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OZET

Meme kanseri, kadinlarda kanser kaynakli liimler arasinda ikinci en sik goriilen
kanser tipidir. Pek ¢ok biiyiime faktorii (VEGF, HER2/neu, PDGF) ve hormonun
(PRL, BH) meme kanseri gelisiminde 6nemi gosterilmistir. Son dénemde postnatal
biiyiime iizerinde etkisi bilinen BH’nun ve reseptoriiniin (BHR) anlatiminin meme
kanseri biyopsi orneklerinde normal meme epitel hiicresine kiyasla yiiksek oldugu
gosterilmistir. Otokrin BH anlatim1 arttirilmis meme kanseri in vivo ve in vitro hiicre
modellerinde hiicre proliferasyonu, invazyon-metastazi indiikledigi gosterilmistir.
Ayrica otokrin BH anlatimi arttirilmis meme kanseri hiicrelerinde tamoxifen,
doxorubisin, curcumin gibi ilaglara direng mekanizmasina yol agtig1 ifade edilmistir.
Triptolid, Tripterygium wilfordii bitkisinden izole edilen anti-karsinojenik etkisi
meme, kolon, pankreas ve akciger kanserlerinde gosterilen ilagtir. Metformin, Galega
officinalis bitkisinden izole edilen anti-proliferatif etkisi meme, melanom, kolon,
pankreatik ve 16semi kanser tiplerinde gosterilen bitkisel bilesendir. Bu tez ile
amacimiz metformin ve triptolid beraber etkisinin otokrin BH anlatimi arttirilmis
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresine bagl
apoptotik etkisinin gosterilmesidir. Doza bagl triptolid uygulamasinin otokrin BH
sinyali arttirllmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde dogal tip hiicrelere
kiyasla diren¢ gosterdigi ancak metformin ile beraber triptolid uygulamasinin hiicre
canliligma sadece triptolid uygulamasina kiyasla daha etkin ket wvurdugu
belirlenmistir. Ayrica metformin ve triptolid beraber uygulamasinin sadece triptolid
uygulamasina kiyasla hiicre proliferasyonu, koloni olusumunu, yara kapanmasini
engelledigi gosterilmistir. Ayrica triptolid uygulamasimin BiP, PERK ve PDI gibi ER
stres anahtar molekiillerin anlatimini indiikledigi hem dogal tip hem de BH+ MDA-
MB-231 meme kanseri hiicrelerinde gosterilmistir. Ayrica metformin ve triptolid ikili
ila¢ uygulamasinin G1 fazinda hiicrelere ket vurdugu MDA-MB-231 BH+ meme
kanseri hiicrelerinde gosterilmistir. Sonug olarak triptolid ve metformin beraber
uygulamasinin otokrin BH anlatimina bagh ilag¢ diren¢ mekanizmasini kirarak MDA -

MB-231 gibi agresif hiicre hatlarinda da hiicre 6liimiinii tetikledigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Triptolid, Metformin, ER stresi, Meme kanseri, Biiyiime

Hormonu.
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SUMMARY

Breast cancer is the second common cancer deaths-related type in women. Several
growth factors (VEGF, HER2 / neu, PDGF) and hormone (PRL, GH) are important in
the development of breast cancer. Recently, expression of GH and its receptor (GHR),
known to have an impact on postnatal growth, and it’s higher in breast cancer biopsy
samples compared to normal breast epithelial cells. Expression of autocrine GH has
been shown to induce cell proliferation, invasion-metastasis in vivo and in vitro cell
models of breast cancer. In addition, the expression of autocrine GH causes resistance
to drugs such as tamoxifen, doxorubicin, curcumin in breast cancer cells. Triptolide is
an anti-carcinogenic drug isolated from the Tripterygium wilfordii plant, has great
potential against Breast, colon, pancreas and lung cancer. Metformin is a Galega
officinalis plant component isolated from plant whose anti-proliferative effects in
breast, melanoma, colon, pancreatic and leukemia cancer types. In this thesis, our aim
is show the effect of metformin and triptolide on apoptotic effect via endoplasmic
reticulum stress in MDA-MB-231 breast cancer cells with increased autocrine GH
expression. Dose-induced, MDA-MB-231 GH breast cancer was shown resistant to
triptolide comperd to the wild type cells. But triptolide with metformin can inhibited
cell viability more effectively than triptolide alone. In addition, wild-type and GH +
MDA-MB-231 breast cancer cells the triptolide induces expression of ER stress key
molecules such as BiP, PERK and PDI. In MDA-MB-231 GH+ breast cancer cells
triptolid and metformin as a co-treatment inhibits cells in the G1 phase. In conclusion,
it has been shown that triptolide and metformin co-administration triggers cell death
in aggressive cell lines such as autocrine MDA-MB-231 and breaking the drug

resistance.

Key words: Triptolide, Metformin, ER stresi, Breast cancer, Growth Hormone.
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BOLUM I

1.1. GIRIS

Kanser, viicuttaki farkli hiicrelerin herhangi birinin anormal ve kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasindan kaynakli bir hastaliktir. Kanser patolojisinde en 6nemli husus, iyi
huylu ve kétii huylu tiimérler arasindaki farktir [1]. Iyi huylu (benign) tiirleri
konulmandaki mikro ¢evreye yayilma 6zeligi yoktur. Ancak kotii huylu tiimorler, hem
uzak dokuyu invazyon hem de dolasim ya da lenfatik sistemler yoluyla viicutta
yayilma yetenegine (metastaz) sahip olmaktadir [2].

Meme Kkanseri, kanser kaynakli liimler arasinda kadinlar arasinda ikinci sirada
goriilen kanserdir. Meme kanseri risk faktorleri, degistirilemez ve degistirilebilen
faktdrlere ayrilmaktadir. Ileri yas, kadin cinsiyeti, 45 yasindan sonra menopoz, genetik
mutasyonlar ve aile 0ykiisii, meme kanseri ile iligkili olarak degistirilemeyen baslica
risk faktorleridir. Kontrol edilebilecek meme kanseri risk faktorleri arasinda hormon
replasman tedavisi, oral kontraseptifler, gebelik, emzirme ve yiiksek meme yogunlugu
bulunmaktadir. Meme kanseri gelisimi ile iligkili davranigsal ve yasam tarzi risk
faktorleri arasinda kotii beslenme, yani yiiksek yag, diisiik sebze ve meyve, diistik lif
ve basit karbonhidratlar; asir1 kilo ve obezite ve fiziksel aktivitenin azaltilmasi
sayilabilmektedir [3].

Meme kanseri genellikle 6strojen reseptorii (ER), (PR) veya HER?2 ifade diizeye gore
siniflandirilmaktadir. Anti-Ostrojen tedavileri, progesteron aromataz inhibitorleri,
Herceptin her siklikta meme kanseri tedavisinde kullanilir [4]. Ancak tedavilerin
basarisizi tekrarlanma riski nedeniyle gelistirmeye ihtiya¢ duyulur.

Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve daha yakin
zamanda hormonal tedavilere cevap olarak tiimoriin genel biiylimesini veya
gerilemesini belirlemede ¢ok dnemlidir [5].

Meme kanseri gelisiminde birgok biiyime faktdrii ve hormonu etkisi oldugu
bilinmektedir. Biiyiime faktorleri arasinda (VEGF) ve hormonlardan (6strojen) meme
kanserinin gelisimini tetikledigini in vitro ve in vivo gosterilmistir. Meme kanseri
hastalarin serumunda Biiylime Hormonu (GH) ile birlikte resept6érit GHR anlatiminda

artig gosterilmistir [6]. Laboratuvarimdaki otokrin GH anlatiminin MCF7, SKBR3 ve



T47D hiicrelerinin in vitro ve in vivo’da daha onceki ¢alismalara gore otokrin BH
tiimdr biiylimesini, hiicre proliferasyonu, metastazi ve ilaglara kars1 direng gosterdigini
goriilmiistiir [7]. Ayrica BH anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicreleri (MCF10)
invazyon ve metastazin indiiklendigi ispat edilmistir [8].

Triptolid (TPL), yeni antikanser etkileri olan dogal bir ilactir. Klinik dncesi ¢aligmalar,
TPL'nin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini, apoptozu indiikledigini,t Umor
metastazini inhibe ettigini kanser tiirlerinde gostermistir [9].

Metformin, recete edilen oral hipoglisemik yaygin ajanlardan biridir. Hipoglisemik
etkilerinden bagimsiz oldugu disiiniilen potansiyel antitiimorijenik etkilerinden
dolay1, yakin gegmiste arastirmalarin ilgisini ¢gekmistir. Metforminin in vitro ve in vivo
kanser biiylimesini baskilayabilmesi i¢in ¢esitli potansiyel mekanizmalari tetikledigini
bilinmektedir. Metforminin, molekiiler mekanizmasi1 LKB1 / AMPK yolunun inhibe
edilmesi ile hiicre dongiisii durmasinin ve / veya apoptozun kolon [10], meme kanser

hiicrelerinde gostermistir [4].

1.2. AMAC

Bu tezde, otokrin GH anlatimi kazandirilmis MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde triptolid uygulamasina kars1 dogal hiicrelere kiyasla ila¢ direncinin
metformin ile beraber GH bagli invasiz-metastatik, koloni olusumu tizerine ket vurucu
etkisinin gosterilmesi hedeflenmistir. Ayrica triptolid ile beraber metformin
uygulamasinin dogal tip ve GH+ MDA-MB-231 TNBC hiicrelerinde apoptotik hiicre
Olimii TUzerine etkisinin endoplazmik retiikulum stresi {izerinden etkisinin

modellenmesi amaglanmistir.



BOLUM II

2.1. KANSER

Kanser, kontrolsiiz bir sekilde boliinen ve anormal hiicrelerin toplugu olacak ifade
edilmistir [11]. Yaklasik 9 milyon yeni kanser vakasinin teshis edildigi ve diinyada her
yil 4,5 milyondan fazla insanin kanser kaynakli 6lecegi tahmin edilmektedir. Diinya
genelinde meme kanseri orani tiim kanser vakalarinin %10,4'linli olusturmaktadir [12]
(Sekil 1).

GLOBAL CANCER DATA 2018

Global cancer incidence

A

Europe 23.4% number

r—b of cases 4.230.000

?
4
The American 21.0%

Number of cases

3.792.000

o 4

Asia 48.4% number of cases 8.751.00

Sekil 1. Diinya capinda kanser tiirlerini kadin ve erkeklerde goriilme sikhdina
gore istatistiksel veri [13]

Bazi kanserler hizli bilylir ve yayilirken bazilar1 yavas biiylimektedir. Bu nedenle
Kanser tiirleri tedavilere de farkli sekilde yanit vermektedir. Bazi kanser tiirleri i¢in en
lyi tedavi cerrahi iken bazilar1 i¢in kemoterapi daha iyi yanit verebilmektedir.
Genellikle en iyi sonuclar1 alabilmek i¢in 2 veya daha fazla tedavi kullanilmaktadir.
[lk olarak bir doku veya organda gelisen kansere birincil kanser denmektedir [11]. Bir
tiimorii gevreleyen dokuya daha derin invazyon yapabilir ve kendi kan damarlarini
gelistirebilir. Bu siirecte kanserli hiicreler biiylir ve yeni bolgeye yayilmasi bir sekilde

uzak dokulara hareket ederek metastaz ederler [14].



2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanseridir. 2018 yilinda kadinlarda kansere
bagli 6liimlerin %15’ine kadar 627,000 kadin meme kanserinden 6liimler [15]. Meme
kanseri tipi, etkilenen spesifik hiicreler tarafindan belirlenmektedir. Hiicre orijinine
bagli olarak, meme kanserleri, karsinoma ve sarkoma olmak iizere ikiye
ayrilabilmektedir [16]. Karsinomalar, memenin epitelyal hiicre grubunda kéken olan
meme kanserleridir. Bunlar lobulleri ¢evreleyen hiicreler olup, siit salgisindan sorumlu
terminal kanallarindan olusmaktadir. Sarkomalar, memenin stromal bilesenlerinden
kaynaklanan, miyofibroblastlar ve kan damari hiicrelerini i¢eren ¢ok ender goriilen bir
meme kanseri tiirti olmaktadir. Gen ifadesi arastirmalari, kanser hiicrelerinde tedavi
edici hedeflerin yan1 sira teshiste farklilik gdsteren gesitli belirgin meme kanseri alt

tiplerini de tanimlamustir [17].

2.3. MEME KANSERI TIPLERI

Yeni nesil diizeltme teknikleri ile Luminal A Meme Kanseri, HER2 ile
Zengmlestirlmis Meme Kanseri, Luminal B meme kanseri, Uclii Negatif / Bazal
Benzeri Meme Kanseri ve Normal-Benzeri meme kanseri alt tipleri farklilagtiran igsel
faktorler daha iyi tammaktadir. Ornegin, dstrojen reseptorii ifadesi (liimen kiimesi),
insan epidermal biiylime faktorii ekspresyonu ile ilgili birkag gen hedefi terapotik
acidan bu alt tiplerde daha iyi tedavi saglanmaktadir [17- 18] (Tablol).



Tablo 1. Meme kanseri Tipleri

Meme Kanseri Tipleri

Tanim

Luminal A Meme Kanseri

Tiim meme kanserinin %30-40’1
olusturan bir alt tipidir. Bu alt tip ER
ve/veya PR+, HER2- ve diisiik Ki-67
sahip bir meme kanseri tliriidiir.

HER?2 ile Zenginlestirilmis Meme
Kanseri

Tim meme kanserlerinin %15- %25'ini
olusturan bir alt tipidir.

Luminal B Meme Kanseri

Tiim meme kanserlerinin <%20'sini
olusturan bir alt tipidir. Bu alt tip ER
ve/veya PR+, HER2+ ve diisiik Ki-67
sahip bir meme kanseri tlriidiir.

Uclii Negatif / Bazal Benzeri Meme
Kanseri

Tiim meme kanserinin yaklasik
%20’sini olusturan bir alt tipidir. Bu alt
tip ER-, PR-negatif ve HER2- olarak
tanimlamaktadir.




2.4. MEME KANSERI RiSK FAKTORLERI

Meme kanseri en 6nemli risk faktorlerinden biri cinsiyettir. Meme kanseri, kadinlarda
erkeklere gore yaklasik 100 kat daha fazla goriilmektedir. Meme kanseri igin

risklerinden biri de ailesel oykiistidiir [3].

Tablo 2. Meme kanseri faktorlerin oranlar: [19]

Risk Faktorii Goriilme Sikhgi (%)

Yas 4,6

Meme kanseri oykiisii 27,1
Yagli diyet 32,7
30 yasindan sonra ilk ¢ocuk 51

55 yasindan sonra menstruasyon 16,7
12 y1l 6ncesine mensup 12,8
Oral kontraseptif orani 39,6
Alkol alimi1 15

Meme kanserinin 6nceki tedavisi 27,1
Yaris 11,9
Sigsmanlik 16,4

2.5. MEME KANSERININ GENETIK TEMELLERI

Ailesel meme kanseri genetik kaynakli temeli olarak sayilmaktadir. Meme kanseri,
genlerde mutasyonlarin varligi veya gen farkli ifadeleri ile iligkilidir. Bunlarin arasinda
hiicre boliinmesi ve 6liimii, kansere neden oldugu bilinen birka¢c gen Onem arz
etmektedir [20]. Son yillarda meme kanserinden dolay1 6liim orani sabit bir artig
gostermektedir.1994 ve 1995 yilinda meme ve yumurtalik kanseri ile BRCA1 ve
BRCA2 genleri arasindaki iliskinin ortaya ¢ikmistir. BRCAL1 ve BRCA2 genleri,
tiimor baskilayici olarak bilinmektedir [21]. BRCA1'deki mutasyonlara bagl tiimorler
bazal benzeri fenotip olma egilimindedir, histolojik dereceleri yiiksektir ve genellikle
ticlii olarak adlandirilan ER, PR veya HER2 bunun i¢in ii¢lii negatif meme tlimorii
denmektedir [22].

Kanserin heterojen dogasi, siirekli klonal genisleme ve mutasyona ugramis hiicrelerin
kontrolsiiz bliyiimesi, kan ve lenfatik damarlarin intravasasyonu ve ekstravazasyonu,
uzak organlara yayilma ve en son metastaz ile karakterizedir. Timor mikro ortaminda

hiicrelere, anjiyogenez islemi ile sizdiran vaskiilatiirlii diizensiz kan damarlarinin



olugmasi yoluyla besinler verilmektedir. Hiicre zarlarinda veya sitoplazmada
anlatimmda (GFR'ler), hiicre biiylimesi, hayatta kalma, anjiyogenez ve metastaz
tizerinde derin rollere sahip olmaktadir. GFR'lerin ¢ogalmasi, klasik kemoterapilere ve
hedeflenen molekiillere kars1 dogal ve kazanilmis diren¢ olusturmaktadir. Artan
biiylime sinyalleri, programlanmis hiicre 6liimii apoptozunu inhibe etmek i¢in 6lim

sinyalleriyle iletisim igindedirler [23].

