erken teshis edilse de meme kanseri bolgesel lenf
bezlerini asarak kan dolasimi araciligi ile siklikla akciger, akciger zari, kemik
(kaburga, bel omurlar1, kafatasi, kol kemikleri), karaciger, karin zari, bobrek tistii
bezleri, beyin ve yumurtaliklara metaztas gosterdigi tespit edilmistir [39]. Gelismis
iilkelerdeki meme kanseri tarama programlari oldukca ilerlemis olsa da siklikla
meme kanserinde goriilen metastaz olaymi engelleme konusunda kesin ¢oziim
bulamadiklar1 ifade edilmistir [31] Meme kanseri erken teshis edilmesi basarili
tedavi sansinin elde edilmesini de beraberinde getirdigi belirtilmistir [39, 40].

Meme kanseri tan1 yontemi olarak; Kendi Kendine Meme Muayenesi
Yapilmas: (KKMM), Klinik Meme Muayenesi Yapilmasi (KMM) ve mamografi
cektirilmesi kullanildigi belirtilmistir [27]. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI)
ile ve ultrasonografi tarama yapilmasi da meme kanseri tanisi i¢in kullanildigi
yontemlerden oldugu belirtilmistir [39, 41] KKMM yapilmasi diizenli oldugunda
meme kanseri hastalifinin erken donemde teshis edilmesinde ¢ok Onemli oldugu
ifade edilmistir [42]. Memenin tamaminin filminin g¢ekilmesi miimkiin olmadigi
durumlarda, kadinlardan yasi geng olanlarda mamografinin etkililiginin tartismali
olmasi (mamografinin etkisi sinirli olacagt icin) KMM yapilmasinin daha olumlu
sonuglanacagi belirtilmistir [25]. Bu nedenle diizenli yapilan KMM ile meme
kanserinin erken evrelerde teshis edilme imkaninin olacagi belirtilmistir [43].
Mamografi; memenin radyolojik olarak X-isin1 ile goriintiilenmesi seklinde
tanimlanmakta ve memenin yapisint ortaya koymaktadir [44]. Diinya Saglik
Orgiitii’niin Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezinin yaptig1 calismaya gére tarama
amagli yapilan mamografi meme kanseri hastalifindan meydana gelen O6lim
oranlarmi azaltigr goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada meme kanseri tarama
programlar1 degerlendirilerek sonug olarak 6zellikle yas araligi 50-69 arasinda olan
kadinlarin meme kanseri hastaliindan kaynaklanan oliimlerinin % 35.0 oraninda

azalma tespit edilmistir [45]. Mamografinin en 6nemli avantaji, kanser olarak ifade
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edilebilecek memede meydana gelen degisiklikleri, fiziksel semptomlarin ortaya
¢ikmasindan ¢ok daha once belirleyebilmesidir [25, 45]. Meme kanseri teshisinde
yeni bir molekiiler meme goriintiilleme (MBI) yontemi gelistirildigi belirtilmistir. Bu
yontemde radyasyonun anormal hiicrelere daha ¢ok etki ettigi belirtilmistir. Tiimdrler
mamografide net bir sekilde gozlenmezken, MBI yontemi ile daha net bir sekilde
gozlendigi tespit edilmistir [41] . Boylece erken donemde teshis edilen meme kanseri
hastaliginda, tiimoriin boyutu kiiciik olacagi ve metastaz riskinin de azalacagi
belirtilmistir [41]. Mamografi sonuglarinin faydali olmasi i¢in KMM ile birlikte
yapilmasi: tavsiye edilmektedir. Bu durumun, yapilacak olan taramalarin
giivenilirligini arttirdigi goriilmistiir [25].

Invaziv lobiiler karsinoma sik gériilen kanserler arasinda ikinci sirada geldigi
belirtilmistir. Bu nedenle meme Kkanseri tlrliniin artmasi hormon tedavisi
kullaniminda artmasina neden oldugu belirtilmistir. Yas artmasi ile birlikte daha sik

goriildiigii gozlemlenmistir [46].

2.7. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Sosyal stres, psikolojik sikinti ve psikososyal destek etkisi meme kanseri
hastalarinin, tibbi tedavisinde etkili olup bu durumlar tedavinin seyrini degistigi
tespit edilmistir. Psikolojik destegi ortadan kaldirmak tedavinin etkisinde olumsuz
sonuglar olusturabildigi tespit edilmistir [38]. Meme kanseri hastaliginin tedavisi igin
uygun goriilen yontemler olarak; cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi, hormon

tedavisi kullanilmaktadir.

2.7.A. Cerrahi Tedavi

Kanserle savasin ilk asamasi oldugu belirtilmistir. Iki sekilde tedavi
gerceklestirilmektedir. Meme koruyucu cerrahiler kanserli dokunun ¢ikarildig
fakatmemenin yerinde kaldig1 ameliyatlardir. Memenin tamaminin alindig1 cerrahiler

ise kanserlidoku ile birlikte tiim meme dokusunun ¢ikarildigi ameliyatlardir [47].

2.7.B. Radyoterapi
Isin tedavisidir. X-1sinlariin (rontgen 1sinlar1), meme bdlgesine ve koltuk
altina uygulanmasiyla, cerrahi girisimden sonra kalma olasiligt olan kanser

hiicrelerinin yok edilmesini saglamak amaci ile yapilir. Meme kanseri tiimoriini
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kiigiiltmek, kanserli hiicreleri 6ldliirmek amacgli kullanilmaktadir. En sik kullanilan
yontem olan harici 1ginlama (external beam radiation) yontemidir. Lenf diiglimlerine
sicramis kanserli hiicreler mevcutsa ve invaziv timor 5 cm’e ulasmissa kullanilan

tedavi yontemidir [26].

2.7.C. Kemoterapi

Meme kanseri hastaligini olusturan timor kiigiikk bir bolgede degil de
yayllmis ise kullamlan yontemdir. Iki ¢esit kemoterapatik tedavi yontemi
bulunmaktadir; adjuvant ve neoadjuvan tedavidir. Adjuvan kemoterapi; cerrahi
sonras1 herhangi bir bolgede kanser kalmasa da koruma amacl yapilan tedavidir.
Neoadjuvan kemoterapi, liciincii evre kanserli olan hastalarda mevcut tiimoriin

boyutlarini kii¢iiltmek ve cerrahiye uygun hale getirmek amagl yapilan tedavidir

[48].

2.8. Meme Kanserinde Kullanilan Kemoterapik Ajanlar

2.8.A. Antrasiklinler

Doksorubisin (Adriamisin) veya Epirubisin, Antrasiklinler; DNA ve RNA
sentezine miidahale ederek, onlari inhibe ederek replikasyonu onler ve boylece
kanser hiicrelerinin biiyiimesini durdurur. Bu ilaglarin kullanildigi kombinasyonlarin
oldukca iyi sonuclar verdigi belirtilmektedir. Doksorubisin'in tam etki mekanizmasi
karmasik ve hala tamamen anlagilmamis olmakla beraber enterkalasyon yoluyla
DNA ile etkilestigi ve onun biyosentezini etkiledigi bilinmektedir. Transkripsiyon
sirasinda DNA'nin  agilmasini saglayan Topoizomeraz Il enziminin ilerlemesi
engelleyerek etki ettigi ifade edilmektedir [49]. Kristal yap1 analizinde goriildiigii
gibi, molekiiliin diizlemsel kromofor kismi1 DNA'daki iki baz ¢ifti arasina entegre
olmaktadir, bunun alt1 iiyeli daunosamin sekeri DNA'nin kiigiik oyuguna yerleserek

iki taraftaki baz ciftleri ile etkilestigi belirlenmistir [50] (Sekil 9).
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Sekil 9. Antrasiklinler’in A) Kimyasal yapisinin gosterimi. B) DNA ve RNA {izerindeki etkisinin
gosterimi [50].

2.8.B. Siklofosfamid, 5-Florourasil (5-FU), Metoterxate (CMF)

Hem adjuvan hem de metastaz olan meme kanseri tedavilerinde kullanildigi,
ama kullanimi sirasindaki yan etkileri goriildiigii belirtilmistir. 5-Florourasil (5-FU)
anti-kanser tedavilerde kullanilmasiyla beraber onun yerine ilaglar dizayn edilmeye
baslanmigtir. Kapesitabin, 5-FU etki mekanizmasini taklit edilerek dizayn edilmis bir
ilagtir [51] (Sekil 10). Uzun yillar standart kombinasyonlarin kullanilmasina ragmen

sonrasinda bu kombinasyonlarin yerlerini antrasiklinlerinin aldig1 belirtilmistir [52].
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Sekil 10. 5-FloroUrasil’in etki mekanizmasi. A) 5-FU’in kimyasal yapisi, B) 5-FU’in antikanser
aktivitesi. TS: timidilat sentaz, IFN: interferon [51].
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2.8.C. Trastuzunab (Herceptin)

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) onkogenik proteini pozitif
olan hastalarda kullanilmaktadir. Metastatik hastalarin yaninda erken evredeki meme
kanserli hastalarda da kullanilabilmektedir. Herceptin; EGF’nin yerine HER2 (insan
Epidermal Biiylime Faktorii) reseptoriine baglanarak etki ettigi belirtilmistir (Sekil
11). Son zamanlarda kullanilan bu ila¢ meme kanseri hastalarinda olumlu sonuglar

verdigi belirtilmistir [53].

Herseptin

EGF /
>< AHERZ Proteinin asiri ifadesi

RNA

DNA HER2 Onkogen

amplikasyonu

Timor Hicresi

Sekil 11. Herceptin ilacinin etki mekanizmasi [54].

2.8.D. Taksanlar

Taksan grubu ilaglar; paklitaksel ve doksitaksel olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Doksitaksel (Taxotere) meme kanseri olan hastalarin tedavisinde
etkili bir mikrotiibiil sitotoksik taksan olup taksanlarin ilave oldugu ilag
kombinasyonlarinin lenf nodu pozitif kanserli hastalarda daha etkili oldugu
belirtilmistir [55, 56]. Doksitaksel mikrotiibiillere baglanarak etki ettigi belirlenmis
ve mikrotiibiilleri dengeleyerek kalsiyum depolimerazasyonunu engelledigi tespit
edilmistir [4, 57]. Ayrica doksitaksel’in onkoprotein olan Bcl-2 {izerine de
fosforlanmasi ile hiicreleri apoptoza gotiirdiigii tespit edilmistir [57]. Taksanlar

vinka alkololidleri gibi antimitotik olarak gelistirilmis ilaglar olup bu ilaglar ile ilgili
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toksik etkileri ve direng mekanizmalarinin gelismesi sebebi ile bu etkileri azaltacak
ilaglar olarak gelistirildigi belirtilmistir. indubulin de bu smifa giren ilaglardan bir
tanesidir. Taksanlar tiibiilin polimerini stabile ederek etki gdsterirken, indubulinin de

tubulin polimerizasyonunu destabile ettigi belirtilmistir [4](Sekil 12).

Tiibiilin ve Vinka Alkoloitleri

Tiibiilin Baglanma Yeri Mikrotiibiil
Vinka k Indlbuh} 3*
Tiibiilin Inhibitérlerinin
Etkileri
Paklitaksel Yikimin Bloke
Olmasi

o
J10

Sekil 12. Taksanlar’in etki mekanizmasi [58].

2.9. Paklitaksel

Paklitaksel 1967 yilinda Amerikan Ulusal Kanser Enstitlisii programinda
kesfedilmistir. Pasifik porsuk (Porsuk brevifolia) agacindan izole edilen toksol

grubundandir [59]. Kimyasal yapisi Sekil 13’de gosterilmistir.

o

Taxus baccata 10-deacetyl Baccatin IlI Paklitaksel

Sekil 13. Paklitaksel ilacinin elde edilmesi ve kimyasal yapis1 [59].
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Bitki alkoloidlerinden taksoid grubu ilaglarindan olup kanser hiicrelerinde
kemoterapide kullanilan mitotik inhibitor olan paklitaksel; hiicrelerin mitoz bdliinme
sirasinda mikrotiibiillerin beta tiibiilin alt gruplarina baglanarak tiibiillerin tiibilinlere
doniismesini ve mitoz boliinme sirasinda olusan ig ipliklerin yikimini engelledigi ve
hiicre bdliinmesini durdurdugu i¢in hiicrelerin apoptoza gitmesinin sinyalini verdigi

tespit edilmistir [6] (Sekil 14).

Kromozom -
Ja |
Mikrotiibiil Iy AW,
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/ Metafaz
O Yan goriiniimii A
-\ / g a-tubulin R 4 !\ Taksol'iin baglandigi yer
¥

Taksol etkisi / ¢ (B-tubulin)
i
Gl s uf
ig ipliginin olusumunun
engellenmesi

00
— O 0

) 0
B-tubulin Hiicre 6limii

iistten goriiniim

Sekil 14. Taksol’lin etki mekanizmasi [6].
2.10. Poliaminler

Poliaminler (PA), hiicrelerin biiyiime ve gelismesi i¢in onemli amfilitik
katyonik amin tiirevleridirler [60]. Hem prokaryot hem de dkaryotlarda varlig: tespit
edilen PA putresin, spermidin ve spermin’dir. PA hiicre dongiisiinii diizenleme,
transkripsiyon, translasyon ve protein sentezi asamalarinda rol aldiklar1 tespit
edilmistir [61]. PA’lerin ekstraselliiler matriks tayini, hiicre adezyonu ve sinyal
iletimlerinde de gorev alip, biitiin memeli hiicrelerinde buldugu belirlenmistir [61].
PA’in, bakteri ve memeli hiicre kiiltiirleri i¢in biiyiime faktorleri gibi davranip hiicre
biitiinliiglinti, hiicre i¢i organel ve membranlarinin stabilizasyonundan sorumlu

olduklar1 ifade edilmistir. Ayrica, pozitif yiik tagimalari nedeni ile, DNA ve

38



RNA'’larla kolayca etkilesime girerek DNA ve RNA’nin biyosentezi, DNA
stabilizasyonu ve bakteriyofajlarda DNA paketlenmesi gibi temel olaylarda gorev
aldiklar1 tespit edilimistir [22]. PA eksikligi hiicre proliferasyonunu, hiicre gogiinii
baskiladigi, kusurlu embriyo olusumuna neden oldugu belirlenmistir [62]. PA’in
molekiil agirliklarinin diisiik oldugu, pH’mnin yaklasik 10 oldugu, suda ¢oziindiigi,
viicut i¢i pH’inda tamamen protonlandigi ve biitlin hiicrelerde degisen

konsantrasyonlarda bulundugu belirtilmistir [60, 62].

2.10.1. Poliamin Tiirevleri

Dogal PA olan putresin [1,4-butan diamin veya tetrametilendiamin],
spermidin [N-(3-aminopropil)-1,4-butan diamin veya aminopropil-
tetrametilendiamin] ve spermin [N,N-bis(3-aminopropil)-1,4-butan diamin veya
diaminopropil- tetrametilendiamin] hiicrenin normal islev ve biiylimesi i¢in esas olan
yaygin hiicresel bilesikler oldugu ve kimyasal yonden ¢ok basit organik alifatik
katyonlar olduklar1 icin fizyolojik kosullarda tamamen protonlanmis olduklar
saptanmigtir. Hiicrenin ¢ogalma hiziyla PA igeriginin iliskili oldugu da belirlenmistir

[63](Sekil 15).

NH:
Putresin  Hn" > 7

NH;

Spermidin  un” > WY
H

H
X N
Spermin H:N /\/\N/W B e
H

NH;

Sekil 15. Poliamin tiirevlerinin kimyasal yapisi [63].

2.10.2. Poliamin Metabolizmas1

PA’in en basiti olan putresin, arjininden sentez edilen ornitinin
ornitindekarboksilaz (ODC) enzimi araciligiyla sentezlendigi bilinmektedir. PA
biyosentez’inin ilk hiz sinirlayict basamagi ODC’ye bagimli putresin iiretimi oldugu
belirlenmistir [64]. Hiicre i¢i homoestatik kosullarda putresin spermidine, spermidin
de spermine donlismektedir.

ODC enziminin hiicrelerde aktivitesinin arttigi durumlar hiicre i¢i PA

havuzunda artis tespit edilmistir [65]. PA’lerin intraselliiler konsantrasyonlarinin
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artig1 ile tetiklenen kiigiik diizenleyici bir protein olan AZ (antizim) protein varligi
tespit edilmistir [66] AZ, ODC’ye baglanip, AZ-ODC kompleksi olusturur. Bu
kompleks ise 26-S proteozom’lar araciligi ile pargalanarak ODC enzim aktivitesine
bagh hiicre i¢i PA miktarinin Kontrol altinda tutulmasini saglar [67]. AZ’nin PA
metabolizmasi tizerinde ti¢ formu tanimlanmistir [68]. AZ-1 ODC degredasyonunda
gorev yaparken, AZ-2 ODC degredasyonunda daha az rol alip, PA transportunda
negatif rol aldig: ifade edilmistir [69]. AZ 3 ise spermatogenez asamalarinda testis
esey hiicrelerini siirladiklar tespit edilmistir [70]. AZ, ODC enzimine baglanarak
ODC’nin degredasyonuna neden olurken, hiicre i¢ine PA miktarinin sabit
kalabilmesi amaci ile ODC’nin degredasyonu AZ’ye baglanan Antizim inhibitorii

(AZ]) ile baglanmasi engellendigi bilinmektedir [70] (Sekil 16).

MAT Arjinaz
v

S-adenosilmetiyonin |

SAMDC onc
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Dekarboksile e
S-adenosilmetiyonin @
Spermidin
sentaz
Metiltiyoadenozin @M
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sentaz

Metiltiyoadenozin | QW

Sekil 16. Poliamin metabolizmasi [71].