2.5.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ailesi, hiicre yiizeyinde anlatimi olan ve
tirozin kinaz aktiviteleri sergileyen dort proteini kapsamaktadir. EGFR, diger tiim
RTK gibi foksiyonal yapidan olugsmaktadir: ligand baglanma yeri olan hiicre dis1 bir
alan, bir transmembran alan1 ve kinaz aktivitesine sahip olan bir hiicre i¢i alan
olmaktadir [24]. Ligand baglanmasi iizerine, reseptorler homo veya hetero-dimerler
olusturur, aktivasyonu tesvik eder, proliferasyon, hayatta kalma, gé¢ ve farklilasma
icin sinyalleri iletir ve bodylece kanser ilerlemesinde biiyiik rol oynamaktadir.
EGFR'nin asir1 anlatimi ve veya gen amplifikasyonu, ¢esitli dokulara malignite
kazandirmaktadir. Ayrica yapisal olarak EGFR'nin aktif mutantlari, siklikla kot
prognozlarla iligkili olduklar1 ¢esitli kanserlerde bulunmaktadir [25].

2.5.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorii

IGF-1, tek zincirli bir polipeptit ve dort domainden olusmaktadir [26]. Insan
gelisiminde IGF-1, IGF baglayici proteinleri (IGFBP'ler) ve IGF-1 reseptoriinii (IGF-
IR) igeren Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1 (IGF-1) sistemi &nemli bir rol
oynamaktadir [27]. IGF-1’in {izerine yapilan arastirmalara gére meme kanseri dahil
olmak iizere kanserin gelisimine neden olmaktadir [28]. Her insan dokusunda IGF-1
ifade edilmektedir. Bununla birlikte hem malign dokusunda hem de normal meme
bezinde nadir olarak epital hiicreleri tarafindan ifade edebilmektedir [29]. IGF-1
Dogumdan sonra IGF-1’in seviyesi yiiksek olurken ileri yaslarda GH seviyesinde
diisiik olunca buna bir yanit olarak IGF-1in seviyesinde sabit bir diisiis goriillmektedir
[30]. Meme kanserinde ve melanomda IGF1R geninin ¢cogaldig1 ve pediatrik kanserde
IGFIR geninin asir1 ekspresyonu oldugu bildirilmektedir [31]. IGF1R, Timor

biiyiimesini baskilar, invazyonu tetikler ve anjiyogenezi bloke etmektedir. IGF2R



lokusunda mutasyonlar akciger hiicrelerinde gdzlenmis ve ¢esitli popiilasyonlarda

hepatoseliiler karsinomda erken bir olay olarak tanimlanmaktadir [32].

2.5.3. Tiimér Biiyiime Faktorii-Beta Reseptorii

Biiytime faktorii-beta reseptorii (TGF-BR) ailesi, gesitli hiicre tiplerinde eksprese
edilen ve TGF-I ligand baglanmasi tizerine iletilen sinyallerle farkli hiicresel gorevleri
diizenleyen ti¢ membran reseptorii (TRI, TRII ve TRIIIl) igermektedir [31]. 2014’
yilinda arastirmalara goére TGF-B, NF-xB/MMP2 yolunu aktif ederek metastazi
indiikleyebildigini goriilmiistiir [34].

2.5.4. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Reseptorii

Kemik olusumu, hematopoez ve yara ilesilmesi gibi normal fizyolojik
fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. VEGF, endotelyal hiicrelerde ve birkag
ek hiicre tipinde eksprese edilen {i¢ membran reseptorinden (VEGFR1-3)
olusmaktadir. VEGFR'ler, ekstra sitoplan alanda yedi immiinoglobulin (Ig) benzeri
domain ve hiicre intra sitoplanmik kisimlar iki tirozin kinaz baglanma bolgesi iceren
bir proteindir [35]. VEGFR-1 ve-2'nin homodimerlerini veya heterodimerlerini
olusturmak ve VEGFR-1 ve-2'min homodimerlerini olusturmak iizere VEGF
izoformunun (VEGFA-D) ligandlar1 ve plasenta biiyiime faktorlerini (PIGF1 ve 2)
disiilde bagli homodimerine baglanmaktadir. VEGFR tarafindan iletilen sinyaller bu
reseptorler arasinda farkli olmaktadir 6rnegin, VEGFR2 (ayrica KDR /-k-1 olarak da
bilinir), mitojenle aktive olan protein kinazlar1 (MAPK) bagimli hiicre ¢ogalmasini
indiiklerken, VEGFR1 (flit-1) hiicre biiyltimesini indiiklememektedir. Ayrica,
VEGFRI'in VEGEF ile aktivasyonu, VEGFR2 aktivasyonu ile de tetiklenen bir cevap
olan hiicre gdciinii uyarmaktadir. Bu VEGF-VEGEFR etkilesimleri, vaskiilojenez ve
anjiyojenezdeki kilit rolleri ile iyi bilinmistir. Lenfatik damarlarda ifade edilen
VEGFR3 (Flt-4), VEGF-C ve VEGF-D ile etkilesime girer ve lenfanjiyogensisi tesvik
ettigi diisiiniilmektedir. VEGFR'lerin tiimor mikro ¢evresinde kan ve lenf damari
olusumundan sorumlu oldugu ve dolayisiyla tiimor biiylimesini ve ilerlemesini
destekledigi diigiiniilmektedir. VEGFR geninin yiiksek ekspresyonu bir¢ok farkli
malignitede gézlemlenmistir. Bunnla bagli olarak, VEGFR2 ve VEGFR3 genlerindeki
somatik mutasyonlar en sik goriilen bebek malignitesi Juvenil Hemanjiyomda tespit

edilmektedir [36].



2.5.5. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii Reseptorii

Trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptoriic (PDGFR) ailesi, iki farkli gen
tarafindan kodlanan ve farkli hiicre tiplerinin membraninda eksprese edilen iki
reseptor (PDGFR-o ve-P) igermektedir. Bu tek zincirli reseptor proteinleri, bes Ig
benzeri hiicre disi alanlara ve bir tirozin kinaz alanina sahiptir. Reseptorlerin
dimerlestirilmesi, PDGF (A-D) ligandlarinin homo / heterodimerlerine baglanarak
meydana gelir, reseptorlerdeki konformasyonel degisikliklere yol agar, bunlar1 trans-
fosforile etmeleri ve asag1 dogru proteinleri uyarmalari i¢in harekete gecirmektedir.
Bu, sinyalleri genellikle MAPK ve PI3K yollar1 yoluyla alici hiicrelere iletir ve
bdylece hiicre ¢cogalmasini, farklilasmasini, biiytimesini, gociinii ve hayatta kalmasini
diizetmektedir. Anjiyogeneze rolleri kaynakli tiimor biiyiimesini indiiklemektedir.
PDGFR genlerinde asir1 ekspresyon ve mutasyonlar, gesitli kanserlerle iligkilidir [37].
PDGFRa ve PDGFRJ genlerinin amplikasyonu ve / veya asir1 ekspresyonu nedeniyle

asirt PDGFR ekspresyonu, insan glioblastoma multiforme'sinde bildirilmistir [38].

2.5.6. Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii

Fibroblast biiytime faktorii reseptorii (FGFR) ailesi, FGFR mRNA'nin ayirict
eklenmesi nedeniyle degismis ligand spesifik sehirlerine sahip olan dort yakindan
iligkili transmembran proteininden (FGFR1-4) ve bunlarin farkli izo formlarindan
olusmaktadir. Bu tek zincirli reseptorler, ligand baglama kapasitesine sahip ii¢
immiinoglobulin tekrarli bir hiicre dis1 alani, bir transmembran alan1 ve karboksi
terminalinde kinaz aktivitesine sahip bir hiicre i¢i alani i¢cermektedir. Farkli FGF
reseptorlerine baglanabilen 18 degisik FGF ligand vardir. Baglandiktan onra,
FGFR'nin dimerizasyonu otomatik fosforilasyona ve kinaz aktivasyonunu izin
vermektedir [39]. Fosforile edilmis FGFR'ler sirayla bir dizi proteini fosforile eder ve
/ veya bir¢ok efektor icin molekiiler yerlestirme bolgesi olarak gorev goriir, boylece
hiicre ¢ogalmasi, biiyiimesi, farklilagsmasi, gocii, vaskiiler onarimi, yara iyilesmesi ve
hiicre sag kalimi dahil baglama bagli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemektedir. FGF-
FGFR etkilesimleri, sirasiyla asagi mitojenik bilylime sinyalleri (MAPK) ve anti-
apoptotik PI3K/AKT sinyallerinin sirasiyla kontrolsiiz biliyiimesine ve hiicre
Oliimiiniin inhibisyonuna yol agtig1 sekilde, tiimorijenezinde énemli rollere sahiptir.

FGFR'lerin asagisindaki PLC/PKC yolunun ayrica hiicre biiylimesini desteklemek



tizere MAPK yoluna yakinlastig1 bulunmustur. Bu reseptorlerin hem parakrin hem de
otokrin olarak etki edip modalarinda anjiyogenezde onemli rol oynadiklari ispat
edilmistir. FGFR ekspresyonu, tiimor hiicrelerinin bir¢ok ilaca, ozellikle de genis
capraz konusmalarindan dolay1 diger biiyliime faktorii reseptorlerini (EGFR, PDGFR
ve VEGFR) hedefleyen inhibitorlere diren¢ kazanmasina neden olmaktadir. FGFR
genlerinde reseptdrlerin aktif aktivasyonuna / yukari regiilasyonuna yol acan genlesme
ve mutasyonlar, meme, yumurtalik, mide ve akciger kanserleri dahil olmak tizere farkl

tip malignitelerde bulunmustur [40].

2.6. PROLAKTIN VE PROLAKTIN RESEPTORU

Prolaktin (PRL), siit proteini liretiminde rol alan hipofiz hormonu olarak tanimlanmis
ve meme bezinin gelisimi i¢in 6nemli goérevi oldugu bilinmektedir [41]. Ayrica
PRL'nin meme epitel hiicreleri ve in vitro meme kanseri hiicreleri tizerindeki dogrudan
uyarici roliinlin kesin kanitlart bulunmustur [42]. Meme kanseri hastalarinin bazi alt
poplilasyonlarinda ve ailesel meme kanseri gelisme riski olan kadinlarda serum PRL
konsantrasyonlarinda onemli artis gosteren bazi epidemiyolojik aragtirmalar da
mevcuttur [43].

Hipofiz bezi, meme bezinin normal gelisimi i¢in 6nemli oldugu bilinen (Seks
steroidleri, PRL ve GH) gibi bir¢ok hormonun salgilanmasini kontrol etmektedir. PRL,
GH ve plasental ile ayn1 gen ailesine aittir. PRL reseptorii ve GH reseptorii (GHR),
sitokin reseptor siiper ailesinin iiyeleridir [6]. Iki reseptér molekiiliiniin ligand
baglanma dimerizasyonunu takiben Janus ailesindeki tirozin kinazlarin aktif hale
getirilmesi, STAT ailesinin fosforilasyonu ve MAPK sinyalleme yolunda yer alan
proteinlerdir [44].

Bazi klinik gozlemleri ve deneysel ¢alismalarinda, GH da dahil olmak {izere hipofiz
hormonlarinin insan meme kanserinin gelisiminde rol oynadigimi gosterdigini
belirlenmistir. GHR ekspresyonunu degerlendirmek iizere transkripsiyon Rrt-PCR,
immiinohistokimya ve immiinoblotlama teknikleri kullanilarak 48 insan meme

karsinomunda GH ve GHR anlatimini gosterilmistir [41].
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2.7. BUYUME HORMONU (GH)

GH, on hipofiz bezinden 191 amino asitten uzunlugunda peptit sentezlenen ve

postnental biiyiimeyi indiikleyen bir hormondur [45] (Sekil2).
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Sekil 2. Biiyiime hormonu amino asit dizisi [46]

BH, protein sentezinin uyarilmasi ve amino asitlerin hiicresel alimini igeren 6nemli
metabolik etkilere sahiptir [47] (Sekil 3). 1950 yillarda BH, biiyiime yetersizligi (BHE)

olanlari tedavi olarak kullanilmaktadir [48].

Sekil 3. Insan biiyiime hormonu ii¢c boyutlu yapisi
(htTPLs://www.drugbank.ca/drugs/DB00052)

BH, temel olarak hipotalamik biiyiime hormonu salgilayan hormona cevap olarak 6n
hipofizden sentezlenip salgilanmaktadir. Plasental laktojen ve prolaktin ile beraber
BH, evrimsel olarak iligkili peptid hormonlarinin ailesine aittir [49]. Prolaktin'in
normal meme ve meme kanseri gelisiminde pek ¢ok fizyolojik ve patolojik siireglerde
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rolii bulunmaktadir [50]. Meme kanseri gelisiminde, BH seviyelerinin en 6nemli
faktor oldugu, meme kanseri hastalar serumlarinda BH seviyelerinin arttiginin tespit
edilmistir [51]. 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada BH’1n, meme kanserli hiicrelerinde
¢ogalmay1 arttirdigi, EMT ’yi uyararak invazyonu ve metastazi indiikledigini
belirlenmistir [52].

2005 yilinda, in vivo olarak otokrin BH iiretimininin insan karsinoma hiicrelerinde,
JAK?2’ye bagli biiytimeyi arttirdigini goriilmiistiir [53]. Biiyiime hormonu, insan epitel
hiicrelerinin (MCF-10A) proliferasyonunu arttirarak, apoptozu azaltarak ve hiicresel
morfolojide degisikliklere neden olarak onkogenik transformasyona sebep olmaktadir.
Ayrica, otokrin BH anlatimi1 MCF-10A hiicrelerinde siklin D1, c-myc ve Bcl-2 gibi
genlerin transkripsiyonunda artis gosterdigin saptanmustir [8]. Bununla bagli olarak
birkag klinik ¢alismada BH metastazi ve maligniteyi indiikledigi tespit edilmistir [50-
51]. Ayrica biiylime hormonu tedavisini kullanan hastalarda kanser oran1 daha yiiksek
oldugunu goriilmistiir [55]. 2011 yilinda farkli kanser tizerinde BH etkisine bakilmis
ve sonug olarak lenf nodu metastazini, tiimor biiyiimesini ve meme kanserinde hiicre

cogalmasini etkiledigini gérilmiistiir [56].

2.8. OTOKRIN GH VE iLAC DIRENC MEKANiZMASI

Otokrin GH, embriyonik gelisim ve hiicresel farklilasma ve proliferasyonda
diizenleyici gorevlere Sahiptir ve tiimor hiicrelerinin gelisimine ve metastazina dahil
oldugu bildirilmistir [57]. Son arastirmalarda PRL ve GH ‘in meme kanseri
gelisiminde rollinii  arastirilmigtir.  Bununla bagli olarak Metastatik meme
karsinomunda GH gen ekspresyonu yiiksek oldugu ve kemoterapi tedavilere
kemoterapotik ilaglara direng gosterdigi gorilmiistiir [8].

Tamoksifen, ostrojen reseptorii pozitif meme kanseri hastalarinin tedavisinde
kullanilan en yaygin anti-Ostrojen ilact olup meme kanseri lizerinde 6nemli terapotik
etkiler ortaya koymustur ve meme kanseri Olim oranini azaltmaya katkida
bulunmustur. Ostrojenin, ER-a ve [ geleneksel reseptorlerden baska bir tiglincii
reseptore sahip oldugu gosterilmistir [58]. Ayrica, hipofizektominin, hayvan
modellerinde metastatik meme tiimoriinii  dramatik bir sekilde baskiladigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, biiyiime hormonu reseptdrii antagonisti pegvisomant,

disi farelerde meme bezi gelisimini engellemekle kaldigi MCF-7 meme kanseri
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ksenograft modelinde timdr biiyiimesini de inhibe ettigi gosterilmesi BH nin meme
kanseri gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu ortaya koymaktadir [59].