Homoestaz durumunda hiicre i¢i PA miktar1 kontrol altinda tutulmasi i¢in PA
katabolik enzimleri gorev almaktadir. PA katabolik enzimlerinin aktive olmasina
bagli PA’lerin asitel edilmesi ile hiicre disina atilmasi veya birbirine doniistiiriilmesi
ile gercekleserek hiicre i¢i PA miktar1 sabit tutulmaya calisildig1 tespit edilmistir
[72]. PA katabolik enzimleri; SSAT (spermidin spermin Nasetiltranferaz), A-PAO
(N1-asetilpoliaminoksidaz), SMO (Spermidin oksidaz). A-PAO aktivitesinin SSAT
tarafindan asetilenmis lriin ile sinirlandigr diisiiniilmektedir [71] (Sekil 16). SSAT
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homodimer olarak tanimlanan sitozolik bir enzimdir [73]. Fakat bagka bir ¢aligmada
molekiiler kiitlesi 80 kDa olan homotetramer olarak da belirlenmistir [74].
Spermidin ve spermin SSAT tarafindan primer amino gruplar1 aracilig: ile asetiller
[67, 75]. Asetille olan PA serbest pozitif yiiklerini azaltiklar1 i¢in asetillenen PA
histonlarla ve DNA- RNA affinitesi diiserek hiicre i¢i pek ¢ok metabolic gorevlerini
gerceklestiremezler [76]. Bir baska PA katabolik yolak enzimi olan SMO; spermini

spermidin’e doniistiiren ve spermini okside eden enzimdir.

2.10.5. Poliaminlerin Hiicre Metabolizmasindaki Rolleri

Hiicre icindeki PA miktar1 azaldiginda p53 gen ekspresyonu artar, hiicre
biiylimesi baskilanir. PA baskilanmasi p53 mRNA stabilitesini arttirir. PA’ler endotel
hasarinda ve wvaskiiler hiicre gogiinde de rol alir. Gen transkripsiyonu ve
translasyonunu uyarirlar [62]. Hiicrelerde PA eksikliginde DNA modifikasyonu
goriiliir. Fazlaliginda ise; apoptoz meydana gelirken PAO katabolizmasinda olusan
yan tlirlin olustugu disiiniilmektedir. Hidrojen peroksit oksidatif strese sebep olarak
apoptoz’a neden olur. Iyon kanallarinin diizenleyicisi olarak spermin ve spermidin
gdrev yapar, bunlar endojen poliaminlerdir. K* kanallar1 ve glutamat reseptérlerini de
uyarir. Biiylime faktorlerinin reseptor aktivitelerini diizenlerler. Hiicre igi sinyal
iletiminde rol alirlar. Polikatyonik olduklarindan membranlarin fosfolipit kisimlar
ile baglant1 kurarak buradaki enzimleri diizenlerler. Protein kinazlari aktifleyerek
pro-onkogenleri aktive ederek G proteinleri ile reaksiyona girerler. GTPaz
aktivitesinde gorev alirlar. DNA iizerinde cevap veren elementlere NF-KB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)’e baglanmasini uyarirlar [77].
PA immiin hiicrelerin farklilasmasinda da rol aldig1 Ferioli ve arkadaslarinin yaptigi
bir calisma sonunda belirlenmistir. Lokal inflamasyonda 6li ya da hasarh
hiicrelerden spermin agiga ¢iktig1, bunun da hiicre gogii ve gelisimini destekledigini
tespit etmislerdir [78]. PA yara iyilesmesi iizerinde gorevli c-fos ve c-myc
protoonkogenleri iizerindede baskilayici gorev yapar [62]. PA hiicre iletiminde,
hiicre adezyonunda, apoptozda, hiicrenin i¢inde ve disinda yer alirlar [79].

Hiicre i¢i PA miktariin yiiksek olmasina bagli hiicrelerdeki karsinogenik
ozelligin artti31 ve malign hiicrelerde belirgin olarak saglikli hiicre kiyasla yiiksek
oldugunun tespit edilmesi, PA’in kanser ile iligkisini ortaya koymaktadir. Bu nedenle

PA biyosentezinin inhibe edilmesi ve PA katabolik enzimleri aktive edilerek hiicre
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ici PA miktarmin digsiiriilmesi pek c¢ok anti-kanser ilaglarin etki mekanizmasi
acisinda onem arz ettigi ifade edilmistir [80]. Bu nedenle PA analoglar1 aracilig ile
PA katabolik yolaginin aktive edilmesi ve PA biyosentetik aktivitenin diistiriilmesi
sayesinde pek cok kanser tipinde apoptotik Oliimiin gerceklestigi tespit edilmistir
[81]. BENSpm, CHENSpm, CHENNSpm, DENSpm (N; Nji;- diethylnorspermine)
gibi pek ¢ok PA analogu tasarlanmis ve apoptotik etkinligi kanser hiicrelerinde tespit

edilmistir [82].

2.12. DENSpm (N N;.diethylnorspermine)

PA analoglarindan biri olan DENSpm hiicrelerin igerisindeki PA
havuzundaki spermidin ve spermin‘in miktarmni azaltarak hiicreleri programli bir
sekilde oliime yonlendirilmesini saglamaktadir. DENSpm, hiicre i¢i PA igerigini
tiiketen, RNA ve protein (transkripsiyon ve translasyon) diizeyinde SSAT yi stabilize
eden ODC’yi inhibe ederek hiicre biiylimesini engelleyen ve apoptotik Olimii

indiikleyen bir ilagtir [82].

2.12.1. Kanser tedavisinde DENSpm kullanim1

DENSpm’in meme, akciger, kolon, melanoma kanseri gibi bir¢ok kanser
tipinin tedavisinde farkli kemoterapétik ajanlar ile kombinlenerek kullanilmaktadir
[83-85]. Ayrica yapilan ¢alismalarda DENSpm’nin kemoterapdtik ilaglarla yapilan
kombinlerinin sitotoksik etkilerinin goriilmesi kanserin klinik ¢aligmalarinda
DENSpm’in umut verici oldugu diisiiniilmektedir [86].

DENSpm potansiyel bir anti-kanser ajan olarak tasarlanmis ve gelistirilmis
PA analogudur. Dogal PA’e yapisal benzerlik gosteren DENSpm, PA transportunu
baskilayarak PA biyosentetik enzimleri olan ODC ve SAMDC’in azalmasinda etkili
oldugu bilinmektedir. Ayrica DENSpm’in PA’in katabolik yolaginda gorevli olan
SSAT artiginda etkili oldugu da gosterilmistir [87].

PA analoglarinin kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi oldugu daha oOnce
belirtilmistir. Bunu gostermek i¢in yapilan ¢alismalarda anti-kanser etkisi oldugu ve
kolorektal, meme, melanoma, akciger, prostat kanserlerinde, 16smide apoptozu
uyardigr gosterilmistir. DENSpm diger kemoterapatik ilaglarla kombinlendiginde

kanser hiicrelerini sinerjistik olarak 6ldiirdiigii belirtilmektedir [88].
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PA analoglarinin hiicre 6liimiinii uyarmadaki mekanizmalar1 tam anlamiyla
anlagilamamistir. Ancak DENSpm’nin SSAT (spermin ve spermidini astiller)
anlattmin1 uyardigi [89] ve spermin ve spermidinin asetillenmis formlarini
sentezlerken hidrojen peroksit iiretimini arttirdigi tespit edilmistir [87]. DENSpm
hiicre dongiisiinii kesintiye ugrattigi ve bu durumun hiicrelerde apoptotik Olimii
tetikledigi bilinmektedir [94]. DENSpm’in intrinsik apoptotik yolagi uyararak

sitokrom-c’nin salinmasini uyardigi tespit edilmistir [90].

2.11. Apoptoz

Apoptoz fizyolojik hiicre Oliimiinii ifade eder. Teorik olarak ise apoptoz;
cesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve
hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitastyla hiicre 6limiinii
kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak tanimlanmaktadir [91].
Boylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi
iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gergeklesen hiicresel lezyonlarin ya da genetiksel
faktorlerin aktivesi sonucu hiicresel intihar programinin apoptoza neden oldugu tespit
edilmistir [92]. Fizyolojik bir islem olarak apoptoz, normal gelisim sirasinda ve
olgun mekanizmadaki cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin
kaybindan sorumludur. Apoptotik hiicre sayisi kisinin ya da organizmanin saglikli ya
da hasta olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel mekanizmalari hiicrede
denge unsurudur [93]. Apoptoz, gelisimsel morfolojide oynayan hiicre 6liimiiniin son
derece diizenli oldugu bir olaydir, ayn1 zamanda hiicre sayisin1 kontrol eder ve
hiicrelerin hasarin1  giderir bu nedenle tiimor baskilanmasinda &nemli  rol
oynamaktadir [94]. Hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve apoptoz arasindaki denge
viicutta bulunan net hiicre sayisini etkiler ve bu olaylardaki hatali gelismis tiimorlerin
olusmasina neden olur. Apoptoz viicuttaki ana timoér baskilama [95]
mekanizmasidir, ¢linkii yogun DNA hasar1 olan ve dolayis: ile kanserin meydana
gelme potansiyeline sahip olan hiicreleri yok eder. Ornegin; giines yanmasindan
sonra derinin soyulmas: gercekte UV’ ye maruz kalmaya bagl olarak yogun DNA
hasarma kars1 hiicrelerde meydana gelen apoptoz olayidir. Bu olay cilt kanserine
kars1 6nemli bir savunmadir. DNA hasar1 hiicrelerin eliminasyonu tim organizmay1

kanserden korur [95].
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Apoptoz, genetik programin eksprese edilmesine gerek duyan aktif bir
programdir Ve her hiicre bunu yapabilme kabiliyetini gosterir [92]. Apoptoza ugrayan
hiicre fagositoz sirasina makrofajlar yutulur ve komsu hiicreler apoptoza ugrayan
hiicrelerin gostermis oldugu molekiiler fosfotidilgliserinleri tanir [93]. Apoptoz
hiicrenin  biiziilmesi, tomurcuklanmast ve kromatin kondensasyonu ve
fragmentasyonu ile karakterize edilerek son derece diizenli bir olaydir (Sekil 17).
Apoptoz, c¢cogu zaman nekroz ile karistirilabilir. Fakat nekroz olayinda hiicre
membranlar1 gecirgen hale gelir ve hiicre igerigi etraftaki dokulara dagilir ve

inflamasyona neden olur [92].

Apoptotik hiicre dliimii

Membrannin

bozulmasi
\omal hV ..\‘
S

3 .”.l X

Apoptotik

fragmentle Cek1 rdegin
bozulmasi

Sekil 17. Apoptotik siire¢ [92].

Apoptoz

2.10.1. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Biiytime faktorii sinyal yollarinda kinazlarin asal rol oynamasi gibi, apoptoz
mekanizmasinda 6liim reseptorleri, adaptor proteinler ve kaspazlar adi verilen belirli
proteazlar merkezinde rol oynarlar. Proteoliz kaspazlar tarafindan katalize edilir ve
hiicresel komponentlerin diizenli bir sekilde yikilmasina yardim eder ve bu durum
apoptoza Ozeldir [96]. Hiicrelerin apoptoza ugrayabilmesi igin hiicre dis yolaktaki
Olim reseptorlerinden gelen ‘6liim faktorleri’ adi verilen sinyallerin alinmasi, DNA
hasar1 ya da oksidatif stres gibi i¢ yolaktaki fiziksel/kimyasal etkenler tarafindan
uyarilmasi ile kaspazlara baglanip onlar1 aktive etmektedir [97]. Kaspazlar ise aktive
olan DNAaz’lar araciligi ile DNA’nin yikimima sebep olur. Kaspazlar proteinleri

sadece aspartik asit (20 amino asitten biri) bulunan bdlgelerinden kiran bir molekiiler
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makas gibi rol oynayan spesifik proteazlardir. Kaspazlar her i¢ ve dis olmak iizere

her iki yolakta da asal rol oynarlar [98].

2.10.1.1. Intrinsik Yolak

Apoptozun diizenlenmesinde mitokondri 6nemli bir rol oynamaktadir. Burada
mitokondrinin aktivasyonunda rol oynayan en onemli faktor Bcl-2 ailesidir. Clinkii
bu ailenin tyeleri mitokondri {izerinde hem pro-apoptotiklerle hem de anti-
apoptotiklerle etkilesimleri bulunmaktadir. Bu aileden Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-
apoptotik proteinler mitokondri membraninin disinda bulunurlar ve hiicrenin
yasaminin devaminda gorevlidir [99].

Bad ve Bax gibi pro-apoptotik proteinler ise anti-apoptotik proteinler ile veya
mitokondri membrani ile dogrudan iliski kurarak mitokondri iizerinden etkilerini
gosterirler. Bax proteini mitokondri dis membraninda bir transmembran por olusturur
ve membranin yapisint bozarak sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya
salinmasini saglar. Sitokrom-c sitoplazmada prokaspaz-9, Apaf-1 ve ATP ile
komleks olusturarak apoptozom kompleksi meydana getirir. Bu durumda aktif hale
gelen kaspaz-9 kaspaz kaskadinin baslamasina yol agarak apoptotik mekanizmay1
olusturur [98] (Sekil 18).

2.10.1.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolak, hiicre 6liim reseptorleri olan Fas (diger isimleriyle APO-1,
CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesime
girerek apoptoz’u uyaran apoptotik mekanizmadir. Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik
uzantist 6lim alanint icermektedir [100]. Fas’in sitoplazmik boliimii FADD (Fas
Associating protein with a Death Domain protein) ve RIP (Receptor Interacting
Protein) ile etkilesimdedir. Oliim alanlarin1 iceren bu TRADD ve RIP proteinleri,
prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozu dogrudan uyarirlar (Sekil 18). Aktive olan
kaspaz—8 daha sonra diger kaspazlar aktive ederek apoptotik mekanizmayi olusturur

[101].
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INTRINSIK YOLAK EKSTRINSIK YOLAK

UV, Biyiime Faktorii |

Sekil 18. intrinsik (i¢ yolak) ve ekstrinsik(dis yolak) apoptoz mekanizma [98].

2.13.0tofaji

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik icine
alinarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada parcalanmasina
yol agan bir mekanizmadir. Kisa dmiirlii proteinlerin ubikitin-proteozom sisteminde
parcalanmasina karsin, uzun 6miirlii proteinler ve hiicre i¢i organeller otofajinin
sistemi tarafindan parcgalanirlar ve olusan yapi taslari hiicre kullanimi i¢in yeniden
kazandirilirlar [9, 102]. Otofaji, kelime anlami olarak kendi kendini (auto) yeme
(phagy) anlamina gelir ve hiicrenin aglikla karsilastigi fizyoloji kosullarda, besin elde
etmek icin hiicre i¢indeki yapilari nasil parcalandigini ifade etmek amaci ile
kullanilmistir.  Yapilan ilk calismalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre ici
molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim
ettigi boylelikle hiicre homestostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu

gosterilmistir [9, 102].
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Son on yilda yapilan ¢alismalar ise otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi,
morfogenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sistemin bir
parcast olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigin1 ortaya
koymustur [9, 103]. Ayrica arastirmalar, otofaji anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon
hastaliklar1 ve nérodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarnin da nedenleri
arasinda yer aldigin1 gostermektedir [104].

Otofajinin aglik durumunda hiicresel yapi taglarinin yikilarak geri dontisiimi
ve hiicrenin enerji depolarini yenileyerek apoptotik hiicre 6liimiinii engelledigi ya da
z1t olarak hiicre 6liimiine yol agtig1 gosterilmesine ek olarak apoptozla iliskili oldugu
tespit edilmistir [105, 106]. Bazi durumlarda otofaji ve apotoz hiicrede birbirine zit
etkiler yapabilmektedir. Bu durumda, otofaji hiicre 6liimiine karsi bir hayatta kalma
mekazimasi olarak calisarak, apoptozun durdurulmasina ve Sliimiin engellenmesine
yol agmaktadir. Otofaji metabolik stres, ila¢ ya da radyasyon hasartyla karsi karsiya
kalan hiicrede anormal ve hasarli proteinlerin yok edilmesinde ve genomik DNA’nin
hasardan korunmasinda onemlidir. Otofaji yoklugunda tiimor hiicrelerinde, DNA
hasari, gen amplifikasyonu ve kromozomal anormallikler artmaktadir [107]. Yine
aynt dogrultuda olmak {izere, otofajinin; meme, prostat ve kolon kanserlerindeki
inhibisyonu, bu hiicrelerin radyoterapiye olan 6liim cevabii artirmaktadir [108].
Otofaji kendi basina hiicre oliimiine sebep olmaksizin apoptotik hiicre Oliimiine
yardimci olabilmektedir. Ornegin; besin yoklugunda otofajiye bagimli hiicresel ATP
diizeyinin siirdiiriilmesi apoptoz’un 6nemli belirteclerinden olan fosfotidilserinlerin
hiicre zarinin digina transferini saglar. Bundan bagka, apoptozda goriilen hiicre zar
tomurcuklanmas: (blebbing) enerjiye bagimlidir ve aktin-miyozin kasilmasi ATP ile
meydana gelmektedir [109]. Bazi kosullarda otofajinin kaspaz aktivasyonu igin
gerekli oldugunu gosteren yaymlar da bulunmaktadir. Ornegin otofajinin, CD4+ T
hucrelerinin HIV ile enfeksiyonu sirasinda kaspazlara bagimli hiicre 6liimii igin
gerekli oldugu gosterilmistir [110]. Atg7 ya da Beclin-1’in hedeflenmesi ya da 3-MA
ile muamele sonucunda otofajinin baskilanmasi, kaspaz aktivasyonunu ve hiicre
Oliimiinii engellemektedir [111].