Meme epitelindeki otokrin GH ekspresyonu, metastatik meme kanserinde en yiiksek
ekspresyon seviyesine sahip meme dokusunun neoplastik progresyonu ile pozitif
korelasyon gostermektedir. MCF-10A'da GH'nin, hiicre fenotipinde neoplastik
degisikliklere yol agtig1 ve hiicrelerin, immiin yetmez ksenogreft hayvan modelinde
timor olusturabildigi belgelenmistir [60]. Hiicresel diizeyde, otokrin GH hiicre
sagkalimini, ¢ogalmasini ve hareketlili§ini arttirmanin yani sira hiicre apoptozu
azaltmak [61]. Otokrin biiyiime hormonu ayrica kemoresistant tiimor fenotipine yol
acabilmektedir. Otokrin GH, Gstrojen biyosentezinde anahtar bir enzim olan p450
aromataz ekspresyonunu diizenler, ¢iinkii meme karsinomu hiicrelerinde aromataz
inhibitor ilaglarina direng saglayabilmektedir [62].

Daha once laboratuvarimizda yapilan arastirmalar sonucunda, BH+T47D meme
kanseri hiicrelerinde kurkumini kullanilarak NF-kB sinyal yolu aktive edilmis ve
boylelikle, otokrin BH direncini 6nlendigi ispat edilmistir [63]. BH+ anlatimi yapan
MCF-7, MDA -MB-453 ve MDA-MB-231 meme Kanseri hiicrelerinde zamana bagli
olarak kurkumin uygulanmasiyla hiicrelerin ilaca karsi direnci azaltilmistir [7]. Cin’de
2012 yilinda yapilin bir calismada BH+ MDA-MB-435S ve T47D kanser hiicrelerinde
biiyime hormonun IR ile birlikte radyoterapide kullanilarak arttirildigr gortilmiistiir
[64]. 2019 yilinda BH+ ve IGF-1+ MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kemoterapotik
ilaglara direng gosterdigini ve 6liim oranini arttirdigini ispat edilmistir [65]. Baska bir
caligmaya gore hGH+ hepatoselliiler kanser hiicrelerinde hGH+ hiicrelere gore daha
hizli ¢ogalmasimi indiikledigini goriilmiisken, hGH antagonismi kullanarak bu
cogalmay1 inhibe ettigini ispat edilmistir [66].

2008 yilinda yapilan bir calismaya gore MCF-7 BH+ hiicrelerinde MAPK sinyal
yolagi aktive ettigini ve JAK/STAT sinyal yolagini inhibe ettigi goriilmistiir [67].
MCF-7 Meme tiimorlerindeki BH ifadesini, tiimdriin biiyiimesini, apoptozu azalttigini
ve hiicre ¢ogalmasini indiikledigi goriilmiistiir [68]. Karmal ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir calismaya gére, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine eksojen olarak ilave
edilmis ve hGH apoptozu inhibe edildigi gorilmustiir [69].

2018 yilinda VEGFA (vaskiiler endotel bliyime faktorii A) MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmaya gore in vivo olarak triptolid

uygulanmasiyla kontrole gore tiimoriin baskiladigini goriilmiistiir [70].
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2.9. BUYUME HORMONU SINYALI

Biiytime hormonu (BH), 6n hipozif bezi sentezlenen bir hormonudur. BH tarafindan
gerceklestirilen sayisiz fonksiyon arasinda viicut biiylimesinin diizenlenmesi, hiicre
cogalmasi, farklilasmasi ve proteinlerin, lipidlerin ve karbonhidratlarin
metabolizmasinin diizenlenmesi yer almaktadir [71]. Hiicre zar1 tizerindeki biiylime
hormonu reseptoriiyle BHR baglanirken tirozoin kinazi dogrudan aktive ederek veya

insiilin benzeri biiyiime faktorii indiikleyerek biiyiime hormonu etkisini ortaya

koymaktadir [72] (Sekil 4).
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Sekil 4. Biiyiime hormonu sinyal yolag:.
(htTPLs://www.ohsu.edu/doernbecher/ron-rosenfeld-pediatric-research-lab)

BH, somatik hiicrelerin postnatal biiyiimesinde esas rol alan hormonudur ve bunun
hiicre biiylimesi, farklilasmasi iizerindeki etkileri, reseptorii (BHR) ile etkilesime
girerek aracilik edilmektedir. Ayrica, BH metabolizmayi, kalp ve bagisiklik
fonksiyonunu ve yaslanma tizerinde etkilenebilmektedir. Giiniimiizde GH, kisa boylu
cocuklarda bitylimenin desteklenmesi, BH eksikligi olan eriskinlerin tedavisi gibi
cesitli klinik durumlar igin terapotik ajan olarak kullanilmaktadir [41].

GHR, karaciger, kas, yag ve bobrek ve erken embriyonik ve fetal dokular dahil olmak
tizere, viicuttaki bir¢ok dokunun hiicre yiizeylerinde bulunmaktadir [73]. BHR'nin

bliytimedeki énemine dair kanitlar, BHR geninde yer alan ve ciice fenotip ve BH-
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duyarsiz bir durumla sonuglanan degisik mutasyonlar1 ifade eden bireyler iizerinde
yapilan ¢alismalardan gelmektedir [74].

BHR'nin BH baglanmasi, tirozin kinazi Janus kinaz 2'yi (JAK?2) aktive eder, boylece
hiicresel proliferasyon, farklilasma ve gog, apoptozun Onlenmesi, iskeleti yeniden
yapilanma ve metabolik yollarin diizenlenmesi dahil olmak iizere gesitli biyolojik
tepkilerle sonuglanan ¢ok sayida sinyallesme kaskadini baglatmaktadir. BH tarafindan
aktive edilen bir dizi sinyal proteini ve yolu, JAK'lar, sinyal transdiiserleri ve
transkripsiyon aktivatorleri (STAT), mitojen aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK)
yolagi ve fosfatidilinositol 3’-kinaz (PI3K) yolagi dahil tanimlanmistir [45]. BH,
JAK2'nin uzun siireli aktivasyonu hiicre transformasyonu ve kanser ile iligkili

gosterilmistir [75].
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2.10. MEME KANSERI TEDAVISI

Meme kanserinde pek ¢ok ¢esitli tedavi yontemleri hastanin patolojik durumuna gore

secilerek uygulanmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Meme kanseri tedavi yonetmeleri [64- 65]

Tedavi yontemi Tanim

Cerrahi tedavi Meme  kanserli  kadinlarin  ¢ogu,
tedavilerinin bir pargasi olarak bir tiir
ameliyat gecirmektedir. Cesitli tipte
meme cerrahisi bulunmaktadir ve
duruma baglh olarak farkli nedenlerle
yapilabilmektedir.

Radyasyon tedavi Yerel veya bolgesel niiks riski olan
hastalarda tavsiye edilmektedir.

Kanserli hiicrelerin apoptotik oliimiinii
Kemoterapi tedavi indiikleyen oral olarak veya damar
yoluyla verilmektedir.

Hormon tedavi Hormon tedavisi (hormon tedavisi,
hormon tedavisi veya endokrin tedavisi
olarak da bilinir), viicudun hormon
iiretme yetenegini bloke ederek veya
hormonlarin meme kanseri hiicreleri
tizerindeki  etkilerini  engelleyerek
hormona duyarli timdrlerin biiylimesini
yavagslatir veya durdurur.

Hastalarm ¢ogu bu farmakolojik tedavi yontemleri birlesik olarak ihtiyaci
olabilmektedir. Ancak simdiye kadar potansiyel olarak meme kanseri kemoterapotik
ilaglara karsi direng gostermekte oldugu igin iKili ilag kombine uygulanmasinin

etkisini mekanizmasi hala incelenmektedir.
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2.11. TRIiPTOLID

Triptolid (TPL), Tripterygium wilfordii bitkisinden izole edilen dogal bir bilesendir
[77].TPL, antienflamatuar, immiinostipresif, antifertilite, antisistojenez ve antikanser
ajan1 olarak aktiviteye sahip olan bir bilesiktir. Triptolid, hiicre proliferasyonunu,
biiyiimesini etkiler ve apoptozu tetikler. Ayrica, hiicre dongiisiinii indiikleyerek, timor

anjiyogenezini inhibe ederek ve otofajiyi indiiklemektedir [78] (Sekil 5).

Sekil 5. Triptolidin kimyasal yapisi

TPL, hiicre dliimiiniin indiiksiyonu nedeniyle in vitro ve in vivo olarak ¢esitli kanser
hiicresi lizerinde onemli anti-tiimor etkilere sahiptir. Akciger ve prostat kanserinde
antikanser rojenik etkisi oldugu bulunmustur [79]. Triptolid ile indiiklenen hiicre
6limiiniin 6zellikleri arasinda DNA hasari, sitokrom C salinimi, inflamatuar yollarin
aktivasyonu, otofajinin desteklenmesi ve proapoptotik anlatimini indiikledigi TPL,
meme kanseri hiicrelerinin apoptozunu indiikler. TPL'nin MCF-7 meme Kkanseri
hiicresi tizerinde anti proliferatif etkisi oldugu tespit edilmistir [80].

Triptolid'in, ¢esitli kanser tiirlerinde antitimor etkileri gosterdigini ispat edilmistir.
Triptolid, antikanser aktivitesinden dolay1 genis ¢apta arastirilmistir. g¢alismalar,
triptolidin, 6zellikle onkoproteinlerin baskilanmasi veya hiicre biiyiimesi / sagkalim
faktorlerinin baskilanmasi yoluyla, ¢esitli kanserlerde apoptozu inhibe ettigini ve
apoptozu indiikledigi saptanmistir [81].

2014’te yapilan bir ¢alismada, triptolidin, MDMZ2'yi transkripsiyonel seviyede
kuvvetle inhibe ettigi, yiiksek riskli bir ALL grubu olan MDM2 asir1 eksprese eden
ALL hiicrelerinin gii¢lii apoptoz ile sonuglandigi tespit edilmistir. Etki mekanizmasini
daha da inceleyerek, MDM2'nin triptolid tarafindan inhibe edilmesinin, p53
birikiminin artmasina yol agtigmi belirlenmistir. Ayrica, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi ve apoptoz i¢in p53'in p21 ve PUMA'y1 indiiklemesinin birincil

fonksiyonu aktiflestirilmemistir [82].
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MDA-MB-231 hiicrelerin {izerine yapilan bir aragtirmada MDA-MB-231 hiicrelerinde
triptolid uygulanmasi ile kaspaz-3 aktivasyonu, iliskili apoptotik yolu otofaji sinyal
yollarin1 modiile ederek hiicre Oliimiinii tesvik ettigi ispat edilmistir. Bu nedenle,
MDA-MB-231 hiicrelerinde, apoptozis ve otofaji yolaklar1 arasindaki farklilklar,
triptolid kaynakl1 hiicre 6liimiinde 6nemli bir adimdir. Birgok kanserde koruyucu bir
mekanizma olan artan otofaji yolagi siireci, uygun kemoterapdtik ajanlarin
miidahalesiyle proapoptotik bir olay olarak yeniden programlanabilmektedir.
Triptolid'in TNBC hiicre proliferasyonunu tesvik eden ve hiicre 6liimiinii / apoptozu
Onleyen yolaklar iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in daha fazla hiicre bazli, in vivo
caligmalar terapotik etkinligi gosterilmistir [83].

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde triptolid uygulanmasiyla Erk1/2 yolagina etki
ederek apoptozu indiikledigi ispat edilmistir [80]. Baska bir ¢calismada MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde triptolidin uygulanmasiyla PERK, elF2a anlatim1 ve ROS
olusumu arttirdigini1 goriilmustiir [84]. Triptolid, MCF-7 meme kanseri hiicreleri fokal
adezyon kinazi yoluyla, doza bagli olarak hiicrenin biiylimesini azalttig1 ispat
edilmistir [85].

Farkli kanser hiicre hatlarinda triptolidin uygulanmasi apoptozu p53 yolu aktive
ederek tesvik ettigi kanitlanmistir [86]. 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada triptolid
uygulanmasi kanser hiicrelerindeki DNA hasarina neden olmustur [87].

Bagka bir arastirmada cesitli dogal iirlinlerden izole edilen ilaglar triptolid dahil olmak
tizere kullanarak meme kanseri hiicreleri ¢cogalmasi, gosterdigi direnci ve metastazi
biiyiik dl¢lide inhibe ettigi ispat edilmistir [88].

2018 y1linda MCF-7 meme kanseri hiicreleri triptolid uygulanmasi Erk1/2 aktifleserek
otofojiyi ve apoptozu indiiklemistir [80]. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A kontrol
olarak kullanarak spesifik olmayan MKP-1 inhibitorii triptolid uygulayarak meme
kanseri hiicre biiylimesini azaltmistir [89]. MDA-MB-231, BT-474 ve MCF-7 meme
kanseri hiicreleri {izerine triptolid uygulanmasiyla Wnt / B-katenin sinyal yolu ile
apoptozu tesvik edilmistir [90]. Farelerden elde edilmis 4T1 meme kanseri hiicreleri
triptolid uygulanmasi apoptozu tesvik etmis ve hiicre ¢ogalmasini azaltmistir [91].
2014 yilinda yapilan bir ¢calismada BALB/ ¢ fare modelinde triptolid uygulanmasi
mock ilacina gore tiimor biiyiimesini 6nemli bir sekilde inhibe ettigi goriilmistiir [92].
Triptolid, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde NFkB aktive ederck PLDI
anlatimmi arttig1 ve hiicre gogalmasini inhibe edildigi ispat edilmistir [93]. Farkli

kanser tiplerine, Prostat kanseri ve meme kanserinde triptolid uygulanmasi apoptozu
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indiikledigini goriilmistiir [79].1991 yilinda yapilan bir arastirmada koloni, meme ve

mide kanserinde koloni olusum potansiyelinin azalttig1 goriilmiistiir [94].

2.12. METFORMIN

Metformin, Galega officinalis bitkisinden izole edilen bir ilagtir [95]. Metformin,
glikoz iiretimini azaltma, glukoz emilimini azaltma ve hedef hiicre insiilin duyarliligini
arttirma gibi fark tespit edilmektedir. Tip 2 diyabeti olan erigkinlerde glisemik (kan

sekeri) kontroliinii iyilestirmek igin tip2 terapotik olarak kullanilmaktadir [96] (Sekil
6).

NH NH

e,

Sekil 6. Metformin kimyasal yapisi

Metformin uygulanmasini 8 bin diyabet hastasi lizerinde kansere yakalanma riskinin
%54 oraninda azaldigi tespit edilmistir [96]. Metformin'in, meme, kolon [97] ve
akciger kanseri [98] bagirsakta polip biiylimesini engelledigi goriilmistir [99].
Metforminin, birgok meme kanseri hiicre hattinda esas olarak enerji algilama
kinazinin, AMP ile aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonu nedeniyle gii¢lii
bir anti-proliferatif etkiye sahip oldugu gostermistir [100].

MDA-MB-231 hiicreleri, ¢esitli anti-kanser ajanlarina ve ayrica metforminin anti-
proliferatif etkisine direngli oldugu bilinen agresif ve invazivon meme Kkanseri
hiicreleridir. Metformin bir glikoz diisiiriicii ilag oldugundan, normogliseminin MDA -
MB-231 hiicrelerini metforminin anti-proliferatif etkisine duyarli hale getirecegini
gosterilmistir [101]. Meme kanserleri genellikle ER, PR veya HER2 ifadesine gore
Siniflandirilmaktadir [49]. MDA-MB-231 hiicreleri, g¢esitli anti-kanser ajanlarina
direncli olduklari bilinen agresif ve invasif TNBC hiicreleri olup bazi epidemiyolojik
arastirmalara gore, diyabetin artan meme kanseri riski ile iligkili oldugunu gostermistir
[102]. Ayrica metformin meme kanseri hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinde

AMPK arttirarak etki ettigi ifade edilmistir [4] (Sekil 7).
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Sekil 7. Metforminin anti-proliferatif etkisinin normoglisemik kosullar altinda
onerlen mekanizmasini temsil eden sematik [4]
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2.13. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM STRES

ER, lipit ve protein sentezi, protein katlanmasi, kalsiyum homeostazi gibi cesitli
islevlerinden sorumlu bir organeldir [103]. Bu organelde katlanmamis veya yanlis
katlanmis proteinlerde bir artis ve birikim organelin homeostazinda degisikliklere
neden olmaktadir. Katlanmamais proteinler, protein kiimeleri olusturmak tizere egilimli
olan proteindeki hidrofobik amino asit kalintilarin1 ortaya ¢ikarmistir. Endoplazmik
retikulum stresi norodejeneratif hastaliklar, metabolik hastaliklar, ateroskleoz,
diabetes mellitus ve obezitede goriilmiistir. Endoplazmik retikulum stresi de kanserle
iliskili oldugun ispat edilmistir [104].

Hipoksi, besin aglik, asidoz, redoks dengesizligi, kalsiyum homeostazi kayb1 veya
ilaglara veya diger bilesiklere maruz kalma gibi bircok durumda ER homeostazini
bozabilmektedir, dogru protein katlanmasi kapasitenin azalmasina yol agmaktadir.
ER’nin i¢inde uzun bir siirede ve siddetli bir sekilde yanlis katlanmis veya
katlanmamis proteinler biriktirmeye devam ederse buna yanit olarak oliimiinii
tetikleyebilen katlanmis protein yanitina yol agmaktadir [105].

Endoplazmik retikulumun (ER) stresi ¢esitli faktorlerle tekliyebildigini gosterilmis ve

hiicrenin homeostazinin korunmasindan sorumlu oldugu bulunmustur [106] (Sekil 8).
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Endoplazmik retikulumun stresi {i¢ protein aktivasyonu ile iliskili oldugunu
bilinmektedir. Bunlar PKR benzeri ER kinazi (PERK), aktive edici transkripsiyon
faktorii 6 (ATF6) ve inositol gerektiren enzim (IRE1) [108].

Bununla bagli olarak UPR’nin azalmasindan ve CHOP proteini tarafindan
tetikkleyerek pro apoptotik cevabindan sorumlu oldugunu ortaya koyulmustur [109].
IRE1a, endoplazmik retikulum stresli durumunda ototransfosforirasyona maruz kalan
ve endoRNaz aktive edebilen bir kinazdir. UPR yoluyla ER stresi kaynakli hiicresel
cevapta bagka aktivasyon yolu yoktur. ATF6'nin aktivasyonu. Bu da ER stresi
sirasinda sitoprotektif bir faktor olarak tanimlanmustir [110]. ATF6, proteoliz ile aktive
edilir ve streslerden sorumlu genlerin alt akis ekspresyonunu diizenlemek igin
transkripsiyonel bir faktor olarak hareket edilmektedir. Aktif ATF6 sinyallemesinin
cesitli tiimor tipleri, kanser niiksii, metastatik lezyonlar, timoér biiylimesini
tetiklenmektedir [111].

Hipoksinin, endoplazmik retikulumun stresi nedeniyle protein biyosentezini
zayiflattigin1 ve bu da UPR'ye yanit yolunun aktivasyonuna yol actig1 gosterilmistir.
UPR'nin hipoksik tiimdrlerde aktivasyonu artmis otofajiye yol agmaktadir [112].
Oksidatif stres ER stresine neden olan ana faktorlerden biri olup reaktif oksijen tiirleri
(ROS), yani hidroksil (OH) ve siiperoksit (O2) radikalleri gibi eslesmemis bir elektrona
sahip  molekiiller, mitokondride solunum zincirinde endojenik  olarak
iretilmektedir[113]. UPR’nin PERK ve ATF6, IREla gibi ana bilesenlerinin artmis
ekspresyon seviyeleri selise edilmemis XBP1, beyin, meme, mide, bobrek, karaciger,
akciger dahil olmak {izere farkli insan tiimorlerinde doku kesitlerinde gézlemlenmistir

[114].
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2.14. APOPTOTIK HUCRE OLUMU

On dokuzuncu yiizyilin ortalarindan beri, bir¢ok ¢alisma, hiicre 6liimiiniin, 6zellikle
embriyojenez ve metamorfoz sirasinda, ¢cok hiicreli organizmalarin fizyolojik siirecleri
sirasinda onemli bir rol oynadigini gostermistir.1964 yilinda programlanmis hiicre
6liimii apoptoz olarak adlandirilmistir [115]. Apoptoz terimi, kontrollii hiicresel kendi
kendine yikima yol agan morfolojik siiregleri tanimlamak i¢in yapilmis ve ilk olarak
Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan yaymlanmistir [80] Apoptozu, farkli patolojik ve
fizyolojik indiikleyebilmektedir. Farkli biyokimyasal ajanlar1 tarafindan apoptotik
yollarina baglatilmaktadir [116]. Ayrica hiicreler farkli faktorleri ve reseptorleri
etkileyerek apoptoza gitmektedir. Bazilar1 ligand baglama ve protein ¢apraz baglama
yoluyla Fas veya TNF reseptorlerini eksprese edebilmektedir [117].

Memelilerde, iki dnemli apoptotik yolu vardir, i¢sel (mitokondriyal bagimli) ve dissal
(6liime reseptor bagimli) yollar oldugunu gosterilmistir. Iki yolda, kaspazlarin ana
diizenleyici proteinler oldugu gosterilmistir. Kaspazlar, hiicre i¢i sistein proteazlaridir

[118] (Sekil 9).

2.14.1. Digsal Oliim Reseptor Yolu

Bu yol hiicrenin disindan gelen sinyallere bagli meydana gelmektedir. Apoptotik
kaskadi, bir hiicre dis1 ligand, TNF, Fas ligand veya TNF ile iliskili apoptoz indiikleyen
ligandin bir transmembran proteine (6lim reseptorii) hiicre dist bir bolgeye
eklenmesini takiben baslamaktadir. Baglandiktan sonra, transmembran proteininin
hiicre i¢i kismi, yani 6liim bolgesi, Fas ligand bagli veya TNF reseptorii ile iliskili
olim alamidir. Baglanmis hiicre ici proteinler, kaspaz 8'de de bulunan ve Oliim
Efektorii Etki Alam1 (DED) olarak adlandirilan bagka bir baglanma bolgesi
icermektedir. DED, FADD'nin DED ile etkilesime girmektedir. Bu etkilesimler,
sonucta apoptozu etkileyen efektdr kaspazlarmi aktive eden pro-kaspaz 8'in
aktivasyonuna yol agan bir Oliim Indiikleme Sinyal Kompleksi (DISC) ile
sonuglanmaktadir [119].
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2.14.2. i¢c Mitokondriyal Apoptoz Yolu

Hiicre dis1 oliim reseptor yolunun aksine, i¢sel mitokondriyal apoptoz yolundaki
apoptotik sinyaller hiicre i¢i proteinlerin hiicre streslerinin tanimlanmasi iizerine
hiicrenin mit baghh gelmektedir [120]. MOMP, Hiicre i¢i olim apoptotik
Mitokondriyal Dig Membran Gegirgenligi (MOMP) ile sonuglanan mitokondriye
sinyalleri iletmektedir. Mitokondriyal Dis Membran azalmasi permeabilizasyon, B-
hiicreli lenfoma 2 protein ailesi proteinleri, yani anti-apoptotik proteinler (MCL1, Al
/ Bfl-1, Bcl-B / Bcl2L 10, Bcl-2) ve pro-apoptotik proteinler (Bax) arasindaki dengeye
bagl oldugunu bilinmektedir. BOK, BAK, BID, BIM, PUMA, NOXA, BIK, HRK,
BMF). MOMP'nin olugmasi igin, genellikle Bcl-2 protein ailesinin aracilik ettigi
mitokondriyal membran proteini ve protein-protein etkilesimleri arasinda karmasik bir
etkilesim olmaktadir [121]. Programli hiicre 6liimii veya apoptoz siireci genellikle
farkli morfolojik 6zellikler ve enerjiye bagl olarak karakterize edilmektedir. Apoptoz,
hiicre i¢inden veya disindan c¢esitli uyaranlar tarafindan tetiklenebilir, 6rnegin hiicre
yiizey reseptorlerinin ligasyonu, DNA onarim mekanizmalarinda bir kusurun nedeni
DNA hasaridir. Bununla birlikte, bu tiirden g¢esitli kokenlerin o6liim sinyalleri,
apoptotik hiicre 6liimiiniin karakteristik 6zelliklerine yol acan bir ortak hiicre 6liim
mekanizmasini nihayetinde aktive etmektedir [122]. Genomik analizin ortaya ¢ikist,
kanserlerin hiicre 6liimiinii engellemesine izin veren g¢esitli mutasyonlar hakkinda
onemli bilgiler saglamigtir [123].

Normal meme gelisiminde, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozun arasindaki bir denge
tarafindan kontrol edilir ve tiimdr biiylimesinin sadece kontrolsiiz proliferasyonun bir
sonucu degil, aynm1 zamanda azaltilmis apoptozun bir sonucu olduguna dair giiclii
kanitlar olmaktadir. Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge, kemoterapiye,
radyoterapiye ve son zamanlarda hormonal tedavilere yanit olarak tiimoriin genel
biiylimesinin veya gerilemesinin belirlenmesinde ¢ok 6nemli oldugunu kanitlanmistir.
Bunlarin tiimii kismen apoptozu uyararak etki eder; bu nedenle, apoptoz ve kontrol ve
regiilasyonu inceleyerek ve bunlari klinik avantajdan yararlanarak molekiiler ve
biyokimyasal diizeydeki miinferit tiimorlerin biyolojisini tanimlamak miimkiindiir

[124].
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BOLUM III

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 4’te sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 5’te sunulmustur.

3.1.3. Kullanmilan Kimyasallar
Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 6’da

sunulmustur.

3.1.4. Kullanilan Tamponlar

10X TBS 86,6 gr NaCl, 12,11 gr Tris-Baz konulur. PH:8’e ayarlandiktan sonra distile
su ile 1000 ml’e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’e
dontstiiriiliir. 10X TBS-Tween 1X TBS i¢ine 500 ul Tween20 konularak hazirlanir.
Yiiriitme tamponunun hazirlanmasi 30,3 gr Tris-Baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS
tartilarak 1000 ml distile su i¢inde¢dziiliir. Hazirlanan 10X yiiriitme tamponudur. Jel
yuriitmesi asamasinda kullanilmak i¢in 1X’e doniistiiriiliir. Transfer tamponunun
hazirlanmas1 200 ml 10X yiiriitme tamponunun iizerine 100 ml metanol konularak
distile su ile 1000 ml’e tamamlanir. Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi Protein agirliklarina
gore ayrilmalari i¢in %12’lik SDS poliakrilamid jelde yiiriitiiliirler. Jel igerigi Ekler
boliimiinde sunulmustur. Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmast 9 ml filtre
edilmis Fetal Sigir Serumu ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile hazirlanandondurma
medyas1 yardimiyla hiicreler 6nce 2-3 giin izopropanolde bekledikten sonra uzun

stireli olarak siv1 azot tankinin i¢inde saklanabilir.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 (6strojen reseptorii negatif, ER-) dogal tip meme kanseri hiicre hati
American Type Tissue Culture Collection’dan temin edilmistir. Stabil otokrin BH
anlatimi kazandirilan MDA-MB-231 hiicre hatlar1 IKU Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii Yiiksek Lisans mezunu Merve Celik tarafindan yapilmistir. Hiicreler %10
sigir fetiis serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi iceren DMEM
besiyeri igerisinde %5 CO2 igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan
besiyeri 0.22 uM por ¢apindaki hiicrekiiltiirii ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril
hale getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde+4°C’de saklanmistir. Hiicreler 25 ve 75 cm?
‘lik hiicre kiiltiirii petrilerinde biiyiitiilmiistiir. Protein, RNA izolasyonlar1 i¢in 60 ve
100 mm’lik, floresan mikroskobu ¢alismalar1 i¢in 96 ve 6 kuyucuklu, 60 mm’lik hiicre
kiiltiirti petrilerine ekimler yapilmistir. Hiicreler bir gece boyunca hiicre kiiltiirii
petrilerine yapistiktan sonra kullanilan ilag belirlenen siirelerde uygulanmistir ve %5
CO2 igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda
hiicre ekimleri veya petri kabi icerisindeki hiicrelerin yogunlugunun artmasi
sonuucnda hiicre pasajlama islemi i¢in oncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir.
75 mm?2’lik hiicre kiiltiirii petrisi igerisine 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile
yikandiktan sonra PBS uzaklagtirilir. Petri kabi igerisine 2 ml tripsin-EDTA (etilen
diamin tetra asetik asit) (%0,25) eklenerek CO2 igeren etiivde 3-4 dakika boyunca
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gormemesi i¢in petri kabma 2 ml
DMEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler santrifiij tiibiine
alinmistir.2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmus,
hiicrelerin {izerine 1 ml taze besiyeri eklenmistir. Iyice pipetaj yapilip homojen bir hale
gelen hiicre silispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmis bulunmaktadir. Hazirlanan
hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin kanalina
aktarilmis ve tizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre
say1si, 1 ml’deki hiicre say1sinin ulunabilmesi icin 10* ile ¢arpilmistir. 1,5x10° hiicre,

75 cm2’lik petri kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirilmistir.
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3.2.2. Hiicre Canlihginin Belirlenmesi

Hiicre canliligin1 belirlemek amaciyla MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium bromit) ajani kullanilmistir. MTT ajani, canli hiicre igerisinde
mor renkli formazan tuzu olusturulmasi sonucu kolorimetrik yontem ile hiicre canliligi
belirlenmistir. MDA-MB-231 dogal tip ve biiylime hormonu meme kanseri hiicresi
1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri petrisine ekim
gerceklestirilmistir. Bir gece inkiibasyonu takiben hiicrelere (0- 50 nM) triptolid ve (0-
5 mM) metformin 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ila¢ uygulamasinin sonrasinda
hiicrelere 4 saat boyunca MTT ajan1 uygulanmis ve DMSO ile formazan tulari
¢oOziindiriilliip absorbans degeri ikili dalga boyunda 570 ve 655 nm’de mikroplaka

okuyucusunda 6l¢iim yapilmastir.

3.2.3. Hiicre Sag kalim Analizi

Triptolid ve metformin’in MDA-MB-231 dogal tip ve biiyiime hormonu meme kanseri
hiicreleri canliligint belirlemek amaciyla hiicre sag kalim deneyi yapilmistir. 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir
gece yapigsmasi beklenen hiicrelere 2 nM triptolid 24,48 ve 72 saat boyunca
uygulanmistir. 24,48 ve 72 saat sonunda hiicreler tripsin ile toplanarak 2000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edilir. Hiicre pelleti 100 pl besiyeri ile ¢oziiliir. Coziilen
pelletten 10 pl alinir ve 10 pl tripan mavisi ile karistirilarak hemositometride sayimi

yapilir.

3.2.4. Floresan Boyama

3,3’Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DIOCs) Boyama Triptolid ve Metformin’in
MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine
etkisini belirlemek amaciyla DIOCgsboyama gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrisine 10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca
hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere (0-50 nM) triptolid ve (0-2 mM)
metformin 24 saat boyunca uygulanmistir. Inkubasyon sonunda her bir kuyucuga 1
nM DIOCs (ana stok: 4 mM) 30 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda
mavi filtre ile canli hiicreler belirlenmistir. Hiicre 6liimii belirlemek amaciyla PI
boyama gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigmasi beklendikten sonra

hiicrelere (0- 50 nM) triptolid 24 saat boyunca uygulanmistir. Inkiibasyonu takiben her
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bir kuyucuga 2 ug/ml PI (ana stok:50 mg/ml) uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe
edildikten sonra yesil filtrede 6lii hiicreler belirlenmistir. 4°,6-diamidino -2-fenilindol
(DAPI) Boyama triptolid ve metforminin MDA-MB-231 dogal tip ve GH+ meme
kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii {izerine etkisini belirlemek amaciyla DAPI
boyama gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigmasi beklendikten sonra
hiicrelere (0-50 nM) triptolid ve (0-5 mM) metformin 24 saat boyunca uygulanmustir.
Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 1 ul/ml DAPI boyas1 30 dakika uygulanmustir.
Mitotraker/DAPI boyama Hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisi igerisine 3x10°
hiicre olacak sekilde ekilmigstir. Bir gece boyunca yapismalar1 beklendikten sonra
hiicrelere (0-50 nM) triptolid ve (0-5 mM) metformin 24 saat boyunca uygulanmistir.
Inkiibasyon sonunda mitotraker ve DAPI floresan boyast hiicreler iizerine eklenmis ve

30 dakika inkiibasyon yapilmis ve floresan mikroskobunda goriintiilenmistir.

3.2.5. Koloni Olusumu

MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri ve BH+ hiicrelerinde koloni olusumu tizerine
etkisini belirlemek amaciyla koloni olusumu teknigi kullanilmistir. 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrisine 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmstir. Bir gece yapismasi
beklenen hiicrelere 24 saat boyunca ilag uygulanmistir. inkiibasyon sonunda her bir
kuyucukta bulunan besiyeri normal besiyeri ile degistirilmist. Hiicreler 10-15 giin
boyunca biiylimeye birakildiktan sonra hiicreler soguk %100 metanol ile fikse

edilmistir. Fiksasyon sonrasinda kristal viyole ile boyama yapilmstir.