Literatiirdeki bilgilerden yola c¢ikarak otofajinin hiicreyi nasil Oliime
gotiirdiigii konusu tam olarak aydinlatilamamistir. Sitoplazma, hayati organeller ve
hayatta kalmay1 saglayici bazi proteinlerin otofaji tarafindan yikildig1 bilinmektedir.

Ornegin, uzun siire aktive olan otofaji, mitokondri sayisin1 Ve sitoplazma miktarini
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azaltmaktadir. Otofaji tarafindan anti-oksidant enzimin pargalanmasinin hiicredeki
reaktif oksijen tiirleri (ROS) miktarini arttirarak hiicreyi 6lime gotiirmektedir.
RIP/INK sinyal yolunun ve Bcl-2 protein ailesinin otofajik hiicre 6liimiinii aktive
ettigi tespit edilmistir [105, 106].

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin ¢ogu otofaji ile baglantili
proteinlerdir ya da Atg proteinleri (30’dan fazla Atg geni tanimlanmistir) ‘dir [105].
Atg proteinlerinin bir kism1 ve cesitli protein kompleksleri otofajik keseciklerin
olusumunda ve otofagozom olusumunda rol oynamaktadir. Otofajinin temel
molekiiler mekanizmasi;; Atgl-Atgl3- Atgl7 kinaz kompleksi, 3. siif
phosphoinositol 3 fosfat (PI3F) kinaz, Vps34’un aktivitesini diizenleyen Atg6 protein
(memelilerde Beclin-1) kompleksi, iki ubikitin benzeri sistem ve Atg9 ve dongi
sistemi olarak dort basamakta 6zetlenebilir [105, 106]. PI3F’in gorevi, kendisine
baglanma 6zelligine sahip ve kesecik olusumunda rol oynayan proteinleri ve protein
gruplarmi PAS’a yonlendirmektir. Bu sekilde c¢ekirdegi olusan otofagazom
membraninin uzamasi ve kesecik halini almasi ise iki ubikitinlenme benzeri sistem
tarafindan kontrol edilmektedir [106]. Bunlardan birincisinde; Atgl2 proteininin
AtgS5 proteinine kovalent bag ile baglanir ardindan Atgl2’ye baglanmis Atg5, Atgl6
ile de birleserek izolasyon membranmin dis yuzeyine tutunur (Sekil 19). ikincisinde
ise; biyolojide az rastlanan bir reaksiyonla, Atg8 (memelilerde MAP-LC3 ya da
kisaca LC3) proteininin, bir fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiiliine kovalent bag
ile baglanir ve Atgl2-Atg5S-Atgl6 kompleksi olusur, Atg8/LC3 un FE’ye baglanmasi
igin, Atg8 ya da LC3’un C-ucundaki bes aminoasitin Atg4 proteazi tarafindan
kesilmesi ve sondan 6. aminoasit olan glisinin ortaya ¢ikarilmasi FE molekiili glisine
baglanarak Atg8/LC3’un FE’ye baglanmasi sonucunda PAS’a zar taginir ve zar uzar.
Ayrica Atg4, kesecik olusumu sonrasinda gorevi tamamlanan LC3 proteinlerini
yagdan kopararak yeniden kullanilmalarina neden olmaktadir [103, 105, 106,]. Atg9
ve dongii sistemi otofajik zardan otofagozom olusumda rol oynamaktadir [111].
Otofaji ile ilgili proteinlerin ¢ogu, otofajik zarlarin olusumunda ve bunlarin uzayarak
kesecik haline gelmesinde gorev yapmaktadir [105]. P62 proteini 6zellikle bazi
ubikuitinlenmis proteinlere, protein yumaklarina ve hiicre i¢i parazitlere baglanan ve
onlarin otofajik vesikiiller tarafindan sarilmalarina neden olan sitoplazmik bir otofaji
reseptoridiir [103]. P62, hiicre igindeki bu anormal yapilar1 taniyarak onlarin otofaji

tarafindan yikimlarina yol acar. P62 proteininin kendisi de, otofagozoma tasidigi
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proteinlerle birlikte lizozomda yikilmaktadir [103]. Otofagozom daha sonra geg
endozom veya lizozomla birleserek tasidigi kargonun pargalanmasina sebep
olmaktadir [111] (Sekil 19).

I
Regtilasyonun indlklenmesi

Otofagozom Otolizozom
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Sekil 19. Otofajik siirecin gelisim basamaklar [111].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler bolimiinde Tablo 1’de sunulmustur.

3.1.2. Hicre Kultiiri Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler Boliimiinde Tablo 2°de sunulmustur.

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar
Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 3’te

sunulmustur.

3.1.4. Kullanilan Tamponlar

Kullanilan tamponlar ekler boliimiiniin ¢ozeltiler kisminda verilmistir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirt

MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ olan kolon kanseri hiicre hatlart American Type
Tissue Culture Collection (ATCC)’ dan temin edilmistir. Hiicreler DMEM
(besiyerinde % 10 sigir fetusu serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik
katkisi ile % 5 CO; iceren 37°C’de inkiibatorde iiretilmistir. Hazirlanan besiyeri 0,22
uM por capindaki hiicre kiiltiiri ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril hale
getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmustir.

Hiicreler 75 cm? lik petri kaplarinda yetistirilmistir. Protein izolasyonu i¢in
100 ve 60 mm’lik, PA izolasyonu i¢in 60 mm’lik petri kaplarina, RNA izolasyonu
icin 6 kuyulu petri kaplarina, floresan mikroskobu ve florometre ¢alismalari i¢in 12
kuyulu petrilere hiicre ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicrelerin gece boyunca petri
kaplarina yapigmalar1 beklendikten sonra gerekli ilag ve/veya inhibitdr uygulamalari
belirlenen siirelerde uygulanmig ve 37 °C ‘de % 5 CO; iceren etiivde bekletilmistir.

Hiicre ekimi ya da petri kabindaki hiicrelerin sayilarinin artmasi sonucu hiicre
pasajlanmasi islemi i¢in ortamdan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 75 cm?

lik petri kaplarinda 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanip 2 ml tripsin-
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EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (% 0,25) ile CO, igeren etiivde 2 dakika
bekletilmislerdir. Bu siire sonunda hiicrelerin zarar gérmesinin engellenmesi igin
petri kabina 2 ml DMEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus hiicreler
santrifiij tiibline almmistir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra
siipernatant atilmis, hiicrelerin {izerine 1 ml besiyeri eklenmistir. lyice pipetaj yapilip
homojen bir hale gelen hiicre siispansiyonu hiicre sayimima hazirlanmig
bulunmaktadir.

Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin
kanalina aktarilmis ve {izeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25°1ik karede
sayilan hiicre sayis;, Iml’deki hiicre sayisimn bulunabilmesi igin 10 ile
<;arp11m1§tlr.1,5X106 hiicre, 75 cm®’lik petri kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama

islemi gerceklestirilmistir.

3.2.2. Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

MTT ayiraci, canli hiicrelerde mor renkli formazon tuzu olugturmasi sonucu
kolorimetrik yontemle hiicre canliligina bakilmistir. MCF-7 kolon kanseri hiicreleri
96 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve
24 saat boyunca hiicrelerin yapigsmasi i¢in beklenmistir. Paklitaksel (20-40 nM),
DENSpm (20-30 uM), ve her iki ilacin kombinasyonlarinin uygulamasi 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. Her kuyucuga 10 pl MTT ayiraci eklenmis ve hiicreler 4 saat
boyunca etiivde bekletilmistir. Daha sonra MTT ayiract eklenmis besiyeri
hiicrelerden ¢ekilmis ve her kuyucuga 100 ul DMSO eklenmis ve karanlikta 5 dakika
bekletilmistir. Mikroplaka okuyucuda, ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’de

absorbans 6lclimii ile okutulmustur.

3.2.3. Hiicre Sagkalim Tayini

Paklitaksel ve DENSpm’in hiicreler iizerindeki sitostatik  etKisi
degerlendirilmistir. 12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir ve hiicreler yapismasi icin 37°C de bir gece inkiibe
edildikten sonra hiicrelere Paklitaksel (30 nM), DENSpm (20 uM), ve her iki ilacin
kombinasyonlarmin uygulamasi yapilmistir. 24-72 saat zaman araliginda her 24
saatte hiicrelerin {izerindeki ilagl besi yeri atilmistir. Hiicreler tripsin ile toplanarak

2000 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilmistiir. Hiicre pelleti 50
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ul besiyeri ve 50 pl tripan mavisi boyasi ile karigtirilarak hemositometrede sayim

yapilmustir.

3.2.4. ELIZA Yéntemi Apoptotik Hiicre Oliimii Tayini

Meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicreleri 1x10° hiicre 12’lik
hiicre kiiltiirii petrisine ekilerek hiicrelerin zemine yapismasi gece boyu beklenmistir.
DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve kombinasyonlarinin uygulamasi yapildu.
Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra iist s1v1 hiicrelerden uzaklastirilir. Hiicreler 250 pl
1xPBS ile iki defa yikanir. Hiicrelerin iizerine 200 ul Hiicre Oziitleme Tamponu
eklenerek 30 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra hiicreler kazinarak kaldirilir
ve 25 dakika calkalayicida ¢alkalanir. ELIZA plakalaria 20 pl 6rneklerden 80 pl de
immiinoregent soliisyonundan konulur ikiser tekrarli olarak kuyucuklarin iizeri
kapatilarak 2 saat oda sicakhiginda ¢alkalayicida galkalanir. Ust sivi atilir ve ii¢ defa
250 pl inkiibasyon tamponu ile yikanarak 100 pul ABTS eklenerek 20 dakika
calkalayicida calkalanmistir. Siiresi dolduktan sonra 100 pul ABTS stop soliisyonu
eklenerek 415 nM dalga boyunda absorbans degerleri olgiilerek standart absorbans
degerine gore standart egri cizilerek orneklerin degerleri lizerinden konsantrasyon

Olculiir.

3.2.5. Propidyum Iyodiir (PI) boyama

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Yapisan hiicrelere DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili ilag
kombinasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 2 pg/ml Pl
uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra floresan mikroskobunda Ex:

536 nm/Em: 617 nm filtrelerde 6lii hiicrelerin varligi incelenmistir.

3.2.6. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOCg) Boyama

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Yapisan hiicrelere DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili ilag
kombinasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 1nM
DiOCs 30 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda Ex: 488 nm/Em:

535 nm filtrelerde mitokondri memebran potansiyeli incelenmistir.
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3.2.7. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapildiktan sonra yapisan hiicrelere DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili
ilag kombinasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 1 pl/ml
DAPI boyas1 30 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda Ex: 588

nm/Em: 535 nm filtrelerde ilaca bagli DNA kiriklarinin varligi incelenmistir.

3.2.8. Akridine Turuncusu (AO) Boyamasi

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapildiktan sonra yapisan hiicrelere DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili
ilag kombinasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 0,5 ul
AO 10 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda Ex: 488 nm/Em: 535

nm filtrelerde lizozomal vakuollerin varlig1 incelenmistir.

3.2.9. Monodansil Kadaverin Boyamasi

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Yapisan hiicrelere DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili ilag
kombinasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 0,05 nM
MDC 30 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda Ex: 488 nm/Em: 535

nm filtrelerde lizozomal vakuollerin varlig incelenmistir.

3.2.10. Lysotracker Kirmizisi Boyamasi

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Yapisan hiicrelere DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili ilag
kombinasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 50 nM
Lysotracker Red 30 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda Ex: 536

nm/Em: 617 nm filtrelerde lizozomal vakuollerin varlig incelenmistir.

3.2.11. Hiicre Akis Sitometresi ile analiz

3.2.11.1.P1 Boyamasi

Meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerine DENSpm ve
paklitaksel’in farkli konsantrasyonlarda zamana bagli olarak Hiicre devri analizi
hedeflenerek; inkiibasyon siiresi sonunda st sivilar atilarak hiicreler 1xPBS ile

yikanarak hiicrelerin kalkmasi i¢in 300 pl tripsin eklenerek 3 dakika inkiibe edilir.
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Hiicreler kalktiktan sonra Tripsin’in etkisini yok etmek i¢in 300 ul DMEM eklenerek
hiicreler ependorf’lara toplanarak 2 dakika 2000 rpm’ de santrifiij edilir. Ust sivi
atilarak 1ml % 70’lik etanol ile fiksasyon islemi yapilir. Fiksasyon isleminden sonra
1 dakika 13000 rpm’ de santrifiij edildikten sonra 1ml 1xPBS ile pellet homojenize
edilerek 1 dakika 13000 rpm’ de santrifiij edilir. Ust s1v1 uzaklastirilarak pellete 980
ul IxPBS, 10 ul PI, 10 ul RNaz eklenerek iyice homojenize edilerek hiicre akis

sitometresinde okutularak analizi yapilmistir.

3.2.11.2. Annexin V ve PI Boyamasi

Meme Kkanseri MCF-7 ve MCF-7 Bcl-2 hiicrelerine  DENSpm ve
paklitaksel’in farkli konsantrasyonlarda zamana bagli olarak Hiicre devri analizi
hedeflenerek; Inkiibasyon siiresi sonunda iist sivilar atilarak hiicreler 1xPBS ile
yikanarak hiicrelerin kalkmasi igin 300 pl Tripsin eklenerek 3 dakika inkiibe
edilmistir. Hiicreler kalktiktan sonra Tripsin’in etkisini yok etmek i¢in 300 pl
DMEM eklenerek hiicreler ependorf’lara toplanarak 2 dakika 2000 rpm’ de santrifiij
edilerek ependorflara toplanan hiicrelerin {izerine 300 ul Inkiibasyon Tamponu, 3 pl
Annexin V, 3 ul PI boyasi uygulanarak 15 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. inkiibasyon

sonunda okutularak analizi yapmustir.

3.2.12. Total Protein izolasyonu

100 mm’lik petrilere 1,5x 10° hiicre ekilmistir. Yapisan hiicrelere DENSpm
(20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ikili ilag kombinasyonlar1 24 ve 48 saat hiicrelere
uygulanmistir. Hiicreler 1X PBS ile toplanarak 2 dakika 13200 rpm’de
coktiiriilmiistiir. Bu istem etrideki biitiin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir.
Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu eklenmisitr. Ornekler 20 dakika oda
sicakliginda calkaliyicada inkiibe edildikten sonra 20 dakika 13200 rpm de +4 °C de

santrifiij yapilmustir. Ust faz yeni ependorfa almarak miktar tayini yapilmistir.

3.2.13. Bradford Protein Miktar Tayini

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir [112].
Konsantrasyonu 1,5 ug/ul olan BSA (s1gir serum albumin) kullanilarak dnce standart
egri olugturulmustur. Bu egri su sekilde hazirlanmigtir: 1,5 pg/ul, 3 pg/ pl, 4,5 pg/ul,
6 pg/ pl, 7,5 pg/ul BSA’nin lizerine Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga

boyunda absorbanslar1 6l¢lilmiis, elde edilen proteinlerden 1 pg/ul alinarak ayni
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dalga boylarinda absorbanslar1 belirlenmistir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon
grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim esitliligi kullanilarak absorbans

degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.14. immunoblotlama Y 6ntemi

3.2.14.1. Proteinlerin Hazirlanmasive SDS-PAGE’de Yiiriitiilmesi

Immunoblotlama yontemi i¢in Laemmli tamponu (4x) ve 30 ug protein
ornekleri 1:3 oraninda karistirilarak 95°C’de 5 dakika tutulmustur. %4 yiikleme ve
%12’lik ayirma SDS-PAGE hazirlanarak, proteinler bu jel sistemine yiiklenmislerdir
ve jel sistemindeki ilk kuyuya daima protein belirte¢ yiiklenerek 100 V’de 2 saat

yiirlitme tamponunda yiiritilmistiir.

3.2.14.2. Membrana Transfer ve Bloklama

SDS-PAGE sonrasi, yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilmigtir.
Ayirma jeli boyutunda kesilen poliviniliden fluorid (PVDF) membranlar jellerin
altina konduktan sonra, membran ve jellerin her iki tarafina transfer tamponunda
islatilmis filtre kagitlart yerlestirilmistir. Jel, membran ve filtre kagitlar1 kasetlere
yerlestirilerek 1,5 saat boyunca 350 miliamperde transfer islemi gerceklestirilmistir.
Transfer islemi sonrasi membranlar, 2 saat oda sicaklifinda, %5’lik yagsiz siit tozu

(%0.1 Tween20 igeren 1x TBS) igerisinde bekletilerek bloklama islemi yapilmistir.

3.2.14.3. Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri

Siit tozu igerisinden alinan membranlar, 1x TBS-Tween ile 5 dakika olmak
tizere 3 kez yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmislerdir. Birincil antikorlar %35’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween20 igeren
1IX TBS) i¢inde asagida belirlenen dilisyonlarda uygulanmislardir:
Beta-aktin, PARP, kaspaz- 7, p21, Bcl-2, Bcl- xL, Bax, Bad, Bid, Mcl-1, Rb, p62,
Beclin-1, Atgl2, Atg7, Atg5, Atg-3, LC3A (CST, poliklonal anti tavsan), PAO
SSAT (Santa Cruz, Denver), ODC, AZ, AZI (Prof. Chaim Kahana’nin (Weizmann
Enstitiisii) hediyesi). Her bir antikor super block T-20 ¢ozeltisi ile (Pierce) 1:500-
1:1000 araliginda ¢alisilmistir. HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:5000 araliginda
calisiimastir.

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 5’ser dakika boyunca

3 kez TBS-Tween ile yikanmistir. Yikamanin ardindan, membranlar anti-tavsan ve
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anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C sicaklikta bekletilmistir.
Ikincil antikor uygulamasmin ardindan, 10’ar dakikalik 3 TBS-Tween ve 10
dakikalik TBS yikamasi sonrasinda, ornekler kemiluminisans tampon (A ve B

¢oOzeltilerinin 1:1 karigimi) ile 1 dakika muamele edilmistir.