3.2.6. Yara lyilesme Yontemi

MDA-MB-231 dogal tip ve biiylime hormonu meme kanseri hiicrelerinde yara
tyilesme potansiyeli iizerine etkisini belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir. 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir
gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra hiicreler ilaglanir 200 ul’luk
steril pipet ucu ile petri kabinda bir yara olusturulur. 0, 24 ve 48 saat boyunca yara

uzunlugunun degisimi Ol¢tilmiistiir.
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3.2.7. Asith Damla Modeli Teknigi

Asili Damla metodu ile 3B speroid hiicre kiiltiirii MDA-MB-231 dogal tip ve BH+
hiicreler 60 mm' lik petrilere her damlacikta 2,5x10° hiicre olacak sekilde kontrol ve
ilagh olarak 4 farkli petriyen damlacik halinde ekilir. Kontrol hiicreleri, 20 nM
triptolid, 2 mM metformin ve ilaglarin kombinesi ile ilagli hiicreler 151k mikroskobunda
3 glin boyunca gozlenmekte ve damlacik ¢api kaydedilmektedir. 3. giiniin sonunda
damlaciklar DAPI ve DIOCs floresan boyalari ile boyanip 24 saat inkiibe edilmektedir.

24 saat sonunda floresan mikroskobu ile damlaciklar gézlenmektedir.

3.2.8. Yumusak Agar Analizi

Triptolid ve Metformin’in MDA-MB-231dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde
yumusak agarin altinda koloni olusumu iizerine etkisini belirlemek amaciyla yumusak
agar koloni olusumu yapilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 2.500 hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece yapismasi beklenen hiicrelere 20 nM triptolid

ve 2 mM metformin 24 saat boyunca uygulanmustir.

3.2.9. Total Protein izolasyonu

60 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir
gece boyunca yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere ilag 24 saat boyunca
uygulanmstir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1x PBS igerisinde kaziyici yardimryla
kazinarak toplandiktan sonra 2 dakika 13200 rpm’de c¢oktiiriilmiistiir. Bu islem
petrideki biitlin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir. Santrifiijle ¢oktiiriilen
hiicrelere lizis tamponu eklenmistir. Ornekler 20 dakika oda sicakliginda galkalayicida
inkiibe edildikten sonra 20 dakika 13200 rpm’de +4°C’de santrifiij yapilmistir. Ust faz

yeni ependorfa alinarak miktar tayini yapilmistir.

3.2.10. immiinoblotlama Yéntemi

1 mm kalin ve ince camlar distile su ile yikanir ve kurulanir. Camlar yonlerine dikkat
edilerek birlestirilir ve aparata eklenir. Kenarlar kilitlenir. Aparat sisteme yerlestirilir.
Alt ve st jel icerikleri Tablo 1’de verilmistir. Alt jel hazirlanir ve homojen bir karisim
elde etmek i¢in pipetaj yapilir. Jel hizli bir sekilde iki cam arasina aktarilir. Alt jeli
hizalamak icin iizerine izopropanol eklenir. Alt jelin donmasi icin beklenir. Alt jel
donduktan sonra izopropanol dokiiliir ve distile su ile yikanir. Kurutma kagidi ile

camlar arasindaki bolme kurutulur. Ust jel hazirlanir, pipetaj yapilir ve camlarin
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arasina eklenir. I mm’lik tarak jelin {izerine konur. Jelin donmasi beklenir. Proteinlerin
Hazirlanmas1 ve SDS-PAGE’de vyiiriitiilmesi: Immiinoblotlama yéntemi icin 30 ug
protein ile Laemli tamponu (5X) 1:4 oranda karistirilarak 95°C’de 5 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. %4 yiikleme ve %12°lik ayirma SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde
ilk kuyuda protein belirteci olacak sekilde proteinler bu jelde yiiklenmislerdir. Jel
yiiriitme tamponu i¢inde 80 V’de 4 saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Membrana Transfer
ve Bloklama Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra yiikleme jeli kesilerek ortamdan
uzaklastirilmistir. Ayirma jeli biiyiikliiglinde poliviniliden fluorid (PVDF) membran
jelin altina koyulmustur. Membranin altina ve jelin {istiine transfer tamponu ile
islatilmig  filtre kagitlar1 olacak sekilde hazirlanan bu sistem transfer kasetine
yerlestirilmistir. 2,5 miliamper 25 voltta transfer gergeklestirilmistir. Biiyiik kilodalton
proteinler 5-9 dakika arasi, kiigiik kilodalton proteinler ise 2,5-4 dakika arasinda
olacak sekilde transfer yapilmistir. Transfer islemi sonunda membranlar %5°lik yagsiz
stit (%0,1 tween 20 igceren 1X TBS) igerisinde 1-1,5 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilerek bloklama islemi gerceklestirilmistir. Primer ve Sekonder Antikor
Isaretlemeleri ve Bantlarin Gériintiilenmesi Siit igerisinden alinan membranlar, primer
antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta bekletilmistir. Birincil antikorlar %5°1lik yagsiz
stit tozu (%0,1 Tween20 iceren 1X TBS) i¢inde belirlenen primer antikorlar 1:1000
oraninda hazirlanmistir. STAT1, STAT5, PERK, BiP, IREla, Bcl-2, Bax, Kaspaz-7,
PARP, Bad, Erol-La, Calnexin, Calreticulin, PDI, GAPDH, B-actin primer antikorlari
kullanilmistir. Primer antikorlarin uygulanmasinin ardindan membranlar 1X TBS-
Tween ile 10 dakika olmak tizere oda sicakliginda 3 kez yikanmistir. Yikama sonunda,
membranlar anti-tavsan ve anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C
sicaklikta bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasinin ardindan, 15°er dakikalik 2
TBS-Tween20 ve 15 dakikalik TBS yikamasi sonrasinda, drnekler kemiluminisans
tampon (A ve B ¢ozeltilerinin 1:1 karigimi) ile 1 dakika boyunca muamele edilmistir.
Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, transluminator aletinde

goriintiilenmistir.
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3.2.11. Hiicre Akis Sitometresinde PI Analizi

Triptolid ve Metformin’in MDA-MB-231 dogal tip ve biiyiime hormonu meme
kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyamasi
sonrasinda akis sitometresi gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine
2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicrelere 20 nM Triptolid ve 2 mM Metformin’in birlikte ve tek
olarak 24 saat boyunca uygulanmustir. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin yardimiyla
kaldirildiktan sonra %70 soguk etanol ile muamele edilip fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Fikse edilen hiicreler 1-2 hafta boyunca -20°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda etanol uzaklastirilarak 1ml 1X PBS igerisindelpl PI
(1 mg/ml) boyas1 olacak sekilde boyama yapilmistir. Hiicreler karanlikta 30 dakika

boyunca bekletildikten sonra akis sitometresi aletinde okutma yapilmistir.

3.2.12. CHORP Biyolojik Aktivitesinin Plazmit Aracili Floresan Mikroskobunda

Gosterilmesi

Bakterileri 2 gilin boyunca kanamisin ile secilim yaparak 37 °C de biiyltiilmiistiir.
Plazmit izolasyonu Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep kit (kat no:
K0503) kullanarak yapilmistir. Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisi igerisine
her kuyucuga 150 bin hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin bir gece boyunca
hiicre kiiltiirii petrisine yapismalar1 beklenmistir. iki ayr1 mikrofiij tiipii i¢erisine 100
ul hacimde negatif DMEM (FBS i¢cermeyen) konulmustur. Transfeksiyon oranmi 1:3
olacak sekilde CHOP promotor (649/+136) pmCherry-1 plazmitlerinin her biri i¢in
lipozomal ajan olan iNtRON BIOTECHNOLOGY iN-fect™ (kat no: 15081)
transfeksiyon ajam kullamlmustir. ki ayr1 mikrofiij tiipiine hazirlanan plazmitler ve
transfeksiyon ajam 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. inkiibasyon
sonrasinda iki mikrofiij tiipii birlestirilerek 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda bir gece dnceden ekimi gerceklestirilmis olan hiicreler
tizerine hazirlanan siispansiyon damla damla olacak sekilde verilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra ilaglama gerceklestirilmistir. Ilaclamadan 1 giin sonra

floresan ¢ekimi yapilmistir.
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3.5.13. Istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar en az ii¢ deney tekrarinin ortalamasidir Deneylerden elde edilen
tiim sayisal sonug¢lar GraphPad Prism 6 kullanilarak grafik haline doniistiiriilmiis ve
istatistiksel olarak analizleri bu program sayesinde gerceklestirilmistir. Anlaml
degisimler icin p degeri sirastyla *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001,

olarak verilmistir.
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BOLUM IV

4.1. SONUCLAR

4.1.1. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Hiicre Canh@ Uzerinde Etkisini Doza
Bagh Triptolid Uygulanmasinin Gosterilmesi

Triptolid’in MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicreleri hiicre canliligini
belirlemek amaciyla doza bagl olarak (0, 10, 20, 30 ve 50 nM) MTT analizi
gerceklestirilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicreleri 24 saat 10 nM
triptolid uygulandiginda kontrol grubuna goére hiicre canliligin1 %30 azalmis, 20 nM
triptolid uygulandiginda %40 bir azalma gostermistir. 30 nM triptolid uygulanmasi
hiicre canliliginda %40 bir azalma gostermisken 50 nM triptolid uygulanmasi hiicre
canliligini %45 bir azalma gostermistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri
24 saat 10 nM triptolid uygulamasi kontrol grubuna goére hiicre canliligi %20 bir
azalma gostermisken 20 nM triptolid uygulandiginda %10, 30 nM %10, 50 nM %25
azalma gosterilmistir (Sekil 10).

mm MDA-MB-231 Dogal Tip

150 = MDA-MB-231 BH+
%k %k
§ ns
20 100 e
= = E -:|-
= -
@)
2 50
(5]
=
=
0- T | T T |
10 20 30 50

Triptolid (nM)

Sekil 10. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicreleri hatlarinda doza
bagh triptolidin hiicre canlihg iizerine etkisinin gosterilmesi (**p<0.01)
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4.1.2. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ hatlar iizerinde doza bagh triptolid
uygulanmasim hiicre o6limii ve Mitokondri Membran Potansiyeli iizerine
etkisinin gosterilmesi

Triptolid’in MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicreleri 6liimii, hiicre
canliliginin ve DNA kiriklarini belirlenmesi amaciyla doza bagl olarak (0- 50 nM)
floresan boyamalar1 analizi gergeklestirilmektedir. Apoptotik oliim ile karakterize
edilen DNA kiriklarini gosteren DAPI boyamasinda Triptolid uygulamasinin doza
bagl olarak boyanan hiicre sayisin1 kontrol grubuna gore arttirdigi gosterilmistir.
Ozelikle 20 nM ve 50 nM Triptolid uygulamasinda kontrol grubuna gére DNA
kiriklarinin 6nemli dl¢iide arttig1 gozlenmektedir. Olii hiicre membranlarindan girerek
DNA'ya baglanan PI ile Triptolid uygulamasinda doza bagli olarak kontrol grubuna
gore boyanan hiicre sayisinin arttigir gosterilmistir. Canli hiicrenin mitokondri
membran potansiyel gosteren DIOCg boyamasinda Triptolid uygulamasinin doza bagl

olarak boyanan hiicre sayisini kontrol grubuna gore azalttigini gosterilmistir (Sekil
11).
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MDA-MB 231 Dogal Tip MDA-MB 231 BH+

Isik Mikroskobu DAFI DIOCE PI Itk Mikroskobu DAFI DIOCE Pl

Triptolid

0aM

10 oM

20 oM

30 oM

50 oM

Sekil 11. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ hiicre hatt1 iizerinde doza bagh triptolid uygulanmasim (0- 50nM) hiicre 6liimiimii ve
Mitokondri Membran Potansiyeli iizerine etkisinin floresan boyamasi ile gosterilmesi
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4.1.3. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Hiicre canhihg Uzerinde Etkisinin Doza
Bagh Triptolid ile Metforminin Beraber Uygulanmasinin Etkisinin Gosterilmesi
Triptolid ile Metformin kombine ederek MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicreleri canliliginin belirlenmesi hiicre canliligin1 belirlemek amaci ile doza
bagl olarak (0, 1, 2 ve 5SmM) MTT analizi ger¢eklestirilmistir. MDA-MB-231 dogal
tip hiicrelere sadece triptolid (20 nM) uygulanmasinin hiicre canlihigi %30 ket
vurmusken (20 nM) triptolid ile (2 mM) Metformin uygulanmasinin hiicre canlilig
%40 ket vurmustur. MDA-MB-231 BH+ sadece (20 nM) triptolid uygulanmasinin
hiicre canliligt %20 ket vurmusken triptolid (20 nM) ile metformin (2 mM)

uygulanmasinin hiicre canliligina %45 ket vurmustur (Sekil 12).
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Sekil 12. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicreleri Hattinda Triptolid ve Metforminin Hiicre Canlih@i Uzerine Etkisinin Gosterilmesi
(**p<0.01)
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4.1.4MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Hatlann Uzerinde Triptolid ve
Metformin’in Doza Bagh Olarak (0 Mm-5 Mm) DNA Kiriklarim, Mitokondri
Membran Potansiyeli, Hiicre Canlihigina etkisinin Gosterilmesi

Triptolid ile Metformin’in kombine olarak MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ meme
kanseri hiicreleri 6liimii, hiicre canliliginin ve DNA kiriklarini belirlenmesi amaciyla
doza bagli olarak (0 -5 mM) floresan boyamalar1 analizi gergeklestirilmektedir.
Apoptotik 6liim ile karakterize edilen DNA kiriklarini gésteren DAPI boyamasinda
kombine uygulamasimin doza bagli olarak boyanan hiicre sayisin1 sadece Triptolid
uygulanan grubuna gore arttirdigi belirlenmistir. Ozellikle 2 mM ve 5 mM
uygulamasinda Triptolid uygulanan grubuna gére DNA kiriklarinin biiyiik oranda
arttig1 gozlenmektedir. Olii hiicre membranlarindan girerek DNA'ya baglanan PI ile
kombine uygulamasinda doza bagli olarak Triptolid uygulanan grubuna gére boyanan
hiicre sayisinin arttigin1 gosterilmistir. Canli hiicrenin mitokondrinin gosteren DIOCeg
boyamasinda kombine uygulamasinin doza bagli olarak boyanan hiicre sayisin
Triptolid uygulanan grubuna gore azalttigini gosterilmistir. Canli hiicrelerde
mitokondri boyamak i¢in Mito Tracker boyamasinda kombine uygulanmasinin doza
bagli olarak boyanan hiicre sayisin1 Triptolid uygulanan grubuna goére azalttigini

gosterilmistir (Sekil 13) ve (Sekil 14).
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Sekil 13. MDA-MB-231 dogal tip hiicre hatt1 iizerinde triptolid ile metforminin uygulanmasini hiicre 6liimiim ve Mitokondri
Membran Potansiyeli iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi

ImM

Metformin
Ink
Mikroskobu

PI

40



MDA-MB 231 BH+
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Sekil 14. MDA-MB-231 BH+ hiicre hatti iizerinde triptolid ile metforminin uygulanmasim hiicre 6liimiim ve Mitokondri Membran

Potansiyeli iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi
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4.1.5. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Hiicreleri Uzerinde Triptolid ve
Metformin Kombine’nin Doza Bagh Olarak DNA Kiriklarimi, Mitokondri
Membran Potansiyeli, Hiicre Canlihigina etkisinin Gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip ve biiyiime hormonu meme kanseri hiicreler {izerinde 20 nM
Triptolid ve 2 mM Metformin ve kombinenin doza bagli olarak &liimii, hiicre
canliligmmm ve DNA kiriklarin1  belirlenmesi  floresan boyamalar1 analizi
gergeklestirilmektedir. Apoptotik oliimle karakter edilen DNA kiriklarin1 gdsteren
DAPI boyamasinda kombine uygulanmasinin boyanan hiicre sayisini sadece Triptolid
uygulanan grubuna gore Onemli oranda arttirdigr gosterilmistir. Olii hiicreler
membranlarindan girerek DNA’ya baglanan PI ile uygulanmasinda kombine
uygulanmasinin boyanan hiicre sayisini sadece Triptolid uygulanan grubuna gore
arttirdigr  gosterilmigtir. Canli  hiicreleri  gosteren DIOCe ve Mito Tracker
boyamalarinda kombine uygulamasinda triptolid uygulanan grubuna gore biiyiik

oranda azaltti§ini gosterilmistir (Sekil 14).
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Sekil 15. MDA-MB-231Dogal tip BH+ hiicre hatti iizerinde triptolid ile metforminin uygulanmasini hiicre dliimiimii ve Mitokondri
Membran Potansiyeli iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi

DAPI
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4.1.6. Triptolid ve Metformin’in Kombine Uygulanmasimn MDA-MB-231 Dogal
Tip ve BH+ Hiicrelerinin Béliinmesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi Hiicre Sag
Kalim Analizi ile Gosterilmesi