3.2.14 4. Bantlarin Goriintiilenmesi

Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, rontgen
kasetleri igerisine, stre¢ filmle sarilarak yerlestirilmistir. Membranlarin {izerine
rontgen filmleri yerlestirilerek, elde edilen kemiluminisansin filme ekspoze olmasi
icin beklenmistir. Film yikama soliisyonu I, su ve film yikama soliisyonu II ve su ile

yikanmig ve kurutulmustur.

3.2.15. Poliamin Miktarlarmin Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi (HPLC) ile
Tayini

1x10° sayida hiicre 60 mm’lik petri kaplarina ekilerek, bir gece boyunca 37
°C’de % 5’lik CO2’li etiivde tutulmuslardir. Hiicrelere daha sonra 30 uM EBR
uygulanmistir. PA igeriklerinin belirlenebilmesi i¢in oncelikle hiicreler 1x PBS ile
yikanmig, daha sonra kaziyici yardimi ile kazmarak kaldirilmis ve santrifiij
tiiplerinde toplanmiglardir. Tipler daha sonra 13200 rpm’de bir dakika boyunca
¢oktiiriilmiis ve benzoilasyon islemine gecilmistir.

500 pl trikloroasetik asit (TCA) hiicre lizatinin {izerine eklenerek cam tiiplere
alinmis ve daha sonra {izerine Iml sodyum hidroksit eklenmistir. 10 ml %50 benzoil
klorid eklenmesinin ardindan tiipler 1 dakika boyunca karistirilmistir. 20 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon sonrasi tiipler tekrar 1 dakika boyunca karistirilmistir.
Orneklerin iizerine 1 ml 5 M sodyum kloriir eklendikten sonra, her tiipe 2 ml
dietileter eklenip vortekslenmistir. Asagida kalan tabaka yeni mikrofiij tiiplerine
alinmis ve daha sonra bu tabakanin {lizerine saf su eklenerek tiipler karistirilmistir.
Tipler daha sonra 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip, kloroform igceren kisim
yeni bir tlipe alinip evaporatér yardimi ile cam tiiplerde ucurma gercgeklestirilmistir.
Orneklerin iizerine 500 pl metil alkol eklenmis ve elde edilen PA ekstrakti -20°C’de
saklanmustir.

PA analizleri yliksek basingli sivi kromatografi cihazi ile gergeklestirilmistir.
Mobil faz olarak % 60°lik metanol kullanilmistir. Internal standart olarak

diaminooktan  kullanilmistir.  Kromatografiden ¢ikacak sonuglarin  analiz
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edilmesinden 6nce PA standartlar1 hazirlanarak cihazda okutulmustur. Hazirlanan PA
standartlar1 agagidaki sekildedir:

e 1 mM Putresin: 8 mg Putresin hidroklorid (50 ml saf su ile)

e 1mM Spermidin: 12,7 mg Spermidin hidroklorid (50 ml saf su ile)

e 1 mM Spermin: 17,4 mg Spermin tetrahidroklorid (50 ml saf su ile)

Her analiz oncelikle hazirlanan standart 6rnekler yiliklenerek baglanmistir. Buna
gore sirastyla Putresin 6. dakikada, spermidin 13. dakikada, spermin ise 23. dakikada
HPLC kolonundan ¢ikarak ultraviole 1s1k altinda goriniirliigii belirlenmistir. Analiz
edecegimiz orneklerin yiikleme hacmileri 50 ul olacak sekilde ayarlanmistir. Elde

edilen verilerin PA degerleri protein bazinda ifade edilmistir.

3.2.16. MCF-7 hiicrelerinde SSAT gen anlatiminin Plazmit Araciligi ile Arttirilmasi

3.2.16.A. SSAT geni iceren Plazmitlerin Cogaltilmasi

SSAT cDNA klonlanmis olan cmv-SSAT ve pop-SSAT plazmitleri CaCl, ile
kompetant hale getirilen E.coli DH5 bakteri suslarina transforme edilmistir. 25 ml
steril 2 YT siv1 besi yerine ekilmis olan E.coli DH5 susu 600 nm dalga boyunda OD
0.2-0.4 olana kadar 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Istenilen OD ulasinca
falkonlar 5000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilmis ve tst faz atilmigtir. Pellet
12.5 ml soguk 0.1 M MgCl; ile homojenize edildikten sonra 30 dakika buzda inkiibe
edilmistir. Ayn1 islem bir kere daha tekrar edilmis ve 5 000 rpm’de 5 dakika +4
°C’de santrifiij edilip, pellet 150 ul gliserol, 850 ul 0.1 M CaCl; karistm1 homojenize
edilerek -80°C’ye kaldirtlmustir.

3.2.16.B. Transformasyon

Kompetant hale getirilen E.coli DH5 hiicrelerine 100 ng cmv SSAT (2.6) ve
pop SSAT (2.6) plazmitleri 1s1 soku yontemi ile transforme edilmistir. 100’°er pl
kompetant E.coli DH5 100’er ng cmv SSAT (2.6) ve pop SSAT (2.6) plazmitleri
eklenmis ve 30 dakika buzda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben 42 °C’de 1
dakika tutulan suslar, 5 dakika buzda bekletilmistir. SOC besi yeri ile 37 °C’de
biiyiitillen plazmitleri alan bakteri suslari inkiibasyonu takiben 100’er pl olacak
sekilde amfisilin igeren L-Broth (LB) kat1 besi yerine ekilmis ve 37 °C’de bir gece

inkiibe edilmistir.
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3.2.16.C. SSAT geni iceren Plazmitlerin izolasyonu (Miniprep Kit)

LB kati besi yerinde ¢ogalan her bir koloni sivi besiyerine ekilmis ve 37
°C’de bir gece inkiibe edilmistir. S1v1 besiyerindeki bakteriler 15 dakika 6000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atilarak pelletin {izerine 250 ul Py, 250 pl P, ve 350 ul N3
soliisyonu eklenerek pellet iyice ¢oziindirilmistir. Cozilen pellet temiz
eppendorfflara alinmistir. 10 dakika +4°C’de 13000 rpm’de sanrifiij edilmistir. Ust
sivi kolonlara alinarak kapatilarak 1 dakika +4°C’de 13000 rpm’de sanrifiij
edilmistir. Ust s1v1 atilarak pelletin iizerine 500 pl PB eklenerek 1 dakika +4°C’de
13000 rpm’de sanrifiij edilir. Ust siv1 atilarak pelletin iizerine 750 ul PE eklenerek 1
dakika +4°C’de 13000 rpm’de sanrifiij edilmistir. Ust siv1 atilarak pelletin {izerine
50 ul EB eklenerek 5 dakika buzda bekletilir 1 dakika +4°C’de 13000 rpm’de

sanrifiij edilir ve {ist s1v1 temiz ependorfflara alinarak — 20°de saklanmastir.

3.2.16.D. MCF-7 hiicrelerine SSAT geni i¢eren Plazmitlerin Transfeksiyonu

6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Yapisan hiicrelere 500 ng (cmv+pop) SSAT geni 2/6 oraninda DMEM-
(FBS eklenmemis) medyada hazirlanarak 900 ul DMEM+ (FBS eklenmis) ile
uygulanarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda DENSpm (20 uM),
paklitaksel (30 nM) ve ikili ilag kombinasyonlari uygulanmistir.

3.2.17. istatiksel Analiz
Elde edilen veriler en az {i¢ deney tekrarinin ortalamasidir. Veriler Graph Pad
4.04 istatistik programui ile analiz edilmistir. Gruplarin karsilagtirilmasinda bagimsiz t

testi kullanilmis ve anlamli degisimler i¢in p degeri < 0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Meme Kanseri Hiicre Hatlar:

MCF (Michigan Cancer Foundation) 1973’te Herbest Soule ve arkadaslar
tarafindan kurulan kanser enstitiisiidiir. MCF-7 kanser hiicreleri ilk 1970 yilinda 69
yasindaki bir kazak kadindan alinarak izole edilmis olup, dstrojen pozitif hiicrelerdir.
Bu hiicrelerin boliinme siireleri 29 saattir ve 1s1k mikroskobu ile ¢ekilen morfolojik
goriintiileri agagida verilmistir. Ayrica asagidaki sekilde sagda verilmis olan hiicreler
ise tez siiresince kullanilan Bcl-2 plazmiti transfekte edilerek Bcl-2 gen anlatimi
arttirilan MCF-7 meme kanseri hiicreleridir (Sekil 20).

Sekil 20. MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ meme kanseri hiicrelerinin morfolojik yapisinin 11k
mikroskobunda gosterimi (Biiylitme: 20x).

4.2. DENSpm ve paklitakselin hiicre canhlig iizerine etkisinin MCF-7 wt ve

MCEF-7 Bcl-2 + hiicrelerinde gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ikili ila¢ uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ meme
kanseri hiicreleri iizerindeki etkisini gdsterebilmek amaciyla MTT testi ile hiicre
canlilig1 analizi yapilmistir. Her bir hiicre hatt1 i¢in farkli paklitaksel (20, 30, 40 nM)
dozlarina ve zamana bagl ilaglarin uygulamasi yapilmistir. Paklitakselin doza bagl
hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi hem MCF-7 wt hem de MCF-7 Bcl-2+ meme

kanseri hiicrelerinde MTT testine gore irdelenmistir. MTT testi sonucuna gore 30
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nM paklitaksel uygulamasimnin MCF-7 wt hiicrelerinde % 30 (P: 0,034), MCF-7 Bcl-
2+ hiicrelerinde ise % 22 (P: 0,038) hiicre canliligini diisiirdiigii belirlenmistir (Sekil
21A). 48 saat 30 nM paklitaksel uygulanmasi sonucunda; MCF-7 wt hiicrelerinde
hiicre canliligin1 % 38 diisiiriirken, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise hiicre canliligina
% 34 ket vurdugu belirlenmis ve MCF-7 Bcl-2 hiicrelerinde paklitaksel’e karst
direncin 48 saat uygulanma ile kirildig1 tespit edilmistir (Sekil 21B). Yaptigimiz
MTT deneyi analizine gére 30 nM paklitakselin meme kanseri her iki hiicre hatti

tizerinde de hiicre canliligini1 anlaml1 bir sekilde azalttig1 belirlenmistir.
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Sekil 21. Paklitaksel uygulamasinin hiicre canliligi iizerine etkisi. Paklitaksel (20, 30, 40 nM) A) 24
ve B) 48 saat boyunca uygulamasi. (* p<0,05,** p<0,001).

20 uM DENSpm 24 saat uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde hiicre
canliligin1 % 20 disiirtirken, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde bu etkinin % 10 oraninda
oldugu belirlenmistir (Sekil 22A). 20 uM DENSpm 48 saat uygulanmasi sonucunda;
MCF-7 wt hiicrelerinin hiicre canliligt % 22, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 15
oraninda azalttigi belirlenmistir. PA analogu olan DENSpm ile beraber 30 nM
paklitaksel uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisine bakildigi zaman ise
kombine ila¢ uygulamasinin 24 saat uygulama sonunda MCF-7 wt hiicrelerinde
hiicre canliligina % 60 oraninda ket vururken, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ilag

etkinligi %50 olarak belirlenmistir (Sekil 22A). 48 saat ikili ila¢ uygulamasi
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sonucunda MCF-7 wt hiicrelerinin hiicre canliligt % 43, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
% 45 oranda oldugu belirlenmistir. 48 saat ikili ila¢ uygulamasinin tek basina
DENSpm ve paklitaksel uygulamasina kiyasla her iki hiicre hattinda da hiicre
canliligint 24 saat ilaglarin uygulamasina oranla daha anlamli oranda azalttigi

belirlenmistir (Sekil 22B).
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Sekil 22. DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin hiicre canlilig iizerine etkisi. Paklitaksel (30 nM) ve
DENSpm (20 uM) A) 24 ve B) 48 saat boyunca uygulanmistir. (* p<0,05,** p<0,001) (K: Kontrol,
D: DENSpm, P: Paklitaksel, D+P: DENSpm + Paklitaksel)

4.3. DENSpm ve paklitakselin hiicre sag kalimu iizerine etkisinin gosterilmesi

MTT testi sonucunda secilen 20 uM DENSpm ve 30 nM paklitaksel doz
oranlarinin etkinliginin irdelenmesi amaci ile artan zaman (24, 48 ve 72 saat)
araliklarinda hiicrelere DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin hiicre sag kalimi
tizerindeki etkisi incelenmistir. Hiicreler tripan mavisi boyasi ile boyanarak canli
hiicreler ve 6lii hiicreler sayilmistir. 24 saat DENSpm’in uygulamasinin MCF-7 wt
hiicrelerinde ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore hiicre
bliylimelerini durdugu fakat 48 ve 72 saatte her iki hiicre hattinda da canli hiicre
sayist oraninin azaldigi belirlenmistir. 24, 48 ve 72 saat paklitaksel uygulamasinin
her iki hiicre hattinda da canli hiicre sayisini azalttigi belirlenmistir. Artan zaman
araliklarinda ilaclarin kombinasyonlarinin uygulamasinin her iki hiicre hattinda da

canlt hiicre sayisini azalttigi saptanmistir. Hiicre sag Kalim analizi sonuglarina gore
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MCF-7 Bcl-2+ hicrelerinin  DENSpm 24 saat uygulanmasinin hiicrelerin

biiyiimelerini durdurdugu gézlenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. DENSpm ve paklitaksel’in hiicre ¢ogalmasi tizerine etkisi. A) MCF-7 wt, B) MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerine DENSpm (20 puM) ve paklitaksel (30 nM) uygulanarak zamana bagl olarak inkiibe
edilmistir (24-96 saat). Her 24 saatte hiicreler tripsin ile kaldirilms, sayilmistir. (K: kontrol, D:
DENSpm, P: Paklitaksel, D+P: DENSpm + Paklitaksel)

4.4. DENSpm ve paklitakselin MCF-7 wt ve MCF7 Bcl-2+ hiicrelerindeki hiicre

oliimii iizerine etkisinin PI boyamasi ile gosterilmesi

DENSpm (20 uM), paklitaksel (30 nM) ve ilaglarin kombinasyonlarinin
uygulanmasinin meme kanseri hiicreleri tizerindeki hiicre canliliginin azaltmasi
etkisini gosterebilmek amaciyla 6lii hiicreleri boyayan P floresan boyas1 kullanilarak
DENSpm ve paklitaksel’in zamana bagli hiicre 6liimii lizerine etkisinin gosterilmesi
hedeflenmistir. 24 saat DENSpm uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine oranla 6lii hiicre sayisinin arttigi 48 saat
uygulamasinin ise daha fazla oliime hiicreleri gotirdiigii belirlenmistir. 24 saat
paklitaksel uygulanmasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine ve sadece DENSpm uygulamasina oranla 6lii hiicre sayisinin arttigi 48
saat uygulamasinin ise 24 saatten daha fazla hiicre 6limi ilizerinde etkili oldugu
goriilmiis ve bu etki 24 ve 48 saat paklitakselin DENSpm ile beraber uygulanmasinin
sadece paklitaksel ve DENSpm uygulanmasina gore daha fazla oranda hiicre

Olimiine neden oldugu PI boyamasi ile tespit edilmistir (Sekil24).
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Sekil 24. DENSpm ve Paklitakselin zamana bagl hiicre 6liimii iizerine etkisinin A) MCF-7 wt, B) MCF-7 Bcl-2 hiicrelerinde Propidium fodide (PI) boyamast ile gosterimi.
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4.5. Zamana bagh DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin hiicre dongiisii

iizerindeki etkisinin gosterilmesi

DENSpm ve paklitaksel uygulanmasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ meme
kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiindeki degisimleri gosterebilmek amaciyla subG1,
G1, S ve G2 fazlarindaki degisiklikleri hiicre akis sitometresi yontemi kullanilarak
irdelenmigtir. Hiicre akis sitometresi sonuglarina gore; sub G1 oraninin 24 saat
DENSpm uygulanmasi ile MCF-7 wt hiicrelerinde % 4,8, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde ise % 2,9 oldugu, paklitaksel uygulanmasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde %
49 ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde %3,6 oldugu belirlenmistir. Ikili ilag
uygulamasiyla MCF-7 wt hiicrelerde % 8,1 ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 4,0
oldugu belirlenmistir (Sekil 25A).

Hiicre dongiisiinde 6nemli rollere sahip olan p21 ve Rb proteininin
hiicrelerdeki anlatimi iizerindeki etkisinin irdelenmesi immiinoblotlama yontemi ile
yapilmistir. 24 saat DENSpm uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde p21 ve Rb
proteininin anlatim ifadesini arttirirken, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise p21 ve Rb
proteinlerinin anlatim ifadelerini azaltmakta oldugu gozlenmistir. 24 saat paklitaksel
uygulamasinin her iki hiicre hattinda da p21 ve Rb proteinlerinin anlatimlarini
arttirdi@i  goriilmuistiir. 24 saat ilaglarin kombinasyonlarinin uygulanmasiyla ise
MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde p21°in anlatimini azalttigi Rb proteininin
anlatimini ise MCF-7 wt huicrelerinde arttirirken, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kontrol

hiicrelere kiyasla anlatiminin azaldig: saptanmistir (Sekil 25B).