Triptolid ve metforminin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicreleri
hiicre canliligimi belirlemek amaciyla zamana bagli olarak hiicre sag kalim analizi
gergeklestirilmektedir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicreleri kontrol grubu
3.gilinde 300 bin hiicreye ¢iktigin1 goriilmiisken triptolid grubu 100 bine kadar diistiig
goriilmiistiir. Triptolid ile Metformin uygulanan hiicreler ise 90 bin hiicreye geri
cektigini goriilmistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri kontrol grubu
3.glinde 400 bin hiicreye c¢iktig1 3.glinde triptolid uygulandiginda biiyiime BH+
hiicrelerinde 200 bin hiicreye kadar azalttigin1 goriilmiisken kombine uygulandiginda

100 bine gerildigini gosterilmistir (Sekil 15).
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Sekil 16. Hiicre Sag kalim Analizi ile Zamana Bagh MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Hiicre hatlan iizerinde Triptolid ve kombinenin
Hiicre Canhihgina Etkisinin Gosterilmesi (**p<0.01)
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4.3.1. Kombine fla¢ Uygulamasinin Koloni Olusumu Uzerine Etkisinin MDA -
MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicrelerinde Gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda kombine
uygulanmasini koloni olusumu iizerine etkisini belirlemek amaci ile koloni formasyon
teknigi gergeklestirilmistir. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre
hattinda sadece triptolid uygulamasinin kombine uygulana gruba kiyasla koloni
olusumunu tetikledigi saptanmistir. Ayrica kombine koloni olusumu iizerine
baskilayici etkisi hem dogal tip hem de biiyiime hormonu meme kanser hiicre
hatlarinda gosterilmistir. Triptolid (20 nM) uygulamas1 tek basina koloni olusumu
lizerine azaltict etki gOstermis Metformin ile beraber uygulamasi koloni olusumu

tizerine ciddi bir baskilayici etki gostererek hiicre canliligini azaltmasini gosterilmistir

(Sekil 16).
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Sekil 17. Kombine Uygulamasinin Koloni Olusumu Uzerine Etkisinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicreleri
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4.3.2. Zamana Bagh Kombine ila¢ Uygulamasinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve
BH+ Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Etkisinin Asih Damla Modeli Analizi ile
Gosterilmesi

Kombine ilag uygulanmasinin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinin 3D hiicre kiiltiiri modellerinde koloni olusumu iizerine etkisinin
gosterilmesi gerceklestirilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicreleri asili
damla modeli teknigi ile saglikli kontrol hiicrelerde 3 giin boyunca kolonilerin ¢apinin
534 pm’a ¢ikmis oldugu tespit edilmistir. Ancak 20 nM triptolid uygulamasi ile 3.
giinde saglikli kontrol hiicrelere kiyasla asili damla modeli ile gerceklestirilen 3D
kiiltiirlerde MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinin ¢apinin 396 um’a geriledigi tespit
edilmistir. Metformin 2 mM uygulanan hiicrelerde ise koloni ¢apinin 3. giiniin sonunda
471 pm oldugu goriilmiistiir. Ancak hem triptolid hem de metforminin beraber
uygulandigi durumda 3. giinlin sonunda MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerin ¢apinin
326 um’a ulasmis oldugu goriilse de ikili ila¢ uygulamasinin koloni olusumunu
dagittig1 ve hiicreleri 6liime yonlendirdigi tespit edilmistir. Ayni1 model sistem otokrin
BH anlatimi kazandirilmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde incelendiginde;
saglikl1 kontrol hiicrelerde 3. giiniin sonunda koloni ¢apinin 111°den 236 pM’a ¢iktig1
gozlemlenmistir. Ancak 20nM triptolid uygulamasi ile bu etkinin 2. glinden geriledigi
tespit edilmistir. Metformin 2 mM uygulanan hiicrelerde ise koloni ¢apinin 3. giiniin
sonunda 400 uM’a ulastig1 goriilmistiir. Ancak hem triptolid hem de metforminin
beraber uygulandigi durumda ise 3. giliniin sonunda MDA-MB-231 BH+ meme kanseri
hiicrelerin ¢apinin 303 uM’a ulagsmis oldugu goriilse de ikili ilag uygulamasinin koloni
olusumunu dagittig1 ve hiicreleri 6liime yonlendirdigi tespit edilmistir. 3. giin sonunda
triptolid uygulamast MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde kolonilerin biiytikliiklerine
azaltic1 yonde etki yaparken otokrin BH anlatimi kazandirilmis hiicreler triptolid’e
kars1 diren¢ mekanizmasini aktive ettigi i¢cin koloni ¢apini 436 puM’a ¢ikardigi

gosterilmistir (Sekil 17).
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Sekil 18. Zamana Bagh Kombine Uygulamasinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Etkisinin Asih Damla
Modeli Analizi ile Gosterilmesi
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4.4.2. Zamana Bagh Kombine Uygulamasinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+
Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Etkisinin Yumusak Agar ile koloni olusumu
Gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda kombinenin agar
ortamda koloni olusumu {iizerine etkisini belirlemek amaciyla yumusak agar koloni
formasyon teknigi gerceklestirilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme Kkanseri
hiicreleri kontrol grubunda 3.giiniin sonunda koloninin ¢apmin 67.7 uM’a ulastigini
goriilmiistiir. (20 nM) Triptolid uygulanan hiicreleri ise koloninin ¢apinin 30.3 pM’a
geriledigini gosterilmisken (20 nM) triptolid ile beraber (2 mM) metformin
uygulandiginda koloninin ¢apinin 28.4 pM’a gerildigini goriilmiistiir. Bunula birlikte
MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri kontrol grubunda 3.giinde 78.9 uM’a
ciktigin1 gortilmistiir. (20 nM) triptolid uygulanan hiicreleri olusumunu 35.5 pM’a
tetikledigi saptanmistir. (20 nM) triptolid ile birlikte (2 mM) metformin
uygulandiginda 27.1 uM’a gerildigini gosterilmistir (Sekil 18).
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Sekil 19. Zamana Bagh Kombine Uygulanmasinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Etkisinin A
Yumusak Agar Koloni Olusumu Deneyi ile Gosterilmesi
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4.5.1. Zamana Bagh Kombine ila¢ Uygulamasinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve
BH+ Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Etkisinin yara iyilesme Modeli Analizi ile
Gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde yara iyilesme potansiyeli
izerine etkisini belirlemek amaciyla gerceklestirilmis. MDA-MB-231 dogal tip meme
kanseri hiicreleri yara deneyi ile saglikli kontrol hiicrelerde 3 giin boyunca yara ¢apinin
317°den 152 pm’a geriledigini tespit edilmistir. Triptolid 20 nM uygulana hiicrelerde
yara c¢apinin 3. giinde 413 pm’a ulasmis oldugu goriilmiistiir. Metformin 2mM
uygulanan hiicrelerde ise yara ¢capinin 3.giinde 299 pm’a ulagsmis oldugu goriilmiistir.
Ancak hem 20 nM triptolid hem de 2 mM metforminin beraber uygulandigi durumda
3.glinde 513 um’a ulastigini goriilmistir. MDA-MB-231 biiylime hormonu meme
kanseri hiicreleri yara deneyi ile saglikli kontrol hiicrelerde 3 giin boyunca yara ¢apinin
172 pm’a geriledigini tespit edilmistir. Triptolid 20 nM uygulana hiicrelerde yara
capinin 3. giinde 325 pm’a ulasmis oldugu goriilmiistiir. Metformin 2mM uygulanan
hiicrelerde ise yara ¢apinin 3.glinde 421 pm’a ulasmi8 oldugu goriilmiistiir. Ancak
hem 20 nM triptolid hem de 2 mM metforminin beraber uygulandigi durumda 3.gilinde
485 pm’a ulagtigini goriilmiistiir (Sekil 19).
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Sekil 20. Zamana Bagh Kombine Uygulamasinin MDA-MB-231 Dogal Tip ve Biiyiime Hormonu Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine

Etkisinin yara iyilesme Modeli Analizi ile Gosterilmesi



4.6.1. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicre Hattinda Triptolid
ve Metforminin Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerinde Etkisinin Zamana Bagh
Gosterilmesi

Triptolid ve metforminin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre
hatlarinda ER stres iizerine etkisini belirlemek amaciyla immiinoblotlama teknigi
kullanilmistir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda ER stres anahtar1
olan PERK ve BiP’in anlatimi 24 saat triptolid (20 nM) uygulamasiyla kontrole gore
bir artis gostermemistir. BiP’in anlatimi 24 saat triptolid (20 nM) uygulanmasiyla
kontrole gore bir artig gostermisken triptolid (20 nM) ile birlikte (2mM) metformin
uygulandiginda triptolide bu etkiyi geri ¢ekilmistir. Bununla birlikte MDA-MB-231
BH+ meme kanseri hiicre hattinda ER stres anahtar1 olan BiPin anlatimi 24 saat
triptolid (20 nM) uygulamasiyla kontrole gore bir artis gostermisken triptolid (20 nM)
ile birlikte Metformin (2 mM) uygulandiginda sadece triptolide gore dnemli bir artis
gostermistir. Ancak MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicre hattinda ER stres
anahtari olan PERKIin anlatimi 24 saat triptolid (20 nM) uygulamasiyla kontrole gére
artis gostermistir. Triptolid ile metformin uygulandiginda bu etki geri ¢ekilmistir.
MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre hattinda PERKin anlatimi1 24 saat triptolid
(20 nM) uygulamasiyla kontrole gore bir artis gostermisken triptolid (20 nM) ile
metformin (2 mM) birlikte uygulanmasiyla triptolide gore onemli bir degisiklik
gostermemistir.

MDA-MB-231 dogal tip kanser hiicreleri 24 saat triptolid (20 nM) uygulandiginda
calnexin  anlatimmi  kontrole gore arttirdigini  goriilmigsken  kombinenin
uygulanmasiyla bu etkiyi geri g¢ekildigini goriilmiistir. MDA-MB-231 BH+
hiicrelerinde Canlexin anlatimint kombinenin uygulanmasi triptolid uygulanan
hiicrelere gore bir degisik gdstermemistir.

IRE1la, ER'nin yeni sentezlenmis ve katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerini
parcalama kapasitesini yiikselten bilesenleri diizenleyen proksimal sensor gorevi
gormektedir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde 24 saat triptolid (20
nM) uygulandiginda IRE1a’in anlatimi1 kontrole gore bir artis gostermemesine ragmen
triptolid ile metformin sadece triptolid uygulandiginda bir azalma gostermistir. Ancak
MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri IRElo’in anlatimi trptolidin
uygulanmasiyla kontrole goére onemli bir artis goriilmiisken triptolid (20 nM) ve

metformin (2 mM) uygulanmasiyla sadece triptolide gére 6nemli bir artis gostermistir.
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Calreticulin yanlis katlanmis proteinlere baglanir ve endoplazmik retikulumdan Golgi
aparatina verilmesini 6nlemektedir. MDA-MB-231 dogal tip meme Kkanseri
hiicrelerinde (20 nM) triptolid uygulanan hiicreler Calreticulin anlatimi kontrole gore
onemli bir degisiklik goriilmemisken (20 nM) triptolid ile metformin uygulandiginda
tek basina triptolid uygulan hiicrelere gore anlamli bir artig gosterilmistir. Bununla
birlikte MDA-MB-231 biiyiime hormonu meme kanseri hiicrelerinde benzer bir sonug
gOriilmiistiir.

PDI, katlanmamis ve yanlis katlanmis protein cevabi (UPR) sirasinda PERK 'nin temel
bir redoks duyarli aktivatorii olarak gorev almaktadir. MDA-MB-231 dogal tip ve
biilylime hormonu meme kanseri hiicreleri triptolid (20 nM) ve metformin (2mM)
uygulamasiyla PDI ‘in anlatimi kontrole ve triptolid uygulan hiicrelere gore bir
degisiklik gostermemisken metformin ile triptolid uygulanmasiyla bir artig
goriilmiistiir. Bununla birlikte, MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri sadece
triptolid uygulanmasiyla bir artis goriilmiisken triptolid ile metformin uygulanmasi

triptolide gore dnemli bir artis gézlemlenmistir (Sekil 20).

MDA-MB-231 Dogal Tip MDA-MB-231 BH+

Triptolid (20nM)
Metformin (2mM)

+ + + +
- - + + E - + +

Sekil 21 MDA-MB-231 dogal tip ve biiyiime hormomnu meme kanseri hiicre hattinda triptolid ve
metforminin endoplazmik retikulum stresi iizerinde etkisinin zamana bagh gosterilmesi.

Proapoptotik iiyeler Bad, kaspaz ve APAF-1 gibi serbestlesmesini uyarmakta ve
mitokondri  zarmnin ge¢is porlarinin  agikhigini - degistirerek  sitokrom-c’yi
serbestlestirmekte ve boylece apoptozu etkilenmektedir. Bad’in anlatim1 MDA-MB-
231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid uygulanan hiicreleri

kontrole gore Bad anlatimini anlamli bir artis gézlenmemistir.
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MDA-MB-231dogal tip meme kanseri hiicreleri tek basina triptolid uygulanan
hiicreleri kontrole gore kaspazin anlatiminda 6nemli bir artig gostermemisken ikili ilag
uygulanan hiicreleri sadece triptolid uygulanan hiicrelere gore anlamli bir artis
gozlemlenmistir. APAF-1’in anlatim1 ise MDA-MB231 dogal tip meme kanseri
hiicreleri tek basma triptolid uygulan hiicrelerinde kontrole gore degisiklik
gdzlemlenmemis. Ikil ilag uygulanan hiicrelerin APAF-1’nin anlatimi sadece triptolid
uygulanan hiicrelere gore dnemli bir artis gostermistir. MDA-MB-231 BH+ meme
kanseri hiicrelerinde triptolid uygulanan hiicreleri, ikili ilag uygulanan grubu sadece
triptolid uygulanan hiicrelere gore anlamli bir artig gostermistir.

Antiapoptik tiyeleri Bcl-2 gibi, Bcl-2’nin MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri
hiicrelerinde sadece triptolid uygulandiginda anlatimi indiiklenirken triptolid ile
metformin kombin uygulandiginda bu etkiyi geri ¢ekilmistirr MDA-MB-231 BH+
meme kanseri hiicrelerinde de Bcl-2 anlatimi igin yakin bir etki goriilmistiir. PARP
(ADP-riboz) polimeraz, DNA onarimi, genomik stabilite ve apoptozunda yer alan bir
proteindir. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde PARP’1n anlatiminda
onemli bir sonu¢ alinmamigken BH+ hiicrelerinde triptolid uygulanan hiicreleri
kontrol grubuna gore artis gozlemlenmistir. Bununla bagli olarak PARP’1n anlatimi
triptolid grubu ikili ilag uygulanan grubuna gore 6nemli bir artis gozlemlenmistir
(Sekil 21).

MDA-MB-231 Dogal Tip MDA-MB -231 BH+

Triptolid (20nM) - + - + - + - +
Metformin (2mM) - - + + . - + +
APAF-1 _ 130 kDa
Bcel 2 _ 26 kDa
Kaspaz 7 _ 20-35 kDa
Pan- Aktin _ 45 kDa

Sekil 22. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda
Triptolid ve Metforminin Apoptotik Proteinlerin Anlatimi1 Uzerine Etkisinin
Gosterilmesi
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Janus kinaz (JAK) sinyal transdiiseri ve transkripsiyon (STAT) yolaginin aktivatorii,
hiicre canlilig1 ve sag kalimmnda o6nemli roller oynamaktadir [126]. MDA-MB-231
dogal tip meme kanseri hiicrelerinde STAT 1’in anlattimi triptolid uygulanan
hiicrelerinde kontrol grubuna gore bir artis gézlemlenmistir. Triptolid ile metformin
uygulandiginda STAT1’in anlatimi triptolid uygulanan hiicrelere gore bir azalma
gosterdigini gorillmiistiir.

MDA-MB-231BH+ meme kanseri hiicrelerinde STATI’in anlatimi ikili ilag
uygulanan hiicreleri triptolid grubuna gore bir artis goriilmiistiir. STATS in anlatimina
bakildiginda dogal tipte kombinenin uygulanmasiyla triptolid grubuna gore artis
gostermistir. BH+ hiicrelerinde ikili ilacin uygulanan hiicreleri triptolid grubuna gore
Oonemli bir artis goriilmiistiir (Sekil 22).

MDA-MB 231 Dogal Tip  MDA-MB 231 BH+

Triptolid (20nM) - + - + = + - +
Metformin (2mM) - - + + - - + +

STAT 1 ——— . —

i J

Sekil 23. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda
Triptolid ve Metforminin Jak-STAT Yollarin Gosterilmesi.