64



DENSpm (20 uM) - -+

Paklitaksel {30 nM) - : - - -
. § - Byt O 8
A- , ,’lv‘: . "' AN ‘ "'r‘- a 15.0% e 17.0% . '(‘ ) 10.0%
= \ fon Y 5w = de 1 L
~ CE e 2 ® -
5|1 1 ! !
I“‘ ‘ L bl s | ) ‘ : ¢4 4
- - v o o - by
> {L}A P oo faa > - 'uf = e 'u-: -
3 2 3 -3
& :
8 2 4 . 14 45% a7 s @ - . o
S B 3 ¥
§ 4 - ] ¥
= v - —vvv - Popay D
- e o o e ot e o ;e
LS naa
MCF-7 Bcl-2*
B. DENSpm (20 uM) - + - + r + = +
Paklitaksel (30 nM - - - + - - + +
1.1 1.2 1.1 08 3.7 36 1.9 20
08 1.3 1.1 22 39 20 10 23
1 .1 1.2 09 1 12 1.5 1.4

Sekil 25. DENSpm ve paklitakselin 24 saat uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerine ket vurucu etkisinin A) Hiicre akig sitometresi ve

B) Immiinoblotlama ydntemi ile gdsterilmesi.
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DENSpm’in 48 saat uygulanmasinin subG1 hiicre popiilasyonunu MCF-7 wt
hiicrelerinde % 2,9, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 3,2 oldugu, paklitaksel
uygulanmasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde % 11,0 ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde %
4,7’ye oldugu belirlenmis ve ikili ilag uygulamasiyla ise MCF-7 wt hiicrelerinde %
12,6, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 7,8 oldugu belirlenmistir (Sekil 25A). Tlaglarin
beraber kullanilmasi ile subG1 oranimnin her iki hiicre hattinda da zamana bagh
anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (Sekil 25-26A).

Hiicrelerdeki p21ve Rb proteininin anlatim oranlarin1 48 saat; DENSpm
uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde arttirirken MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
azaltmakta oldugu, paklitaksel uygulamast MCF-7 wt hiicrelerinde arttirirken MCF-7
Bcl-2+ azaltmakta oldugu ve ilaglarin kombinasyonlarinin uygulanmasiyla MCF-7 wt
hiicrelerinde arttirirken MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde azaltmakta oldugu belirlenmistir
(Sekil 26B).
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Sekil 26. DENSpm ve paklitakselin 48 saat uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde hiicre dongiisii lizerine ket vurucu etkisinin A) Hiicre akis sitometresi ve
B) immiinoblotlama yontemi ile gosterilmesi.
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4.6. DENSpm ve paklitaksel uygulamasinmn MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+

hiicrelerindeki DNA kiriklarinin olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ikili ilag kombinasyonlarinin MCF-7 wt ve MCF-7
Bcl-2+ meme kanseri hiicrelerinde apoptotik strese bagli DNA fragmentlerinin
olusumundaki etkiyi gosterebilmek amaciyla DAPI boyamasi yapilarak DNA
fragmentlerinin ilaglara gore degisimi belirlenmistir. DENSpm, paklitaksel
uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde DNA fragmentlerinin 48
saat uygulamasmin 24 saat uygulanmasindan daha fazla oldugu ve ikili ilag
uygulanmasinin her iki ilacin tek olarak uygulanmasindan daha etkili oldugu
belirlenmistir. 24 saat ikili ilag uygulamasi MCF-7 wt hiicreleri i¢cin DNA
fragmentlerine neden olmus olsada MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ancak 48 saat

uygulamada bu etki goriilmiistiir (Sekil 27).
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Sekil 27. DAPI boyamasi ile DENSpm ve paklitaksel’in zamana bagli DNA kondenzasyonu lizerine etkisinin gosterimi. A) MCF-7 wt B) MCF-7 Bcl-2+ (Biiyiitme: 20-40X).
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4.7. DENSpm ve paklitakselin zamana bagh uygulamasimin meme kanseri

hiicrelerindeki apoptotik 6liim iizerine etkisinin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve kombinasyonlar1 uygulamasinin meme kanseri
MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde meydana gelen apoptoz fazlarmin tespit
edilmesi i¢in hiicre akis sitometresinde Annexin/PI boyamasi yapilarak analiz
edilmistir. 24 saat DENSpm uygulanmasi ile MCF-7 wt hiicrelerinde erken apoptoz
oran1 % 2,7, MCF-7 Bcl-2+ % 2,7 oldugu, paklitaksel uygulamasiyla MCF-7 wt %
2,8, MCF-7 Bcl-2+’de % 1,6 oldugu ve ikili ila¢ uygulanmasinin MCF-7 wt
hiicrelerinde % 3,1, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 2,7 oldugu belirlenmistir
(Sekil 28A).

MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerindeki apoptotik oliim oranlarinin
hiicre akig sitometresindeki sonuclar1 teyyit edilmesi icin ELIZA yontemi
kullanilmistir. Hiicrelerdeki apoptotik 6liim orani, 24 saat; DENSpm uygulanmis
MCF-7 wt hiicrelerinde 2 kat, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 3 kat (P:0,0145) artmus,
paklitaksel uygulamasi ile MCF-7 wt 5 kat (P:<0,0001) ve MCF-7 Bcl-2+ 4 kat
arttig1 goriilmustir. Ikili ilag uygulamasinda ise MCF-7 wt hiicrelerinde apoptotik
Olim oranim1 10 kat arttirrken MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 5 kat (P:<0,0001)
arttirdigi belirlenmistir (Sekil 28 B).

Meme kanseri hiicrelerindeki apoptotik yolak tizerinde apoptotik bir belirteg
olan PARP proteininin anlatiminin ise immiinoblotlama yontemi ile irdelenmesi
hedeflenmistir. ila¢ uygulanmamis hiicrelere kiyasla ~ MCF-7 wt hiicrelerin
paklitaksel uygulanmasi ile PARP kirilimmna ve bu etki DENSpm ile beraber
paklitaksel uygulamasinda PARP kirilimi artmigtir fakat MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
MCF-7 wt hiicrelerine oranla PARP kirilimi agisindan daha az etki goriilmiistiir
(Sekil 28 C).
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Sekil 28. DENSpm ve paklitaksel’in 24 saat uygulamasinin apoptotic 6liim iizerine etkisinin gosterimi. A) Hiicre Akis Sitometresi, B) ELIZA testi, C) iImmiinoblotlama.
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Annexin/Pl boyamas: ile erken ve gec¢ apoptotik 6liim irdelenmesinde, 48
saat; DENSpm uygulanmasi ile erken apoptoz oraninin MCF-7 wt hiicrelerinde %
1,3, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 3,8 oldugu, paklitaksel uygulamasi ile MCF-7
wt hiicrelerinde % 1,0, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 2,8 oldugu ve ikili ilag
kombinasyonlar1 uygulanmasinda ise MCF-7 wt hiicrelerinde % 1,4, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde % 2,6 oldugu belirlenmistir (Sekil 29A).

Hiicrelerdeki apoptotik 6liim orani, 48 saat; DENSpm uygulamast MCF-7 wt
hiicrelerinde 5 kat, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 4,7 kat (P:<0,0013) arttigi,
paklitaksel uygulanmasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde 5,3 kat, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde 4,9 kat (P:<0,0012) arttirmis oldugu ve ikili ilag uygulanmasiyla ise
MCF-7 wt hiicrelerinde 17 kat, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 10 kat (P:<0,0001)
arttirmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 29B).

Hiicrelerdeki PARP proteininin anlatim ifadelerine baktigimizda ise, kontrol
grubu hiicrelerine oranla 48 saat; DENSpm uygulamasiyla her iki hiicre hattinda da
PARP kirilmalarinin arttigi paklitaksel uygulamasiyla DENSpm’in etkisinden daha
fazla PARP kirilmasina neden oldugu belirlenmistir. ikili ilag uygulanmasiyla ise
PARP kirtlmasinin yalniz DENSpm ve paklitaksel uygulamasindan daha fazla arttig1
belirlenmistir (Sekil 29C).

MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl2 + meme kanseri hiicrelerinde 24 ve 48 saat ikili
ilag uygulamasinin sadece DENSpm veya sadece paklitaksel uygulamasindan daha

fazla apototik 6liim lizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 28-29).
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Sekil 29. DENSpm ve paklitaksel 48 saat uygulamasinin apoptoz iizerine etkisinin gdsterimi. A) Hiicre Akig Sitometresi, B) ELIZA testi, C) Immiinoblotlama
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4.8. DENSpm ve paklitakselin zamana bagh meme kanseri hiicrelerindeki

mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkisinin gosterilmesi

DENSpm veya paklitaksel uygulanmasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+
meme Kkanseri hiicrelerinde DIOCg boyamasi yapilarak mitokondri membran
potansiyelinin  bozulmasina bagli olarak hiicre canliliginin irdelenmesi
hedeflenmistir. 24 saat; DENSpm uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde kontrol
hiicrelerine ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerine oranla daha fazla mitokondriyal membran
potansiyeli kaybinda artisa neden oldugu, paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine, DENSpm uygulanan ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerine
oranla daha fazla mitokondriyal membran potansiyeli kaybma neden oldugu
belirlenmistir. Ayni zaman igerisinde ilaclarin kombinasyonlart MCF-7 wt ve MCF-
7 Bcl-2+ hiicrelerinde kombine tedavinin kontrol gruplarina, sadece DENSpm ve
sadece paklitaksel uygulanan hiicrelere oranla mitokondri zar yapisinda daha fazla
bozulmalara neden oldugu belirlenmistir (Sekil 30A).

Ilaglarin uygulanmas: ile meydana gelen hiicrelerdeki mitokondri membran
potansiyelindeki degisiklikler floresandaki goriintiileri teyit etmek igin florometre
analizi sonuglarina baktigimizda ise, 24 saat; DENSpm uygulamasinin MCF-7 wt
hiicrelerinde %19, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde %15, paklitaksel uygulamasi ile
MCF-7 wt hiicrelerinde %29, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde %24 ve ilaglarin
kombinasyonunun uygulanmasi ile ise MCF-7 wt hiicrelerinde %36, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde %33 oranda mitokondri membrane potansiyeli kaybina neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 30B).

Uyguladigimiz ilaglarin apoptotik yolak tizerindeki 6énemli rollere sahip aktif
kaspaz-7 ve Apaf-1 proteinlerinin anlatimi1 {izerindeki etkisini irdelenmesi
hedeflenmistir. Hiicrelerdeki kontrol grubu hiicrelerine oranla 24 saat; DENSpm
uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ kaspaz-7 ve Apaf-1 proteinlerinin
anlatimmi arttirdigi, paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde kaspaz-7
proteininin anlatimim azaltirken, Apaf-1 proteininin anlatimini arttirdigi goriilmiis ve
MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kaspaz-7 ve Apaf-1 proteinlerinin anlatimim arttirdigi
saptanmistir. Ayni zamanda combine tedavinin uygulanmasi ile MCF-7 wt ve MCF-
7 Bcl-2+ hiicrelerinde kaspaz-7 ve Apaf-1 proteininin anlatimini anlamli bir sekilde
arttirdig1 belirlenmistir (Sekil 30C).

74



DENSpm (20 uM) . + ] 5
Paklitaksel (30 nM) ;

A.

|5

&

w

(8]

s

+

&

Q

m

&

['8

(8]

s

B. g [ e c.

4 ' 24 Saat MCF7 Bel2+ . ’ e
o DENSpm (20uM) -  + + - e —
< Paklitaksel (30nM) - -+ + L w o
80
— . Kespaz? A 2010
g - — “ 17 23 03 10 07 13
5
g3 B -aktin 45kDa

0 T T T 1 1,0 1,2 0,7 1 0,9 1,0 0.8

K D P D+P

Sekil 30. DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin 24 saatte zamana bagli mitokondriyal membran
potansiyeli ve Kaspaz 7 ile Apaf-1 anlatimlari iizerine etkisinin gosterilmesi. A) Floresan mikroskobu,
B) Florometrik analiz ve C) immiinoblotlama yontemi.

48 saat; DENSpm uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde ila¢ uygulanmamis
ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinden daha fazla mitokondriyal membran potansiyelinde
bozulma belirlenmis, paklitaksel uygulamasiyla ise MCF-7 wt hiicrelerinde,
DENSpm uygulanan ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerine oranla daha fazla mitokondriyal
membraninda bozulma oldugu, ikili ila¢ uygulanmasiyla ise her iki hiicre hattinda da
sadece DENSpm ve paklitaksel uygulamasindan daha fazla mitokondri membran
potansiyelindeki azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 31A).

48 saat; DENSpm uygulamasinin MCF-7 wt hiicrelerinde %39, MCF-7 Bcl-
2+ hiicrelerinde %36, paklitaksel uygulamasi ile MCF-7 wt hiicrelerinde %63, MCF-
7 Bcl-2+ hiicrelerinde %53 ve ilaglarin kombinasyonunun uygulanmasi ile ise MCF-
7 wt hiicrelerinde %87, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde %83 oranda mitokondri

membrane potansiyeli kaybina neden oldugu belirlenmistir (Sekil 31B).
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Apoptotik yolak tizerindeki proteinlerin anlatimlarida ilag uygulanmamis
hiicrelerdeki anlatim oranlarina gore kaspaz-7 ve Apaf-1 proteinlerinin anlatimlarinin
48 saat; DENSpm uygulamasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde kaspaz-7 ve Apaf-1
ifadelerinin arttirdigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kaspaz-7 ifadesini arttirirken
Apaf-1 ifadesini azalttig1 goriilmistiir. Paklitaksel uygulamasiyla ise her iki hiicre
hattinda kaspaz-7 ve Apaf-1 proteininin anlatimmi arttirdigr goriilmiistiir. Ayni
zaman diliminde ikili ilag uygulamasimin MCF-7 wt hiicrelerinde kaspaz-7 ve Apaf-1
proteinlerinin anlatimlarin1  arttirdigr, ~ MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kaspaz-7
proteininde arttirirken Apaf-1 proteinlerinin anlatimini azalttigi saptanmustir (Sekil
31C).

Uyguladigimiz her iki ilacin kombine tedavisinin zamana bagli olarak
mitokondri membran yapisin1 bozarak intrinsik apoptotik Oliimii uyardigi tespit
edilmistir (Sekil 30-31).
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Sekil 31. DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin 48 saatte zamana bagli mitokondriyal membran
potansiyeli ve Kaspaz 7 ile Apaf-1 anlatimlari iizerine etkisinin gosterilmesi. A) Floresan
mikroskobunda gdsterilmesi B) Florometrik analiz ve C) Immiinoblotlama yontemi.
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4.9. DENSpm ve paklitakselden kaynakh apoptotik oliimde Bcl-2 ailesi

iiyelerinin roliiniin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ilaglarin kombinasyonlarinin meme kanseri MCF-7
wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde Bcl-2 ailesindeki proteinlerin anlatimi tizerindeki
etkisini irdelemek amaciyla immunoblotlama yontemi kullanilmigtir. Pro-apoptotik
proteinler olan; Bid, Bad, Bax proteinlerinin anlatim ifadeleri incelenmistir.
Proteinlerin anlatim ifadelerinin her iki hiicre hattinda da DENSpm ve paklitaksel
uygulamasiyla Bid seviyesinin her iki zaman araliginda azaldigi Bax ifadesinin
artig1, Bad miktarinin ise 24 saatte azaldig1 48 saatte arttig1 belirlenmistir. Ilaclarin
kombinasyonlarinin uygulanmasiyla Bid proteininin anlatimi 24 saatte her iki hiicre
hattinda da azalirken 48 saat uygulamada MCF-7 wt hiicrelerinde azalttigi, MCF-7
Bcl-2+ hiicrelerinde arttigi, Bad proteininin anlatimini ise her iki hiicre hattinda 24
saatte azalirken 48 saat uygulamada arttig1 ve Bax proteininin anlatimi ise her iki

zaman araliginda artmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. DENSpm ve Paklitakselin 24 ve 48 saat uygulamasiin pro-apoptotik protein anlatimlart
iizerine etkisinin gosterimi.
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Anti-apoptotik proteinler olan; Bcl-xL, Bcl-2 ve Mcl-1 proteinlerinin anlatim
seviyeleri incelenmistir. DENSpm uygulamasinin 24 saatte MCF-7 wt hiicrelerinde
Bcl-xL ve Bcl-2 anlatiminin azaldigi goriilirken MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde arttigi
goriilmiis ve 48 saatte her iki hiicre hattinda da azaldigi belirlenmistir. Mcl-1
anlatimmin ise her iki zaman araliinda da azaldigi belirlenmistir. Paklitaksel
uygulamasinin Bcl-XL ve Mcl-1 anlatiminin her iki zaman araliginda azaldigi, Bel-2
anlattminin 24 saatte MCF-7 wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
azaldig1 ve 48 saatte her iki hiicre grubunda da azaldig1 belirlenmistir. ilaglarin
kombinasyonlarinin uygulanmasiyla Bcl-xL ve Mcl-1 anlatimlarinin her iki zaman
araliginda azaldigi, Bcl-2 anlatiminin 24 saatte MCF-7 wt hiicrelerinde azaldig
MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde arttig1 ve 48 saat uygulamada ise her iki hiicre grubunda

da azaldigi belirlenmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. DENSpm ve paklitakselin 24 ve 48 saat uygulamasinin anti-apoptotik protein anlatimlarinin
iizerine etkisinin gdsterimi.