4.6.2.CHOP promotor (-649/+136)-pmCherry Plazmit Trasfeksiyon

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerine m-cherry CHOP plazmiti
transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Plazmit CHOP promotor (-649/+136)-pmCherry
promotorii takilmis olan bu plazmiti hiicrelerde ER stresi gostermektedir. Plazmiti
i¢ine alan hiicrelerde ER strese sokuldugunda kirmizi bir 1s1ma gdstermektedir. Pozitif
kontrol olarak hiicrelere tunikamisini uygulanmaktadir. Tunikamisin, ER
(endoplazmik retikulum) stresi indiiklemek ve hiicre Olimiini indiikklemek igin
katlanmamis protein cevabi (UPR) aktive etmek iizere yaygin olarak kullanilan bir
antibiyotiktir. Triptolid uygulanan MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ Kkanser
hiicrelerindeki 1s1ma kontrole gore artirtlmistir. Ayrica MDA-MB-231 dogal tip ve
BH+ kanser hiicrelerine triptolid ile birlikte metformin uygulandigindaisima triptolid

uygulanan hiicrelere gore 6nemli bir artis gostermistir (Sekil 21).
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Sekil 24. MDA-MB-231Dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde CHOP
aktivasyonu floresan gosterilmesi.

MDA-MB-231 dogal tip

MDA-MB-231 BH+

4.6.3. MDA-MB-231dogal tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicrelerinde Metformin ile

Triptolid Uygulamasinin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde (20 nM) triptolid ile (2
mM) metforminin uygulanmasiyla hiicre dongiisii gosterilmistir. MDA-MB-231 dogal
tip meme kanseri hiicre hatlarinda triptolid (20 nM) uygulanmasiyla S popiilasyonunda
kontrole gore anlamli artis gostermistir. MDA-MB-231meme kanseri BH+ hiicre
hatlarinda (20 nM) triptolid popiilasyonunda ise yine S popiilasyonunda anlamli bir
artig gosterilmistir. Triptolid ile her iki hiicre hatlarinda S popiilasyonunun artis1 hiicre
oliimiine neden olmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda triptolid’in hem MDA-MB-
231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii lizerinde S fazini
durdurucu etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte G2/M popiilasyonunda
ise diislise sebep olmaktadir. Metformin (2 mM) ve triptolid (20 nM) uygulanmasinin
MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda G1 popiilasyonunda
kontrole gore anlamli bir artig gostermistir. Metforminin (2 mM) ve triptolid ile birlikte
uygulanmasi sonucunda ise MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde %1,6 SubG1l
popiilasyonu, %58,1 G1 ve 16.6% G2/M popiilasyonu goriiliirken, BH+ hiicrelerinde
%1,4 SubG1 popiilasyonu ve %57,2 G1 ve G2/M %28,1 popiilasyonunun varligi
belirlenmistir (Sekil 24).
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Triptolid (20nm)

Metformin (2mm)

MDA-MB-231 dogal tip

MDA-MB- 231 BH+

Hiicre Popiilasyonu(%)

Sekil 25. MDA-MB-231 Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri
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BOLUM V
1.1 TARTISMA

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir [127]. Meme
kanseri genellikle lobiillerde (siit bezleri) veya loblari meme ucuna baglayan
kanallarda baslamaktadir [128]. Teshis edilen meme kanserinin ¢ogu, hormona baglh
oldugunu tespit edilmektedir [49]. Bu hormonlarin meme kanserlerinin biiylimesini
yonlendiren bir sebep oldugu goriilmektedir [129].

Biiyime hormonu, plasental laktojen ve prolaktin ile beraber peptid hormonu ailesine
aittir. Bu hormonlar, meme kanseri gelisimi ve biiyiimesinde etki edebilmektedir
[130]. Fresno ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapilan ¢alismaya gore Prolactin Janus
kinaz (JAK) / Sinyal transdiiseri ve transkripsiyon (STAT) ve Ras-Raf-mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolaklarimi etkiledigi goriilmiistiir [131]. Meme
kanserinde BH+ roliinii arastirmak {izere bir klinik ¢alismada 48 meme kanserli hastay1
analiz edilmistir. Bu analizin sonucu biliylime hormonu ve reseptOriinii meme
kanserinde normal meme hiicreleriyle kiyaslatildiginda yukar1 dogru indiikledigi
goriilmiistiir [132]. Bununla bagl olarak birgok bilylime faktoriiniin (6rnegin, VEGF)
ve hormonlarin (0strojen) meme kanserinin gelisimini etkiledigi bilinmektedir. Ayrica
meme kanserli hastalarin serumunda biiyiime hormonu (BH) ile birlikte reseptorii
(GHR) de artig gosterilmistir [6]. Otokrin biiyime hormonu iizerine yapilan bir
caligmada tlimor biliylimesini, hiicre proliferasyonu, metastaz1 ve siirekli direng
gosterdigi gorlilmistir [7]. BH anlatimi kazandirilmis meme kanseri hiicreleri
(MCF10) invazyon ve metastazin indiiklendigi ispat edilmistir [8]. Daha once
laboratuvarimizda yapilan arastirmalar sonucunda, BH+ T47D meme Kkanseri
hiicrelerinde kurkumini kullanilarak NF-kB sinyal yolu aktive edilmis ve boylelikle,
otokrin BH direncini 6nlendigi ispat edilmistir [63]. BH+ MCF-7, MDA -MB-453 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde zamana bagli olarak kurkumin
uygulanmastyla hiicrelerin ilaca karst direnci azaltilmistir [7]. Cin’de 2012 yilinda
yapilin bir ¢aligmada BH+ MDA-MB-435S ve T47D kanser hiicrelerinde biiyiime
hormonun IR ile birlikte radyoterapide kullanilarak arttirildig1 ispat edilmistir [64].
2019 yilinda BH+ ve IGF-1+ MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kemoterapotik
ilaglara direng gosterdigini ve 6liim oranini arttirdigini ispat edilmistir [65]. Chiesa ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan arastirmaya gore hGH+ hepatoselliiler kanser

hiicrelerinde hGH+ hiicrelere gore daha hizli gogalmasini indiikledigi goriilmiisken,
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hGH+ antagonismi kullanarak bu ¢ogalmay1 inhibe ettigi ispat edilmistir [66]. 2008
yilinda yapilan bir ¢calismaya gére MCF-7 BH+ hiicrelerinde MAPK sinyal yolagi
aktive ettigini ve JAK/STAT sinyal yolagini inhibe ettigi gorilmistiir [67]. MCF-7
Meme tiimorlerindeki BH ifadesini, tliimdriin biiylimesini, apoptozu azalttifin1 ve
hiicre ¢ogalmasini indiikledigi goriilmiistiir [68]. Karmal ve arkadaslar tarafindan
yapilan bir ¢aligmaya gore, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine eksojen olarak ilave
edilmis ve hGH apoptozu inhibe edildigi goériilmiistir [69]. 2018 yilinda VEGFA
(vaskiiler endotel biliyime faktori A) MDA-MB-231 meme Kkanseri
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismaya gore in vivo olarak triptolid uygulanmasiyla
kontrole gore tiimoriin baskiladigr ispat edilmistir [70]. Bununla bagh olarak BH+
meme kanseri hiicrelerinin bazi kemoterapétik ajanlara karsi direncli oldugu
goriilmustiir. Tamoksifen [62], doksorubisin [133] ve mitomisin C [134] gibi degisik
kemoterapotik ilaglara karsi olan direncin otokrin BH anlatimindan kaynakli oldugu
meme kanseri in vitro modellerinde tespit edilmistir. Buna kars1 olarak meme kanseri
izerine yapilan bazi ¢alismalar biiyiime hormon ve reseptorii varligi meme kanserin
Onlemesi ve tedavi i¢in yararli bir rolii olabilecegini diistintilmistiir [135]. Hipofiz
hormonlari ve reseptorleri, meme kanserinde tek baslarina veya farkli tedavi
yontemleri ile birlikte dnemli bir terapdtik rol oynadigini disiinilmistiir [49]. Ancak
BH, meme ve kolon kanserinde tiimor biiyiimesini arttirdigi kanitlanmistir[136].
Otokrin BH karsinom hiicre proliferasyonunu, sag kalimini, biiylimeyi ve gégmeyi /
invazyonu arttirabildigi goriilmiistiir [137]. Hormonlar, meme kanseri gelisiminde ve
biiytimesinde 6nemli bir etken oldugu bilinmistir [138-139].

Bu tezdeki amacimiz otokrin BH alinimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerindeki
ilag direncinin ER stres apoptotik 6liim siirecinde rol alan hiicre sinyalleriyle iligkisini
gostermektir. Bu kapsamda oncelikle literatiirdeki bilgiler 15181inda ER stres siirecinin
modellenebilmesi igin zamana bagl triptolid uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre
canlilig1 tlizerine etkisi gosterilmesidir. Tez g¢alismasi sonucuna gore otokrin BH
anlatim1 yapan MDA-MB-231 hiicrelerinde triptolid hiicre canlilig1 iizerine ket vurucu
etkisi dogal tipe kiyasla 24 saatten sonra belirgin olarak goriilmiistir.

Anti kanser ilaglarin tersine, bitki kaynakli ilaglar, yan etkilerin azaldigini gostermis
ve kombinasyon ve ilag tedavisine bagli ters terapi direncindeki etkinligi artis
gostermistir [119-120]. Bununla bagl olarak, Cin otunun kok ekstraktindan izole
edilen dippen tri-epoksit olan triptolid, Celastraceae ailesinin Tripterygium

wilfordii'sinin en az yan etkileri olan etkili bir anti kanser ilaci olarak 6nemi
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aratilmistir. Triptolid, Cin’de, romatoid artrit, lupus, Behget hastaligi, sedef hastaligi
ve merkez sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir [140].
Triptolidin in vitro pankreatik kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe etmesi ve in vivo
timor biliylimesini Onledigi tespit edilmistir [141]. Cin’de Multipl myeloma (MM)
lizerinde yapilan arastirmada Triptolid, RIZ1'in protein ekspresyonunu arttirmistir.
Boylece hiicre proliferasyonu inhibe etmistir. Ayrica, U266 hiicrelerinde kaspaz
bagimli apoptozu indiikledigi gosterilmistir [142]. Pankreas kanseri hiicreleri tizerinde
in vivo yapilan bir ¢alismada triptolid apoptotik ve otofajik yolaklarin1 indiikleyerek
hiicre dlimiine gittigi ispat edilmistir [143]. Triptolid'in, G1/S fazinda ESCC hiicre
dongiisii durmasini, siklin D1-CDK4/6 diizenlemesi ve kaspazlann aktivasyonu
yoluyla apoptozu indiikledigi gézlemlenmistir. Ek olarak, triptolidin sirasiyla p53 ve
MAPK / ERK sinyal yolu ile hiicre apoptozisini ve metastazin1 diizenledigini ortaya
cikarmistir. Bunula birlikte, triptolid'in ESCC {izerindeki inhibitor etkisi, fare
ksenogreft modelinde dogrulanmustir [144]. insan meme kanseri ERo-pozitif MCF-7
hiicreleri ve ERo-negatif MDA-MB-231 hiicrelerinde Triptolid antikanser
mekanizmalarini, insan meme kanseri hiicrelerine ve ozellikle Gstrojen reseptor-o
(ERa) kaynakli sinyal yolunun tutulumuna kars1 arastirilmistir [145]. MDA-MB-231
hiicreler iizerine yapilan bir arastirmada MDA-MB-231 hiicrelerinde triptolid
uygulanmasi ile kaspaz-3 aktivasyonu, iliskili apoptotik yolu otofaji sinyal yollarini
modiile ederek hiicre 6liimiinii tesvik ettigi ispat edilmistir. Bu nedenle, MDA-MB-
231 hiicrelerinde, apoptozis ve otofaji yolaklar1 arasindaki farkliliklar, triptolid
kaynakli hiicre olimiinde onemli bir rol oynamaktadir [146]. Bircok kanserde
koruyucu bir mekanizma olan artan otofaji yolagi siireci, uygun kemoterapotik
ajanlarin miidahalesiyle proapoptotik bir olay olarak yeniden programlanabilmektedir.
Triptolid'in TNBC hiicre proliferasyonunu tesvik eden ve hiicre 6liimiinii / apoptozu
Onleyen yolaklar iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in daha fazla hiicre bazli, in vivo
calismalar terapotik etkinligi gosterilmistir [83]. 2014 yilinda yapilan bir ¢alismaya
gore ERo+ MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde triptolid
uygulanmas1 ERK1/2 fosforilasyonu inhibe ederek, hiicrelerin biiyiimesini inhibe
ettigi ispat edilmistir [145]. Baska bir ¢alismada MDA-MB-231 meme Kkanseri
hiicrelerinde triptolidin uygulanmasiyla PERK, elF2a anlatimi ve ROS olusumu
arttirdig1 goriilmiistiir [84]. Triptolid, MCF-7 meme kanseri hiicreleri fokal adezyon
kinazi yoluyla, doza bagli olarak hiicrenin biiyiimesini azalttig1 ispat edilmistir [85].

Farkli kanser hiicre hatlarinda triptolidin uygulanmasi1 apoptozu p53 yolu aktive
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ederek tesvik ettigi kanitlanmistir [86]. 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada triptolid
uygulanmasi kanser hiicrelerindeki DNA hasarina neden olmustur [87]. Baska bir
arastirmada farli1 dogal iirlinlerden izole edilen ilaglar1 triptolid dahil olmak {izere
kullanarak meme kanseri hiicreleri cogalmasi, gosterdigi direnci ve metastazi biiyiik
olgiide inhibe ettigi ispat edilmistir [88]. 2018 yilinda MCF-7 meme kanseri hiicreleri
triptolid uygulanmasi Erk1/2 aktifleserek otofojiyi ve apoptozu indiiklemistir [80].
MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A kontrol olarak kullanarak spesifik olmayan
MKP-1 inhibitorii triptolid ile tedavi ederek meme kanseri hiicre biiylimesini
azaltmistir [89]. MDA-MB-231, BT-474 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerine
triptolid uygulanmastyla Wnt / B-katenin sinyal yolu ile apoptozu tesvik edilmistir
[90].

Farelerden elde edilmis 4T1 meme kanseri hiicreleri ve in-vivo olarak triptolid
uygulanmasi apoptozu indiiklemis ve hiicre ¢ogalmasini azaltmistir [91]. 2014 yilinda
yapilan bir ¢calismada BALB/ ¢ fare modelinde triptolid uygulanmast mock ilacina
gore timor bilylimesini 6nemli derecede inhibe ettigi goriilmistiir [92]. Triptolid,
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde NF«xB aktive ederek PLDI1 anlatiminin
arttig1 ve hiicre gogalmasini inhibe etdigi goriilmiistiir [93]. Prostat kanseri ve meme
kanserinde triptolid uygulanmasi apoptozu indiikledigi ispat edilmistir [79]. 1991
yilinda yapilan bir ¢alismada koloni, meme ve mide kanserinde koloni olusum
potansiyelinin azalttig1 goriilmustiir [94]. Triptolid tedavisi akciger [9], prostat [147],
mide [79], pankreas [148], yumurtalik [149] ve 16semi [150] tedavisinde etkili
oldugunu gosterilmistir. 2012 yilinda yapilmis bir ¢alismada triptolid tedavisinin
uygulanmasiyla ti¢ farkli maligan hiicrelerinde MDA-MB-231, BT-474 ve MCF7
kleaved kaspaz 3 ve kaspaz 9’linde artis gdostererek apoptozun indiikledigini
kanitlanmistir [83]. MIA PaCA-2 ve S2-VP10 pankreas kanser hiicrelerinde 24 saat
100 nM triptolid uygulandiginda PERK-elF2a ekseni ve Irela-XBP1 bu iki farkli ER
stres yolunu indiikledigi gorilmistiir [151]. MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri
tizerine (40 ng) triptolid uygulanan bir arastirmada zamana bagli olarak enduplasmic
reticulum setresine ve pro apoptozu bakildiginda triptolid grubunun IREla ve BiP’in
anlatimi1 24 saatte kontrole gore 6nemli bir artis gdstermisken, 48 saat benzer bir sonug
goriilmiistiir. Bunula birlikte Bax ve Bcl-x ‘e bakildiginda Bax’in anlatimi 24 saat
triptolid uygulanan grubu kontrole gore anlamli bir artis gostermisken, 48 saat
uygulanan grubu 24 saat uygulanan grubuna gore onemli bir artis gostermemistir

[84].Yapilan birkag arastirmaya gore triptolid’in in vivo olarak yiiksek dozla
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kullanilmasi toksik olma ihtimali varmis [152] diye triptolid’in proformasini takviye
etmek iizere triptolid ile birlikte bir ilag daha uygulanmistir [145].