7

(o]



4.10. DENSpm ile paklitaksel uygulamasinin otofajik vakuol olusumu iizerine

etkisinin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ilaglarin kombinasyonlarinin uygulamast meme
kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinin morfolojisinde meydana gelen
degisiklikler 151k mikroskobunda goriintiilenmisti. DENSpm ve paklitaksel
uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 24 saatte hiicrelerde vakuol
olusumunun arttign ve 48 saatte ise vakuollerin azaldigr goriilmiistiir. Ikili ilag
uygulamasinin her iki hiicre hattinda da 24 saatte hiicrelerdeki vakuol olusumunu
arttirdigi ve 48 saatte ise vakuollerin azaldigi goriilmiis ve hiicrelerin morfolojilerinin

tamamen bozuldugu belirlenmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. DENSpm ve paklitakselin 24 ve 48 saat boyunca uygulamasinin hiicrelerin morfolojisi tizerine etkisinin
151k mikroskobu ile gosterimi. A) MCF-7 wt, B) MCF-7 Bcl-2+ (Biiyiitme: 40x).
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4.11. DENSpm ve paklitaksel wuygulamas1 ile uyarilan asidik vakuol

olusumlarimin otofajik boyalar ile gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve kombinasyonlarinin uygulamasiyla meme kanseri
MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiirelerinde otofajik indikatorleri gosterebilmek amaci
ile AO, MDC ve Lysotracker kirmizisi ile boyanarak floresan mikroskobunda
goriintiilenmistir. Kullanilan bu boyalar hiicre i¢indeki lizozomlarin ve diger asidik
kisimlarinin igine girerek buralarda protonlanir. Protonlanmis olan boya birikintileri
floresan 1s1malarla turuncu ve kirmizi 1simalar verir asidik olmayan kisimlar ise yesil
isimalar meydana gelir bu sekilde asidik vakuoller belirlenir. DENSpm  ve
paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde kontrol 24
saatte hiicrelerdeki asidik vakuolin olusumunu arttirdigi ve 48 saatte ise vakuollerin
olusumunu engelledigi belirlenmistir. Ikili ilag uygulamasinin ise her iki hiicre
hattinda da sadece DENSpm ve sadece paklitaksel uygulanmasina oranla 24 saatte
hiicrelerdeki asidik vakuollerin arttirdigi, 48 saatteki uygulamanin vakuollerin

olusumunu engelledigi belirlenmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. DENSpm ve paklitakselin 24 ve 48 saat uygulamasinin lizozomlar gibi asidik vakuollerin
tizerine etkisinin Akridin Turuncusu (AO) boyamasi ile gosterimi. A) MCF-7 wt, B) MCF-7 Bcl-2+
(Biiyiitme: 20x-40x).

AO boyamasi ile elde edilen sonuglarindan sonra otofaji tespitinde belirteg
olarak gorev yapan MDC boyamast ile sonuglar tekrardan irdelenmistir. MDC
boyamasina gore MCF-7 wt hiicrelerde 24 saat ilag uygulamasinin otofajik vakuol
olusumu {izerinde etkinliginin az olmasi ile apoptotik oliimiin artig gosterdigi 48
saatlik zaman siireci sonunda apoptotik o6limden etkilenmeden kalan az sayida
hiicrelede dot varlig1 az da olsa belirlenmistir. Ancak MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
ilaglarin apoptotik etkisine diren¢ olusturan 24 saatte MDC ile boyanan dotlar
belirlenmistir. Bu dotlarin varlig1 apoptotik etkinin artig gosterdigi 48 saatte 24 saate

oranla azaldig: belirlenmistir (Sekil 36).
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Sekil 36. DENSpm ve paklitaksel’in 24 ve 48 saat uygulamasiin otofajik vakuoller iizerine etkisinin
MDC boyamasi ile gosterimi. A) MCF-7 wt B) MCF-7 Bcl-2+ hiicreleri goriintiilendi (Biyiitme: 20x-
40x).

AO ile MDC boyamasinda elde edilen sonuglardan sonra otofaji tespitinde
belirteg olarak gorev yapan bagka bir boya olan Lyso Traker kirmizi boyasi ile
sonuclar tekrardan irdelenmistir. Lyso Traker kirmizi boyamasina gére MCF-7 wt
hiicrelerde 24 saat ila¢ uygulamasinin asidik vakuol olusumu iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Ilaglarin 24 saat uygulanmasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+

hiicrelerinde apoptotik Oliime karst gelistirdigi otofajik vakuolllerin olusumu
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gozlenmis fakat ilaglarin inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikardiginda ilaglara karsi
gelistirilen direncin vakuol olusumunun azalmasi ile kirildigi belirlenmistir (Sekil

37).

DENSpm (20 uM) 5 + 5 +
Paklitaksel (30 nM) 2

24 saat

MCF-7 wt

48 saat

24 saat

MCF-7 Bcl-2*

48 saat

Sekil 37. DENSpm ve paklitaksel’in 24 ve 48 saat uygulamasinin asidik vakuollerin iizerine etkisinin
Lyso Traker kirmizi boyamasi ile gosterimi. A) MCF-7 wt B) MCF-7 Bcl-2+ hiicreleri goriintiillendi
(Biiyiiytme: 20x-40x).

4.12. DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin zamana bagh olarak otofajik yolak

iizerindeki etkisinin gosterilmesi

DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin zamana bagli olarak meme kanseri

hiicrelerinin otofajik vakuollerin AO, MDC ve Lyso Traker kirmizis1 boyamasi ile
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belirlenmesinin ardindan, otofajik yolakta gérev alan LC3, Atg3, Atg5, Atg7, Atgl2
ve Beclin-1 proteinlerinin anlatim seviyelerine bakilmistir.

24 saat; DENSpm uygulamasmim MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
LC3 ve p62 anlatiminin arttigi, Atgl2, Atg5 ve Beclin-1 anlatiminin azaldigi, Atg3
ve Atg7 anlatimiin ise MCF-7 wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
azaldig1 belirlenmistir. Paklitaksel uygulamasimmin LC3, Atg5 ve Atg7 anlatiminin
MCF-7 wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde azaldigi, Her iki hiicre
hattinda da Atgl2 ve Beclin-1 anlatiminin azaldigi Atg3 ve p62 anlatiminin ise
arttig1 belirlenmistir. Ilaglarin kombinasyonlarinin uygulamasiyla MCF-7 wt ve
MCEF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde LC3, Atg3 ve p62 anlatiminin arttigi, Atgl2 ve Beclin-1
proteininin anlatimimin azaldigi, Atg5 anlatimmin MCF-7 wt hiicrelerinde azaldigi
MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde arttigi, Atg7 anlatiminin ise MCF-7 wt hiicrelerinde
arttigit MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde azaldigi belirlenmistir (Sekil 38).

MCF-7 wt MCF-7 Bcl-2*
DENSpm (20 uM ) - + 2 + : + - +
Paklitaksel ( 30 nM - - + + S & + +
0,6 2,0 1.2 0,7 0,7 0,8 0,\6 Q,S
Atgd - A S —— 4012
04 08 10 09 17 12 20 19

55kDa

78kDa

56 kDa

60kDa

62kDa

B -aktin 45kDa

1

Sekil 38. DENSpm ve paklitakselin 24 saat uygulamasinin otofajik yolak protein anlatimlari tizerine
etkisinin gosterilmesi.

48 saat; DENSpm uygulamasmin LC3, Atg7, Atgl2 ve p62 anlatiminin
MCF-7 wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde azaldigi, Atg3
anlattminin MCF-7 wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde degismedigi,

Atg5 ve Beclin-1 anlatiminin ise her iki hiicre hatinda da azaldigi belirlenmistir.
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Paklitaksel uygulamasinin her iki hiicre hattinda da Atg5, Atg7, Beclin-1 ve p62
anlattiminin azaltti§i, Atgl2 anlatiminin arttig1 goriiliirken LC3 anlatimmin MCF-7
wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde azaldigi, Atg3 anlatimimin ise
MCF-7 wt hiicrelerinde azaldigi MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde arttigi belirlenmistir.
llaglarin kombinasyonlarinin uygulamasiyla ise her iki hiicre hattinda da LC3
anlatimmin arttig1, Beclin-1 ve p62 anlatiminin azaldigi, Atg3, Atg5 ve anlatiminin
iIsSeMCF-7 wt hiicrelerinde azaldigit MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde arttigi, Atg7 ve
Atgl2 proteininin anlattminit MCF-7 wt hiicrelerinde arttirrken MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde azalttig1 belirlenmistir (Sekil 39).

MCF-7 wt MCF-7 Bcl-2*

DENSpm (20 uM )
Paklitaksel ( 30nM)

0.1

Atg7

Sekil 39. DENSpm ve paklitakselin 48 saat uygulamasinin otofajik yolak protein anlatimlari {izerine
etkisinin gosterilmesi.
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4.13. DENSpm ve paklitaksel uygulamasimin ROS iizerindeki etkisinin DCFH-

DA boyamasi ile gosterilmesi

PA analogu olan DENSpm paklitakselin apoptotik etkisinin arttirilmasinda
PA katabolizmasinin aktivitesinin arttirilmasina bagli ROS olusumu ile iliskili
olabilecegi icin DCFH-DA boyasi ile floresan mikroskobunda goriintiilenmistir. 24
ve 48 saat; DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde ROS oranmnm arttign  goriilmiistiir. Ilaglarm kombinasyonunun
uygulanmasi ile her iki hiicre hattinda da sadece DENSpm ve sadece paklitaksel
uygulanmis hiicrelere oranla daha yiiksek miktarda ROS olusumunu arttirdigi
goriilmiistiir (Sekil 40).

DENSpm (20 uM) s
Paklitaksel (30 nM) .

+ < +
- + +

Sekil 40. DENSpm ve paklitakselin 24 ve 48 saat uygulamasinin ROS olusumu iizerine etkisinin
DCFH-DA boyamasi ile floresan mikroskobunda gosterilmesi.

MCF-7 wt

24 saat

MCF-7 Bcl-2*

MCF-7 wt

48 saat

MCF-7 Bcl-2*

Meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde DENSpm,

paklitaksel ve ilaglarin kombinasyonlarinin uygulanmasinin ROS iizerindeki
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etkisinin floresan mikroskobu goriintiilerinin  irdelenmesi i¢in hiicre akis
sitometresinde incelenmistir. MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 24 saat;
DENSpm uygulamasiyla ROS oraninin MCF-7 wt hiicrelerinde % 272, MCF-7 Bcl-
2+ hiicrelerinde ise % 187 oldugu, paklitaksel uygulamasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde
% 218, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise %109 oldugu, ilaglarin kombinasyonlarinin
uygulamasiyla ise MCF-7 wt hiicrelerine % 219, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 108
oldugu belirlenmistir. Hiicre igerisindeki H,O, miktarlarini karsilastirmak i¢in 500
uM H,0, 2 saat uygulanmasiyla MCF-7 wt hiicrelerine % 228, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde ise % 97 oldugu belirlenmistir (Sekil 41).

DENSpm (20 uM) - + . + .
Paklitaksel (30 nM) . - + + .
H,0, (500 uM) .
¥ i '
r 1100 218 1 219 228
5| — i 1= = \
| = AL L W e
g LA FL1A C
-+
(]
&
2 H . i
[ = o o
L<'5' 100 | 109
g |— — A ‘
Lva i i ‘
300 4 HMCF-7wt
B MCF-7 Bcl-2
250
200
150
100
50
0 -
DENSpm (20 uM) - + . +
Paklitaksel (30 nM) - - + + .
H,0, (500 uM) ) N . N R

Sekil 41. DENSpm ve paklitakselin 24 saat uygulamasinin ROS olusumu tizerine etkisinin DCFH-DA
boyamasi ile hiicre akis sitometresinde gosterilmesi.
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4.14. DENSpm ve paklitaksel uygulamasinmn MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+

hiicreleri poliamin havuzu iizerindeki etkisinin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ilaglarinin kombinasyonlarinin uygulanmasinin
meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicreleri PA havuzundaki putresin,
spermidin ve spermin etkisine bakmak i¢cin HPLC analizi yapilmistir. 24 saat;
DENSpm uygulamasiyla MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde putresin,
spermidin ve spermin miktarlarinin azaldigi, paklitaksel uygulamasiyla putresin,
spermidin ve spermin miktarlarmin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
azaldig1 tespit edilmistir. Ikili ilag uygulamasiyla ise her iki hiicre hattinda da
putresin, spermidin ve spermin miktarinin azaldigi belirlenmistir (Sekil 42A).

Meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerindeki PA biyosentezin
sonunda ODC enziminin ve PA Xkatabolizmasinda rol alan PAO ve SSAT
enzimlerinin anlatim diizeylerini belirleyebilmek i¢in immiinoblotlama yapilmistir.
24 saat; DENSpm, paklitaksel ve ilaglarin kombinasyonlarinin uygulanmasiyla her
iki hiicre hattinda da ODC anlatimmin azaldigi, PAO ve SSAT anlatiminin arttig
belirlenmistir (Sekil 42B).

A. B. MCF-7 wt
10 DENSpm(20uM) - + - +
MCF-7 wt Hput Paklitaksel (30 nM ) - - + +
9
c M spd oDe 55kDa
£E8 b Spm
E 3 18 14 08 0,9
£ 27 -
Eg S| Pao
3 gs b4 09 10 13 15
T SSAT
3
2 Y = -
B = B-akiin
1 - =
. _ _ =
DENSpm (20 uM) - + : +
Paklitaksel (30 nM) - - + +
MCF-7 Bel-2+
10 o Put
. MCF-7 Bcl-2+ H spd DENSpm (20 M) - + - +
- u Spm Paklitaksel (30 nM ) - - + +
5, 6
£ g 7 ope 25 22 oo
Ea i ¥ .
£
PE s % | pao 65kDa
= ©
2= 4 (7]
[ -
3 ™~
2 SSAT 20 kDa
1 07 28 30 35
0 .
DENSpm (20 pM) . p-aktin 45kDa
Paklitaksel (30 nM ) - - + + 1 09 08 12

Sekil 42. DENSpm ve paklitakselin 24 saat uygulamasinin hiicre i¢i PA lizerine etkisinin gdsterilmesi.
A) Ilaca bagli hiicre i¢i PA havuzunda meydana gelen degisiklik HPLC ile analiz edilmis, B) PA
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metabolizmasinda rol alan enzimleri anlatimindaki degisiklik ise immiinoblotlama ile irdelenmistir
(Put: Putresin, Spd: Spermidin, Spm: Spermin).

48 saat; DENSpm uygulamasiyla her iki hiicre hattinda da putresin, spermin
ve spermidin miktarinin azaldigi, paklitaksel uygulamas: ile MCF-7 wt ve MCF-7
Bcl-2+ hiicrelerinde putresin, spermidin ve spermin miktarinin azaldigi, ilaglarin
kombinasyonlarinin uygulamasiyla ise her iki hiicre hattinda da putresin, spermidin
ve spermin miktarinin azaldigi belirlenmistir (Sekil 43A).

48 saat; DENSpm, paklitaksel ve ilaglarin kombinasyonlarinin
uygulanmasiyla MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ODC anlatiminin
azaldigi, PAO ve SSAT anlatiminin arttig1 belirlenmistir (Sekil 43B).

A. B. MCF-7 wt
w0 MCEF-7 wt @rut  DENSpm(20uM) - +
9 W 5pd Paklitaksel ( 30 nM ) - - + +
ig® uspm DOC A — — | 55KkDa
TR 05 05 04 03
£y
£ e « | PAO 65kDa
i 8
e : 2 20kDa
2 =
) _ _ _
DENSpm (20 uM) - + - +
Paklitaksel (30 nM) - - + +
10 et DENSpm(20puM) - + - +
° MCF-7 Bcl-2 + 4 5pd Paklitaksel ( 30nM ) -
E .EB W Spm
£
i
iz -
g e «©
£z 3
:Zs 2
2
1
0

DENSpm(20puM) - -

Paklitaksel (30 nM) - - + +
Sekil 43. DENSpm ve paklitakselin 48 saat uygulamasinin hiicre i¢i PA iizerine etkisinin gosterilmesi.
A) Ilaca bagl hiicre i¢i PA havuzundaki degisiklik HPLC ile analiz edilmis, B) PA metabolizmasinda
rol alan enzimleri anlatimindaki degisiklik ise immiinoblotlama ile irdelenmistir (Put: Putresin, Spd:
Spermidin, Spm: Spermin).
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4.15. SSAT anlatimi plazmit araciligi ile arttirilan MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde DENSpm ve paklitakselin etkisinin irdelenmesi

DENSpm’in PA havuzunu azaltmasi ile paklitakselin apoptotic etkisini
arttirmasi nedeni ile DENSpm’in hedef aldig1 SSAT anlatiminin plazmit aracilifi ile
arttirtlmasi ile apoptotik 6limdeki degisik incelenecektir.

MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerine aktarilan cmv SSAT, pop SSAT ve
(cmv+pop) SSAT anlatim sonucuna gore (cmv+pop) SSAT plazmitlerinin beraber
uygulamasmin hiicre i¢i PA seviyesindeki azalmanin daha anlamli oldugu
diisiiniilerek hiicrelere (cmv+pop) SSAT secilmistir (Sekil 44 B).

Secilen plazmitlerin uygulanmasmin hiicre canliligi ilizerindeki etkisinin
irdelenmesi amaciyla MTT testi ile hiicre canliligi analizi yapilmistir. Her bir hiicre
hattina (pop+cmv) SSAT geni aktarildiktan sonra 24 saat % 5 CO, ve 37°C‘lik hiicre
biiyiitme etiivinde % 95 nem ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra;
plazmit aktarimini takiben hiicrelerdeki hiicre canliligt MCF-7 wt hiicrelerinde %
38, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 36 oldugu belirlenmistir. 24 saat DENSpm
uygulanmasinin hiicre canliligint MCF-7 wt hiicrelerinde % 60, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde % 77 oldugu belirlenmistir. Ancak SSAT plazmiti araciligi ile SSAT
anlatimi1 arttirtlan  hiicrelere  DENSpm uygulamasi yapildiginda MCF-7  wt
hiicrelerinde hiicre canliligi % 32, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 34 kadar
distiigli belirlenmistir. Hiicre canlihigi paklitaksel uygulanmasiyla MCF-7 wt
hiicrelerinde % 58, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 52 oldugu ve paklitakselle SSAT
geninin birlikte uygulanmast MCF-7 wt hiicrelerinde % 25, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde % 20 oldugu belirlenmistir. Hiicre canliliginin 24 saat ikili ilag
uygulamasinin ise MCF-7 wt hiicrelerinde % 50, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 49
oldugu, ikili ilag ile SSAT geninin birlikte uygulanmasiyla ise MCF-7 wt
hiicrelerinde % 22, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 18 oldugu belirlenmistir (Sekil
44A).

Bcl-2 yiiksek miktarda anlatimi olan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ilaca
diren¢ mekanizmasinin oldugu 24 saat ila¢ uygulamasinda otofajik yolak ile iliskili
olarak goriilse de SSAT geninin aktarilmasiyla bu direncin ortadan kalkacagi ve ilag

etkinligi lizerinde artirici etkisi ortaya konulmustur.
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8'3120
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.~ 45kDa
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Sekil 44. DENSpm ve paklitaksel ile birlikte SSAT plazmiti uygulamasinin A) MCF-7 wt ve MCF-7
Bcl-2+ hiicrelerinin canliligi izerine etkisinin gosterilmesi B) SSAT gen anlatiminin immunoblotlama
ile gosterilmesi.

4.16. SSAT anlatimmmin plazmit araciigiyla arttirilmasi1 ile DENSpm ve
paklitaksel uygulamasimn MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicreleri hiicre

oliimiiniin PI boyamasi ile gosterilmesi

Pl floresan boyasi kullanilarak DENSpm, paklitaksel ve kombinasyonlarinin
SSAT geni plazmit araciligi ile anlatimi arttiritlan meme kanseri hiicrelerine 24 saat
uygulanmasinin hiicre 6liimii izerine etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. DENSpm,
paklitaksel ve ilag kombinasyonlarinin uygulanmasinin hiicre dliimiinii indiikledigi
tekrardan gosterilmistir (Sekil 24). Ancak kullandigimiz ilaglarla birlikte SSAT geni
iceren plazmit uygulanmasinin sadece ilaglarin uygulanmasina gére MCF-7 wt ve
MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde 6lii hiicre oranini daha fazla oldugu gorilmistiir (Sekil
45).
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Sekil 45. DENSpm ve paklitakselin ve SSAT geninin MCF-7 wt ve MCF7 Bcl-2+ hiicrelerindeki hiicre 6liimil tizerindeki etkisinin PI boyamasi ile gosterilmesi.

92



4.17. SSAT anlatiminin plazmit araciligiyla arttirllmasi1 ile DENSpm ve
paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde apoptotik

hiicre 6liimii iizerine etkisinin Annexin/PI boyamasi ile gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ilaglarin kombinasyonlar1 ile SSAT geni igeren
plazmit aktarimi ile birlikte 24 saat uygulanmasinin meme kanseri MCF-7 wt ve
MCEF-7 Bcl-2+ hiicrelerindeki erken apoptozun hiicre akis sitometresi ile gosterilmesi
hedeflenmistir. Erken apoptoz oram1 24 saat SSAT geni iceren plazmit
uygulamasinda MCF-7 wt hiicrelerinde % 2,0, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 2,5
oldugu, DENSpm ile SSAT geni igeren plazmitin birlikte uygulanmasiyla MCF-7 wt
hiicrelerinde % 2,3, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 2,7 oldugu, paklitaksel ile
SSAT geni igeren plazmitin birlikte uygulanmasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde % 1,6,
MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 4,8, ilaglarin kombinasyonu ile SSAT geni aktarilan
MCF-7 hiicrelerinde % 5,2, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise % 2,7 oldugu
belirlenmistir (Sekil 46).
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Sekil 46. SSAT geni igeren plazmit aktarilan MCF-7 wt ve MCF7 Bcl-2+ hiicrelerindeki DENSpm ve paklitakselin apoptotik hiicre 6liimii iizerine etkisinin AnneXin/Pl
boyamasi ile hiicre akis sitometresinde gosterilmesi.
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4.18. SSAT anlatimmmin plazmit aracih@iyla arttirilmasi1 ile DENSpm ve
paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde hiicre

dongiisii iizerine etkisinin hiicre akis sitometresi ile gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ikili ila¢ kombinasyonlar1 ile SSAT geni igeren
plazmit uygulanmasiyla meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
hiicre dongiisiindeki degisimleri irdelemek ig¢in subGl, G1, S ve G2 fazlarindaki
degisiklikleri hiicre akis sitometresi ile belirlenmistir. SSAT geninin plazmit araciligi
ile anlatiminin arttirilmasi sonucu subG1 oraninin 24 saat uyggulanmasiyla MCF-7
wt hiicrelerinde % 6,7, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 2,7 oldugu, 48 saat
uygulanmasiyla ise MCF-7 wt hiicrelerinde % 4,1, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde %
1,7 oldugu belirlenmistir. SSAT anlatim1 arttirilmasini takiben 24 saat DENSpm
uygulanan MCF-7 wt hiicrelerinde % 9,4, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 3,8, 48
saatte MCF-7 wt hiicrelerinde % 5,2, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 6,4 oldugu
belirlenmistir. SSAT plazmit aktarilan hiicrelere Paklitaksel uygulanmasi 24 saatte
MCF-7 wt hiicrelerinde % 21,4, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 6,1 iken, 48 saatte
MCF-7 wt hiicrelerinde % 8,5, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 7,7 oldugu
goriilmiistiir. ilaglarin ikili kombinasyonlarmin SSAT geni anlatimi plazmit ile
arttirilan MCF-7 wt hiicrelerinde 24 saat ilag uygulamasi1 % 26,1, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde % 9,5 tespit edilmistir. Ilag uygulamasi 48 saate uzatildiginda ise MCF-
7 wt hiicrelerinde % 12,4, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde % 9,7 oldugu tespit edilmistir
(Sekil47).
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Sekil 47. SSAT geni igeren plazmit aktarilan MCF-7 wt ve MCF7 Bcl-2+ hiicrelerinde 48 saat DENSpm ve paklitakselinin apoptotik hiicre 6liimii {izerine etkisinin
Annexin/PI boyamasi ile hiicre akig sitometresinde gosterilmesi.
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4.19. SSAT anlatimmmin plazmit aracih@iyla arttirilmasi1 ile DENSpm ve
paklitaksel uygulamasinin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde apoptotik

belirtecler ve SSAT anlatim iizerindeki etKisinin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve SSAT ¢cDNA igeren plazmit uygulanmasiyla meme
kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerindeki apoptotik yolak iizerinde
bulunan proteinlerin etkisinin irdelenmesi amaciyla apoptotik belirtegler olan PARP
ve kaspaz 7, katabolik yolak geninin aktiflenmesi ile SSAT proteininin anlatimi
immiinoblotlama yontemi ile gosterilmistir. 24 saat; DENSpm, paklitaksel ve ikili
ila¢ kombinasyonlarinin uygulamasiyla PARP kesilmesinin arttigi, ilaglarla birlikte
SSAT geninin uygulanmasiyla ise daha fazla PARP kesilmesine neden oldugu ve
kaspaz-7 anlatimimin her iki hiicre hattinda da sadece ilaglarin uygulanmasiyla
azaldig fakat SSAT geni ile birlikte uygulamalar sonucunda MCF-7 wt hiicrelerinde
arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise azaldigi belirlenmistir. SSAT aktarilmasi ile
DENSpm beraber uygulanmasi SSAT anlatimini arttirdigi, fakat paklitaksel ile
DENSpm’in kombinasyonunun SSAT aktarilmig hiicrelere uygulamasiyla SSAT

anlatimmin azaldigi belirlenmistir (Sekil 48).

DENSpm (20 uM) - + - - - + - +

Paklitaksel (30 nM) - - + + - - + +
CMV+POP SSAT (1uM) - - - - + + + +

> —
E Kesilmis- PARP s e e = 116-89 kDa
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Sekil 48. DENSpm, paklitaksel ve SSAT plazmiti aktarilan MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerindeki apoptotik belirtecler ve SSAT anlatiminin ilizerindeki etkisinin immiinoblotlama ile
gosterilmesi.
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4.20. SSAT anlatiminin plazmit araciligiyla arttirllmasi1 ile DENSpm ve
paklitaksel uygulamasimin MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerindeki PA

seviyeleri iizerindeki etkisinin gosterilmesi

DENSpm, paklitaksel ve ilag kombinasyonlar1 ile SSAT geninin
uygulanmasiyla meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerin PA
havuzundaki putresin, spermidin ve spermin tizerindeki etkisinin irdelenmesi HPLC
yontemi ile yapilmistir. MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerine 24 saat SSAT
uygulanmasiyla MCF-7 wt hiicrelerinde putresin ve spermidinin azaldigi, sperminin
ise arttigi, MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde ise putresinin arttigi, spermidin ve sperminin
azaldig1 belirlenmistir. 24 saat; DENSpm ile SSAT uygulanmasiyla her iki hiicre
hattinda da putresin, spermin ve spermidinin azaldigi belirlenmistir. Paklitaksel ile
SSAT uygulanmasiyla MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde putresin, spermin
ve spermidinin azaldigi gorilliirken, ilaglarin  kombinasyonu ile SSAT
uygulanmasiyla putresinin  MCF-7 wt hiicrelerinde arttigi, MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde azaldigi, spermidin ve sperminin ise her iki hiicre hattinda da azaldig:
belirlenmistir (Sekil 49).

N
w

MCF-7 wt MCF-7 Bcl-2*

# Putresin
& Spermidin
« Spermin

N
=]

15

ey
o

W

Tota Pollamin konsantrasyonu (nM.mg-
1/Protein konsantrasyonu)

Ll ] me

DENSpm (20 uM)
Paklitaksel (30 nM) - - + + - -
CMV+POPSSAT (1 uM) + + + + + + + +

Sekil 49. DENSpm, Paklitaksel uygulamasinin SSAT plazmiti aktarilan MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerindeki PA havuzu iizerideki etkisinin HPLC analizi ile gosterilmesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kansere bagli oliimlerden sorumlu tiimdrler arasindaki en yaygin gozlenen
kanser global anlamda meme kanseridir. Meme kanseri genelde kadinlarda goriilen
ve her yil 1,1 milyondan fazla kadinda rastlanan ve yeni teshis edilen tiim kanserlerin
% 23’linii olusturan kanser tipi olarak bilinmektedir [2]. Teknolojinin gelismesi ile
erken teshis ve ilerleyen tedavi imkanlariyla hastalara miidahale edilse bile bazen bu
hastaliktan dolay1 insanlarin yasamlari sonlanmaktadir. Kanserden gergeklesen
Olimlerin ortadan kaldirilmas1 i¢in terapdtik tedavilerin  gelistirilmesinin;
karsinogenez, kanserli hiicre proliferasyonu ve tiimor gelisimi tizerinde 6nemli rol
oynadigi belirlenmistir. Meme kanseri hastalarinin % 50-70’inde Bcl-2’nunda iginde
bulundugu c¢esitli  protoonkogenlerin  anlatimlarinin  arttigi  bilinmektedir.
Protoonkogenlerin anlatimlarinin  artmas1 ile kemoterapiye direng gelistigi
bilinmektedir [113]. Kemoterapotik hedeflerin gelistirilmesinde 6nemli rollere sahip
ajanlardan biride PA’dir. Son yillarda kanser hiicrelerinin tedavisinde gesitli kanser
ilaglarmin PA ile iligkili pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir [113, 80, 81 ].

Kanser hiicrelerindeki normal hiicrelere gore artan metabolizmalari ile dikkat
ceken PA’in terapatik bir hedef olabilecekleri tizerinde durulmaktadir [80]. PA hiicre
biiylimesi, ¢cogalmasi ve farklilagsmasi gibi onemli olaylarda rol almaktadirlar [80].
Kanserli hiicrelerde saglikli hiicrelere oranla daha fazla miktarda PA igerdikleri, ve
PA biyosentez enzimi olan ODC anlatimininda fazla oldugu yapilan ¢aligmalarda
ortaya konmustur [81]. Son donemde yapilan ¢alismalarda cesitli ajanlar ile PA
katabolizmasiin tetiklenmesi ve hiicre i¢i PA seviyelerinin azaltilmas1 yoniindedir
[114]. PA katabolizmasi enzimlerinin tetiklenmesiyle hiicrede PA seviyelerinde
azalma meydana geldigi gibi, SSAT tarafindan asetillenen PA’in PAO ile
oksidasyonlar1 ya da Spm’nin SMO ile dogrudan oksidasyonu sirasinda H,O, gibi
toksik maddelerin agiga ¢ikmasi da tetiklenmektedir [115]. Aciga ¢ikan H,O, ve
aldehitlerin kanser hiicrelerinde apoptotik 6liimii tetikledigine iliskin bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir [114].
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PA katabolik enzimlerinin aktivasyonunu hedef alan ajanlar arasinda bir¢ok PA
analogu sentez edilmistir [82]. Bu analoglardan biri ve klinikte kullanilan1 olan
DENSpm olarak literatiirdeki pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir [83-85]. DENSpm
hiicrelerdeki hiicre i¢i PA miktarin1 azaltarak hiicre igindeki PA dengesinin
bozulmasina ve PA katabolizmasinda gorev alan SSAT enziminin anlatiminin arttigi
belirlenmistir [116]. SSAT 'nin platin tiirevli kemoterapatik ajanlardan oksaliplatin ve
sisplatin tarafindan DNA kiriklarin1 tetikleyen genlerden biri oldugu tespit edilmistir
[117].

Son yillarda PA hedef alinarak normal hiicrelere zarar vermeden kanserli
hiicreleri apoptotik Oliime gotiirmesi i¢in ajanlarin belirlenmesi ve molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yaptigimiz calismada
meme kanseri model hiicre hatt1 olan MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde, PA
analogu olan DENSpm ve Taksol grubundan paklitakselin zamana bagli olarak
otofajik ve apoptotik mekanizmasinin PA yolagi hedef alinarak anlasilmasi
hedeflenmistir.

DENSpm biyosentetik enzimlerin aktivitesini azaltarak hiicre igerisindeki PA
seviyesinin azalmasina neden oldugu ve katabolik yolak enzimi olan SSAT’nin
aktivitesini arttirarak hiicre hasar mekanizmalarim1 uyararak hiicre 6lim
mekanizmalar1 devreye girerek hiicreleri oliime gotiirdiigii bilinmektedir [116].
Paklitaksel ise; hiicrelerin mitoz bdliinmesi sirasinda ig ipliklerinin yikimini
engelledigi ve hiicre boliinmesini durdurdugu [6] bilgisinden yola ¢ikarak paklitaksel
hiicrelerin hiicre dongiisiinde G2 fazindan G1 fazina gecisini engelleyerek hiicreleri
apoptoza gotiirdiigii ve otofagozom olusumunu, lizozom olusumunu ve mikrotiibiil
organizasyonunu baskilayarak Beclin-1 iizerinden vesikiil olugumunu meydana
getirdigi belirlenmistir [105, 106]. Paklitaksel kanser tedavisinde kullanilan bir ilag
oldugundan kanser hiicreleri iizerindeki etkinligi bilinmektedir [4].

Kanserle ilgili yapilan ¢aligmalardan yola ¢ikarak meme kanseri hiicre hatlari
olan MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde DENSpm, paklitaksel ve
kombinasyonlarinin uygulanmasinin hiicrelerin 6liim mekanizmalarinin aragtirilmasi
yapilmigtir. MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ meme kanseri hiicrelerinde etkin olan
paklitaksel ve DENSpm dozunu belirleyebilmek i¢in hiicre canliligi analizi
yapilmustir. Her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginin %50 ve altina diisiiren

DENSpm ve paklitaksel doz oranlari belirlenmistir. Hiicrelerdeki etkin dozlar
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belirlendikten sonra kullanilan dozun hiicre sagkalimi {izerine etkisi irdelenmistir.
Hiicrelere paklitaksel, DENSpm ve paklitaksel ile ikili ilag kombinasyonlarinin 24
saat uygulamasinin hiicre canliligmm azalttigi ve ikili ila¢ uygulamasinin meme
kanseri hiicrelerinde 48 saatten itibaren sitotoksik bir etki yaratarak hiicre
¢ogalmasina ket vurdugu belirlenmistir (Sekil 21-22).

Hiicrelerdeki hiicre canliligini azaltan doz oranlarinin belirlenmesinden sonra
hiicrelerdeki 24 saat DENSpm ve paklitaksel uygulamasinin MCF-7 Bcl-2+
hiicrelerinde, DENSpm’in ise MCF-7 wt hiicrelerindeki biiyiimeyi durdurdugu
gdriilmiis ama ikili ilag uygulamasinda hiicre biiyiimeleri engellenmistir. ilaglarin 48
saat uygulamasinda ise hiicre biiylimelerinin durduruldugu goézlemlenmistir (Sekil
23). Bu durumun PA tiirevlerinden olan DENSpm daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
hiicre biiyiimesini azalttig1 tespit edilmistir [80].

Kullanilan ilaglarin hiicre biiylimesini engelledigi goriildiikten sonra hiicrelerin
hiicre dongiistindeki degisiklikler incelenmistir. Uyguladigimiz ilaglarin her iki hiicre
hattinda da subG1 oranim arttirdigi, hiicre dongiistindeki 6nemli rollere sahip olan
proteinlerden p21 anlatimm arttirarak siklin/cdk aktivitesini distirerek G1
evresinden S evresine gegisini engelledigi bilinmektedir [6]. Bu bilgi dogrultusunda
ilaclarin 24 saat uygulamasiin p21 anlatimini arttirdigi ve hiicrelerin G1 evresinde
durdugu belirlenmistir (Sekil 25-26). Bu bilginin hiicrelerin hiicre biiyiimesinin 24
saatte durdugu ilaglara direng gosterdigini desteklemektedir.

Sisplatin tarafindan SSAT’nin aktiflenerek DNA kiriklarim1 meydana getirdigi
belirlenmisti [117]. DENSpm ile paklitakselin kombinasyonlarinin uygulanmasiyla
DNA fragmentleri lizerindeki etkisine baktigimizda kullanilan ilaglarin her iki zaman
araligida da SSAT uyarilarak DNA kiriklaria sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil 27)
ayrica bu sonuglar PI boyamasi ile gosterilmistir.

Tedavi amacgli uygulanan ilaglarin hiicrelerde meydana getirdigi DNA’nin
kirilmasi ile hiicrelerde meydana gelen apoptotik 6liim mekanizmanin aktivasyonu
ile ilgili olup olmadigi incelenmistir. 24 ve 48 saatlerde ikili ilag uygulamasi ile
tetiklenen hiicre canliligi kaybmin apoptotik hiicre Oliimiinden kaynaklanip
kaynaklanmadigin1  belirleyebilmek ic¢in hiicrelerdeki mitokondri membran
yapisininda meydana gelen bozulma floresan mikroskobu ile belirlenmistir (Sekil 30-
31). Uygulanan ilaglarin 24 saat uygulamasinin mitokondri membrani iizerindeki

etkisinin florometre sonuglarinin t testi istatistiksel analizi ile anlamli olmadig
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yukarida bahsedilen diren¢ mekanizmasindan oldugu diisiiniilmektedir. Ilaclarin 48
saat uygulamasinin hiicrelerde meydana getirdigi mitokondri membranindaki
bozulmalarin arttigi belirlenmistir (Sekil 30-31A). Mitokondrinin  membran
yapisinda meydana gelen bozulma ile mitokondrinin ¢ift zar1 arasinda bulunan,
elektron transport zinciri {iyesi olan sitorom c’nin sitoplazmaya gecisini
saglamaktadir. Mitokondriyel yolagin aktive olmasi ile sitoplazmaya gecen sitokrom
¢, kaspaz aktivasyonunun tetiklenmesiyle [97] kaspaz-Apaf-1 ve sitokrom c
ticliistinden olusumundan hiicrelerin apoptotik 6liime yolagimi kullandigi kaspaz-
7’nin kesilmesi ve Apaf-1 anlatiminin artmasinda (Sekil 30-31C), DENSpm
kaspazlarin aktiflesmesinde etkili oldugu bilinmektedir [90]. Uygulanan ilaglar
hiicrelerdeki apoptotik 6liimii baslatici olan etkili kaspazlarin aktivasyonuna sebep
olarak kaspazlarin hedefi PARP’in kesimine neden oldugu gozlemlenmistir.
Uygulanan ilaglarin hiicrelerde meydana getirdigi apoptotik belirte¢ olan PARP’1n
kesilmesinin 48 saatte 24 saatten daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 28-29C).
Ilaglarin 24 saat uygulamasinin apoptotik liim iizerindeki etkiliinin az olmasinin
sebebi  hiicrelerde  gelistirilen ~ diren¢  mekanizmasindan  kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Hiicrelere uygulanan ilaglarin sitokrom-c salinimini arttirmasi ile kaspaz
kaskadmin olusmasinda rol oynadiklari belirlenmistir [98]. Ilaclarin uygulanmasiyla
hiicrelerin  mitokondri membranindaki bozulmalarm; Bax ve Bad proteininin
anlatimmin artmasiyla, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinler hiicrenin
yagsaminin devaminda goérevli [99] olduklarindan, Bcl-2/xL ve Mcl-1 proteininin
anlatiminin azalmasi ile sitokrom c’nin salinimini arttirdigr gortilmistiir (Sekil 32-
33).

Hicrelerin mitokondri membraninda meydana gelen bozulmadan dolay:
hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikleri belirlenmistir. Isik mikroskobu
goriintlileri  sonucunda ilaglarin 24 saat uygulanmasinin hiicrelerde vakuol
olusumuna neden oldugu 48 saatlik uygulamanin ise vakuol olusumunu yok ettigi
belirlenmistir (Sekil 34). Yukaridaki deneylerde ilaglarin 24 saat uygulanmasina
gosterdikleri direncin hiicrelerde meydana getirdigi otofajik vakuollerden
kaynaklandigr anlagilmistir. Otofaji  hiicre Oliimiine kars1 bir hayatta kalma
mekazimasi olarak apoptozun durdurulmasina ve oliimiin engellenmesine yol

acmakta oldugu bilinmektedir [105, 106].
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Otofajik vakuollerin belirlenmesinden sonra hiicrelerin otofagozom yapilarinin
goriintiilerinin hiicre igindeki otofagozom yapisinda gorevli olan Beclin-1, Atg, LC3
ve p62 proteinlerinin anlatimlarindaki degisiklikleri incelenmistir. Hiicrelerdeki anti-
apoptotik (Bcl-xL ve Mcl-1) anlatimlarinin azalmasi Bcl-2-Beclin-1 kompleksinin
ayrilmasina sebep olmaktadir. Beclin-1 anlatiminin azalmasi ile otofagozom zari
olugsmaya baglar olusan zarin uzamasi i¢in gorevli olan Atg5-12, LC3 ve P62
proteinlerinin ilaglarin uygulanmasi ile MCF-7 Bcl-2 hiicrelerinde anlatimlarinin
kombinasyonla birlikte artmasi ile otofagozom olusumu meydana gelmektedir [118].
Ilaclarin 48 saat uygulamas: ile vakuollerin yok olmasindaki sebep otofagozomlarin
iclerindeki Atg5-12, LC3 proteinleri ve p62°nin tasidigi proteinlerin lizozomlarla
yikilmasinin otofajik 6liimii gergeklestirdigi belirlenmistir [118] (Sekil 38-39).

Hiicrelerdeki besin yoklugunda otofajiye bagimli hiicrelerin ATP diizeyinin
siirdliriilmesi i¢in fosfotidilserinlerin hiicre zarmin dismna gecisini saglar ve
apoptozda goriilen hiicre zar1 tomurcuklanmasi i¢in ATP ihtiya¢ duyulmaktadir
[109]. Uyguladigimiz ilaglarin hiicrelerdeki mitokondrial yapinin bozulmasina neden
oldugu i¢in hiicrelerde enerji yoksunlugundan meydana gelen stres sonucunda acgiga
¢ikan ROS miktarini arttirmasi [115] ile hiicre igerisindeki PA seviyesinin diismesi
ile meydana gelen H,O, oranindaki artisin sebebinin arastirilmasi i¢in hiicrelerdeki
PA seviyesine bakilmistir. ilaglarinin kombinasyonunun 24 ve 48 saat uygulamasinin
hiicre igerisindeki PA miktarin1 azalttigi, PA biyosentezinde gorevli olan ODC’nin
ekspresyonunun azaldigi ve katabolik yolakta gbrevli olan PAO ve SSAT’nin ise
anlatimlarmin arttigi belirlenmistir (Sekil 42-43). Hiicre igerisindeki PA miktarinin
azaltilmast ile hiicre 6liimiiniin tetiklendigi belirlenmistir [116].

Hiicre igerisindeki PA seviyesinin diisiiriilmesi ile hiicrelerin o6liime gittigi
belirlendikten sonra hiicrelerdeki ilaglarin 24 saatlik uygulanmasina gosterdikleri
direncin ortadan kaldirilmasi i¢in hiicrelere katabolik yolag: aktiflestirmek icin SSAT
geni aktarilmigtir. SSAT geninin aktarilmas:t ile 24 saat ilaglarla beraber
uygulamasinin hiicrelerdeki hiicre canliligini azalttig1 gézlenmistir (Sekil 44). Hiicre
canliliginin azalmasinin 6l hiicreleri boyayan PI boyamasi ile 6lii hiicrelerin
oranlarinin artmasi ile oldugu belirlenmistir (Sekil 45). SSAT enzim anlatiminin
artmasiun hiicre 6liimii tizerinde etkili oldugu belirlendikten sonra hiicrelerin hiicre
dongiisiindeki subGl oraninin SSAT geninin uygulanmamis hiicrelerine oranla

arttigr belirlenmistir (Sekil 46). Apoptotik belirteg olan PARP ve kaspaz-7’nin
103



kesilmesinin sadece ilaglarin kullanimasina oranla daha fazla arttigi gorilmistiir
(Sekil 47). Hiicrelerdeki ROS miktarlarinin artmasi ile hiicrelerdeki PA miktarlarinin
MCF-7 wt hiicrelerinde ikili ilag uygulamasi ile SSAT geninin aktarilmasinin
spermin ve spermidin miktarlarinin azalarak putresine doniistirdiigi [72], MCF-7
Bcl-2+ hiicrelerinde ise putressin sentezinin engellenmesine neden oldugu
belirlenmistir [70].

Yaptigimiz ¢alismada paklitaksel ile DENSpm kombinasyonunun meme kanseri
MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde SSAT ve PAO ekspresyonunu tetikledigi
anlasilmigtir [116]. Hiicre i¢i PA katabolik yolak enzimleri olan SSAT ve PAO
ekspresyonunun artmasi ile PA katabolik yolunun aktiflesmesi ile hiicre i¢i PA
miktarin1 azaltarak hiicre proliferasyonunu engelledigi anlagilmistir [81]. Ayrica
SSAT, PA’den spermin ve spermidini asetilleyerek spermin oksidaz ve PA oksidaz
enzimleri i¢in substrat olusturmaktadir. Olusan reaksiyon sonucu hiicrelerde artan
hidrojen peroksidazin hiicrelerde hasar sinyalinin meydana gelmesini saglar bu
sinyallerin hiicrelerin ilaglara gdsterdigi direncin kirilmasi ile otofajik ve apoptotik
6liim mekanizmalarini uyardigi belirlenmistir [107].

Sonug olarak; SSAT geninin aktiflestirilmesi ile DENSpm, paklitaksel ve ikili
ilag kombinasyonlarinin meme kanseri MCF-7 wt ve MCF-7 Bcl-2+ hiicrelerinde
hiicre i¢i PA miktarin1 azaltarak hiicrelerdeki direncin kirilmasi ile apoptotik 6lim
mekanizmasint uyardigi belirlenmistir  [107]. Cikan sonuglar dogrultusunda
DENSpm gibi PA analoglarinin paklitaksel ile birlikte kanser tedavisinde
kullanilmasinin tedaviye verilen olumlu cevabin daha erken siirede gerceklesmesinin

miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir
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EKLER

Tablo 4. Kullanilan cihazlarin listesi

Ad1 Uriin Kodu Firma Ad1
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (20p1-200p1) EH46925 Thermo
Mikropipet (200u1-1000ul) T27274 Thermo
Otoklav 0OTO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi D56412 TKA-Pacific
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu 2041D Argelik
Buzdolab1 ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Gili¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator EN 025 Niive
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low  Temperature | New Brunswick Scientific

Freezer, U725 innova

Elektroforez Sistemi

165-8000

BioRad
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Elektroforez Transfer sistemi | 170-4155 BioRad
Tablo 5. Hiicre kiiltiirii donanimlari

Adi Uriin Kodu Firma Adi
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75 c©m’ hiicre biyiitme | 90076 TPP
kaplari
25 cm® hiicre Dbiiyiitme | 90026 TPP
kaplari
100 mm hiicre biyiitme | 93100 TPP
kaplar1
60 mm hiicre biiyiitme | 93060 TPP
kaplari
Steril pipetler (5 ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10 ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 99722 TPP
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
DMEM Besi yeri 004-01500 Pan Biotech
MCF-7 HTB-22 ATCC
Tablo 6. Kullanilan kimyasallarin listesi

Adi Uriin Kodu Firma Adi
1 kb Marker SM1163 Fermentas
2-merkaptoetanol S4805940517 Merck
6X ylikleme Tamponu R0631 Fermentas
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Agaroz A2114,1000 Applichem
Akrilamit / Bis-Akrilamit | A3699 Sigma-Aldrich
30% ¢ozelti

Amonyum Asetat 1,110115,1000 Merck
Amonyum persiilfat A3678 Sigma

Asetik Asit K37230062 Merck
Coomassie Blue Belirteci 500-0006 BioRad
DiOC6 Boya 2129966 Fluka

DMSO D5879 Sigma

EDTA A3452,1000 Sigma-Aldrich
Etanol A3452,1000 Sigma-Aldrich
Etidyum Bromiir 46067 Fluka

Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Glisin A1067 AppliChem
Hidrojen peroksit K39218400838 Merck
Izopropanol 24137 Rieel-de Haen
Laemli Tamponu S3401-1V Sigma
Luminol A8511 Sigma Aldrich
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT Soliisyonu M2003-1G Sigma

Page  Ruller  Prestained | SM0671 Fermentas
Protein Ladder

p-Koumaric Asit C9008 Sigma Aldrich
Phosphate buffered saline Pan Biotech
(PBS)

Propidium lodide A2261,0025 Applichem
Protein Izolasyonu Tamponu | K0301 Fermentas

Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen
SDS (Sodyum dedosil siilfat) | A3452,1000 Applichem
Si1gir Serum Albumin (PSA) | 500-0007 BioRad
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TEMED A1148,0100 Applichem
Tris Baz A2264,1000 Applichem
Tris-HCI A3452,1000 Applichem
Tween 20 S4927784 802 Merch
Yagsiz Siit Tozu Food club Amerika
Tablo 7. %12’lik SDS-PAGE Jel igerigi

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

Hiicre Oziitleme Tamponu (1 L)
10 mM Tris-HCI pH: 8.0

0.1 M EDTApH: 8.0

% 0.5 SDS

Distile su kullanilarak 1 litreye tamamlanir.

0.5M EDTA (pH 8) (1 L)

186.1 gr EDTA 700 ml distile su icerisinde ¢éziindiiriiliir.

10 M NaOH kullanilarak pH’s1 8’e ayarlanir.

Distile su kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanr.
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IMTris(pH9) (1L)
121 gr Tris baz 800 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriiliir.

HCI kullanilarak pH’s1 9’a ayarlanir.
Distile su kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanir.

Otoklav ile steril edilerek saklanir.

1M Tris(pH8) (1 L)
121 gr Tris baz 800 ml distile su icerisinde ¢ozdiirtliir.

HCI kullanilarak pH’s1 8’e ayarlanir.
Distile su kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanir.

Otoklav ile steril edilerek saklanir.

10 M Amonyum Asetat
770 gr Amonyum asetat 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir.

Distile su kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanir.
Filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanur.

50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Elektroforez Tamponu (1 L)
242 gr Tris baz

57.1 ml Glasiyal asetik asit

100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

242 gram Tris baz 600 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal

asetik asit eklenmelidir. EDTA en son eklenir ve hacim yine distile su

kullanilarak 1 litreye tamamlanir.

Poliakrilamit Jel Elektroforez Tamponu (1 L)

3.6 gr Tris baz

14,4 gr glisin
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800 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH’s1 8.6’ya ayarlanir.

Hacim distile su kullanarak 1 litreye tamamlanir.
1X PBS (Fosfat Tamponu)

8 gr NaCl

0.2 gr KCI

1.44 gr NaH2PO4

0.24 gr KH2PO4

800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve pH’s1 7.4’e ayarlanir. Distile su

kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanir. Otoklav ile steril edilerek saklanir.

%20 SDS (W/v) (100 ml)

20 gr SDS 80 ml distile su igerisinde gece boyu karistirarak ¢ozdiiriiliir.

Hacim yine distile su kullanilarak 100 ml’ye tamamlanur.
6X DNA Jel Yiikleme Tamponu

%30 gliserol

% 0.25 (w/v) Bromofenol mavisi

Hacim steril distile su ile 1 ml’ye ayarlandiktan sonra +4°C’de saklanir.
Oziitleme Tamponu

10 M Tris (pH 8)

0.5 M EDTA (pH 8)

0.5 % SDS

Hacmin ayarlanmasinda steril distile su kullanilmalidir.
% 10 APS (1ml)

100 mg Ammonium persulfate

1 ml distile su eklenerek -20’de saklanir.
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Coomassie Blue (500 ml )

% 0.2 gr coomassie blue
% 45 EtOH
% 10 Asetik asit
Ponceau Red (% 0,1 ) (100 ml)
0.1 gr Panceau Red
Distile su ile 100 ml’ tamamlanir.
ECL Soliisyonu
1.soliisyon:
9 ml distile su
1 ml 1M Tris-HCI pH: 8,5
45 ul Coumaric acid
100 pl Luminol
2.soliisyon
9 ml distile su
1 ml Tris-HCI pH: 8,5

7.5 ul H,0,

10x Running Tamponu (pH 8,3)(1L)
30.3 gr Tris-base

144 gr Glycine
800 ml distile su eklenerek ¢oziiliir
1gr SDS

pH ayarlanir distile su ile 1 litreye tamamlanir.

10x Transfer Tamponu (pH 8,3) (1 L)
30,3 gr Tris-base
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144 gr Glycine
800 ml distile su
pH ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlanir.
10x TBS (pH 7,6) (1L)
87,66 gr NaCl
12,11 gr Tris-HCI
800 ml distile su
pH ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlanir.
1X TBS Hazirlanisi
Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’e doniistiirtiiliir.

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

Yiiriitme tamponunun Hazirlamsi
30,3 gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000 ml distile su
icinde ¢oziinlir. Hazirlanan 10X yiiriitme tamponu hazirlanir. Jel yiirlitmesi

sirasinda kullanilmak icin 1X’e doniistiirtliir.

Transfer Tamponunun Hazirlanisi
200 ml 10X yiiriitme tamponunun {izerine 100 ml metanol konularak distile
su ile 1000ml’e tamamlanir.

Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi Tablo.4’te sunulmustur.

Hiicre 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 ig¢inde saklanabilir.
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