Metformin (1,1-dimetil biguanid) hepatik glukoz ¢ikisini azaltarak ve insiilin
duyarliligin1 artirarak etki edebilen bir ilagtir [153]. Tip 2 diyabet tedavisinde ¢ok
yaygin bir sekilde kullanilmistir. Son zamanlarda potansiyel ve iyi bir anti kanser ajani
olarak daha fazla dikkat ¢ekmistir [154].

Hem in vitro hem de in vivo ¢alismalardan elde edilen laboratuvar sonuglari,
metforminin apoptozu indiikledigini, bazi kanser hiicrelerinde doza bagli olarak tek
bagina metforminin kullanilmast timdr biiyiimesini engelledigini  gdstermistir.
Bununla birlikte [131, 132, 133] klinik ¢aligmalar metformin kullanimimin bazi
kanserlerde ve kansere bagli 6lim riskinde anlamli bir azalma gosterdigi
kanitlanmistir [156].

MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri, hiperglisemik ve normoglisemik ortamda
metformin ile muamle edilmistir. 25 ve 5 mM glukozlu ortamda zamana ve doza baglh
olarak metformin uygulanip ve MTT testi gerceklestirilmistir. Sonug¢ olarak
Metformin, sadece normoglisemikte kosullarda MDA-MB-231 hiicre biiyiimesini
inhibe edilmistir [4].

Endoplalazmik retikulum (ER) stresi kanser hiicrelerinde ilaca bagli hiicre apoptotik
Olimi  hicrelerinde biiyilk rol oynamaktadir. Endoplazmik retikulumunda
katlanmamuis proteinler birikmesiyle ya da ilaca maruz kaldiginda katlanmamus protein
cevabin1 (UPR) aktif halle gelmektedir. BiP, katlanmamis protein cevabini aktif halle
gelmesinden sorumludur. PERK ise ER liimeninde yeni sentezlenmis proteinlerin
birikmesini 6nleyen elF2a’y1 fosforile ederek transkripsiyonu diizenlemektedir. IRE1,
bazi pro-apoptotik proteinlerin artirmasini saglamaktadir [157]. Yapilan birkag
arastirmaya gore meme karsinomu hiicre hatlart MCF-7, MDA-MB231, HS578T ve
HCC1500 hiicrelerinde BiP’in anlatiminda artis goriilmistiir [158].

Metformin, diabetes 2’in tedavisinde kullanilan standart bir ilagtir. Metformin, hepatik
glukoneogenezi azaltarak, plazmadaki glukozun konsantrasyonu azaltmaktadir [159].
2005 yilinda Metformini kullanan diabetik hastalarda kanser oram1 %23‘e kadar
distiigti gortlmustiir. Arastirmalar in vivo ve in vitro olarak Metformin apoptoz,
otofaji ve hiicre dongiisii durmasini indiikledigini gostermistir [160]. Metformin,
glukozun sentezini dnleyen ve insiilin duyarliligini arttiran bir ilagtir [161].

2009 yilinda, MD kanser merkezinde Metformin, diyabetli hastalarda pankreas

hastalig1 riskini azaltdigi ortaya koyulmustur [162]. Ayrica Metforminin hiicre
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proliferasyonunu inhibe ettigini, DNA hasarini edebildigini ve hiicre dongiisii
tutuklamasini indiikledigi ispat edilmistir [163]. /n vivo ve in vitro olarak Triptolid ile
birlikte pek ¢ok ilag kombine edilmistir. 2019 yilinda in vitro olarak MDA-MB-231
ve MDA-MB-436 meme kanseri hiicrelerin tizerinde  triptolid ile birlikte
AG1024 uygulanmis apoptoz etkisine bakildiginda triptolidin anti kanser etkisinde
AG1024 ile uygulandiginda sadece triptolid uygulanana bir artig gosterilmistir [152].
2015 yilinda triptolidin antikanser mekanizmasini arastirmak amaciyla farkli kanser
hiicrelerine triptolid ile tripterin in vivo ve in vitro olarak arastirilmis ve sonug olarak
triptolidi bagka ilaglarile kombine olarak kullanarak kanser hastalar1 i¢in umut verici
bir segenegi oldugu diistiniilmiistiir [164]. Fakat literatiirde Metformin ile triptolidin
kombine uygulanmasinin BH+ meme kanseri hiicreleri iizerindeki etkisi
incelenmemistir. Ayrica 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada MDA-MB-231
hiicrelerine triptolid’in uygulandiginda hiicrelerin popiilasyonunda G1 fazinda biiyiik
bir azalma goriilmistiir [146]. Laboratuvarimizda yapilan daha onceki ¢alismada
otokrin MDA-MB-453 BH+ hiicrelerinde doza bagl olarak triptolidin uygulanmasiyla
hiicre canliligmni azaltmistir. 24 saat sonra 20 nM triptolidin uygulamasiyla BH+
hiicrelerinin Bcl-2 ailesini eksprese edildigini goriilmiistiir.

Birkag ¢alismada triptolidin antienflamatuar etkisine ek olarak in vitro ¢esitli kanser
hiicrelerinin ¢ogalmamasinin inhibe edebildigini ve in vivo tiimdriin biiylimesini
engelledigi goriilmistir [165]. Triptolid’in etkisine fare modelinde bakilmis ve sonug
olarak farelerdeki tiimorlerin kiiglilmesine neden olmustur [166]. Bununla birlikte
Cin’de yapilan klinik ¢aligmalar triptolidin 16semide %87 ve mononiikleozitler %71’e
kadar azalttig1 gortilmistiir. Triptolid, kanserli hiicrelere kars1 proapoptotik etkilere
sahip bir ila¢ oldugunu saptanmistir [167]. SW480 ve Caco 2 kolon kanseri hiicreleri
hatlarinda 100 nM triptolid 72 saat boyunca uygulanarak yara iyilesme deneye
yapilmis ve sonug olarak kontrol grubu triptolid grubuna gore yaranin kapanmasi
goriilmistiir. Ayni ¢calismada Facs Hiicre Akis Sitometre Pl Analizi yapilmis ve sonug
olarak hiicre popiilasyonunu G1 fazinda inhibe edilmistir [168]. Farkli ¢alismada
triptolidin pankreas kanseri hiicre hatlarinda GRP78'in ekspresyonunu baskilayarak
ER stresini indiikledigi ispat edilmistir [151]. Bununla birlikte 2013 park ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada Wnt / B-katenin sinyalini inhibe ederek
kaspazi indiikledigi goriilmiistiir [169]. 2018 yilinda Triptolidin VEGFA anlatim1
MCF7, MDAMB231 ve T47D meme kanseri hiicreleri proliferasyonunu ihibe ve

(ERK)1/2 aktivasyonu inhibe edildigi goriilmiistiir [170]. Ayrica meme kanseri
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hiicrelerinde triptolidin kisa siireli bir sekilde uygulandiginda (3 saat) Paclitaxel,
Fluorouracil ve Mitomycin C gibi kemoterapi ilaglarindan 6zelikle Doxorubicinini
anlamli bir artis gostermis ve sonug olarak triptolidin farkli kemoterapi ilaglariyla
kullanmasini 6nermistir [87]. MDA-MB 468 ve MCF7 meme kanseri hiicre hatlarina
Triptolidin MDM2/ Akt yeni sinyal yolunu etki ederek antikanser etkilerini de
gosterilmis ve hiicreler proliferasyonu G1 fazinda indiikledigi goriilmistiir [171].
Cheng ve arkadaslar tarafindan yapilan bir arastirmada MDA-MB-231 ve MCF7
hiicrelerine triptolidin farkl siireli ve farkli dozlar olarak muamelesiyle kaspaz 3’1
PARP’1 indiikleyerek kB yoluyla hiicrelerin apoptoza gitmesine yol agmistir [172].
2011 yilinda MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine triptolidin doza bagl
olarak belirgin bir sekilde tiimoriin biiylimesini azalttigini ve hiicrelerin yapigsma
giiciinii kayip ettigi gozlemlenmistir [85]. Birka¢ ¢alismada triptolidin in vivo ve in
vitro olarak antiproliferatif etkilerini farkli kanser hiicrelerinde gosterilmistir [153-
154]. Triptolid farkli kanser ¢aligmalarinda PDL’1n etkisini ihibe ettigi gortlmiistiir
[174]. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde triptolid PLD’1n biiyiik bir sekilde
inhibe ettigi gozlemlenmistir [175]. Ayrica Triptolid’in akciger kanserine karsi
antiapoptotik etkilerini goriilmiistiir [176]. Birka¢ arastirmada 60’tan daha fazla
tiimorde anti-tiimor ve baskilayici bir etkisi oldugu bulunmustur [158- 67]. Calismalar,
triptolidin anti-tiimor ilaglardan daha giiglii bir ilag ve ilaglara duyarli kanserlere karsi
onemli bir etkiye sahip oldugu goriilmistiir [178]. Triptolid, in-vivo ve in-vitro ¢ok
sayl galismalar ve gozlemlerde dogal bir anti-enflamatuar, immiinostipresif ve anti-
tiimor tesire sahip bir ilag oldugunu bilinmis ve ispat edilmistir. Kanserli hiicrelerin
cogalmasinin baskilamasinda, apoptozu indiiklemesinde ve anti-timor olarak dnemli
bir rol oynamasini tespit edilmistir [179]. 2019 yilinda AML 16sem kanseri hiicrelerine
diisiik doz triptolid uygulandiginda STATS’i ve FLT3{i indiikleyerek apoptoza gittigi
goriilmistiir [180]. MHCC-97H hiicrelerinde NF-kB sinyal yolunu indiikleyerek
tiimorijenezini baskiladigi goriilmiistiir [181].

Ma ve arkadaglar tarafindan yapilmis bir arastirmaya gore triptolidin PANC-1 insan
pankreas hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini ve timorii apoptoza gittigi
goriilmiistiir [182]. Caligsmalar, triptolidin tiimorlere direng gosteren kemoterapotik
ilaglarin duyarhiginda artis géstermistir [183]. 2019 yilinda yapilan bir arastirmada
Triptolid, TLR4 / NF-xB yolarin1 indiikleyerek apoptoz ifadesini artirdigini
gostermistir [184]. 2019 yilinda Ak cigerinde triptolidin uygulanmasina bakilmis ve

Bax’in anlatiminda artig gosterdigini ve Bcl-2’in anlatiminda azalma gosterdigi
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goriilmiistiir [185]. ABD’de triptolidin tlizerinde yapilan bir klinik ¢alismasinda farkli
kanser hiicrelerinde gii¢lii bir anti-timor ve in-vivo olarak bir umut verici bir ilag
oldugu ispat edilmistir [186].

Ayrica, ¢ok sayl arastirmalarda triptolid kanser hiicrelerine kars1 anti- proliferasyon
ve anti-enflamatuar etkilerine sahip bir ilag oldugunu tespit edilmistir [162- 163].
Bununla bagli olarak Triptolid farkli kanserlerde apoptozu indiikleyrek anti-kanser
ilaglara duyarligini arttirdigini1 géstermistir [188]. 2018 yilinda akciger hiicrelerinde,
kemoterapi tedavi ve ilaglara karsi bir direng gosteren bir kanser tiirii oldugu igin
hiicrelere ilag olarak 50 nM triptolid uygulanmis ve sonug¢ olarak Nrf2 yolunu
indiikleyerek direnci kirmayi gosterdigi goriilmistiir [189]. Rahim agzi kanserli
hiicrelerine triptolid bir tedavi oldugu gortilmiistiir [190].

Bununla birlikte in-vitro ve in vivo olarak Triptolidin akciger kanseri, pankreas kanseri
ve kolon kanserinde hiicre metastazini, hiicre giicinii ve timdriin biiylimesini
baskilayici olarak ¢ok dnemli bir rol oynadigini gostermistir [191]. Triptolid, akciger,
karaciger, meme, prostat ve yumurtalik kanserlerinde hiicre apoptozu goriildiigi tespit
edilmistir. Son arastirmalar, meme kanseri ve 6zelikle de TNBC’in kemoterapik
ajanlar ve ilaglara karsi direng gosterdigi arastirilmistir [139]. MDA-MB-231 ve
MCF7 meme kanseri hiicre hatlarinda triptolid zamana bagl olarak uygulanmis 48
saat ve 72 saatten triptolidin apoptotik etkisini anlaml bir sekilde goriilmiistiir [192].
Farkli bir ¢alismada triptolidin 400 nM/L MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin %25’
apoptoza gitmesi bulunmustur. Ayni ¢alismada Beclin-1’in anlatiminda 100 nM
triptolidin uygulanmasiyla anlamli bir artis gosterdigini ve otofojiye ve ERK yolunu
aktive ederek apoptoza gittigi ispat edilmistir [80]. Bagka bir ¢alismada MDA-MB-
231 doza bagh olarak triptolidin uygulanmasiyla otofojiyi ve apoptozu indiikleyerek
hiicre canligini azalttig1 gézlemlenmistir. Ayn1 ¢aligmada fareler iizerinde triptolid
uygulanmasiyla 6liim etkisi gosterilmistir [193]. BGC-823 mide kanseri ve MCF-7
meme kanseri hiicrelerine triptolid muamelesinde Western blot analizini yapilmis ve
kaspaz3 ve c-kaspaz 3’e bakilmis, sonu¢ olarak apoptotik yolunun indiikledigi
goriilmustiir [194] [195].

MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarin tizerinde doza
baglh ve zamana bagli triptolidin uygulanmasiyla 25 nM konsantrasyonunda hiicre
canliliginda %50’e kadar bir azalma goriilmiis ve PI analizi yapildiginda G0/G1

fazinda 6liimiini indiikledigini ve apoptozu gozlemledigini gostermistir [146].
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2016 yilinda yapilan bir ¢alismada MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin doza bagl triptolid uygulandiginda sag kalim analizi ger¢eklestirilmis ve
50-200 nM triptolidin uygulanmasiyla hiicre 6liimiinde biiytik bir artis gdzlenmis ve
kaspaz-3’i aktive ederek apoptozu indiikleyebilmistir [172]. Birkag arastirmada meme
kanserinde biiyiime hormonu in -vivo ve in-vitro olarak kemoterapotik ilaglara karsi
direng gosterdigi goriilmistiir [196].

Calismalar in-vitro ve in-vivo otokrin biiyiime hormonu tiimoérde metastazi, gé¢ ve
invazyonu indiikledigi goriilmiistiir [197]. Son arastirmalar, otokrin biiyiime hormonu
meme kanserinin gogiinii, epiteliomesenkimal gecisini ve inyazyonu indiikledigi
goriilmistiir [52]. BH ve BHR meme kanserinde seviyesi yiiksek oldugu ve meme
kanseri hiicresinin prolifrerasyonu tesvik ettigi bulunmustur [198]. Minoia ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir arastirmaya gore (TNBC) hiicrelerinde BH+
olmasint apoptozu Onlendigi gorillmiistir [133]. 2001 yilinda yapilan baska bir
calismada biiyiime hormonu tiimériin biiytimesiyle ilgili oldugunu western blot analizi
yaparak rapor edilmistir [132].

Calismalar, Meme kanseri oranlar1 ve gelismesi dolasimdaki biiyiime hormonu ve
prolaktin ile iligkisi oldugunu goriilmistiir. Bununla birlikte PRL ve GH meme
kanserinde ¢ok benzer yollar1 indiikleyerek meme kanseri gelisiminde etken
gostermistir. JAK2/STAT3, JAK2/STATS ve ERK gibi aktiflestirerek hiicre canligi,
¢ogalmasi ve metastazi indiikledigi gostermistir [65]. Normal meme hiicrelerinde BH
ifadesinde bir artis gostermesi, epitel hiicre ¢cogalmasi ile iliskilidir. Ancak meme
karsinomu hiicrelerinin en yiiksek BH seviyesi sahip oldugu bilinmistir [199]. in vivo
calismada, farelerde serumdaki BH ve IGF’1n orani %10°e kadar diisiirdiigiinde meme
kanseri hiicrelerin bilylimesinde 6nemli bir inhibe ettigi goriilmiistiir [200].

2001 yilinda yapilmis bir aragtirmada insanlarin boyu kanser riski ile iligkili bir etken
olup olmadigin1 arastirilmis ve sonug olarak uzun boylu kadinlarda %22’e kadar artis
goriilmistiir [201]. BH tedavileri goren hastalarda bile kanserle iligkili 6liim oran1 daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir [202].

Bu tezdeki amacin dogrultusunda BH anlatimi olan MDA-MB-231 hiicrelerinde
triptolid kars1 1ilag direng¢ mekanizmasindaki ER stresin roliinii gdstermesi
hedeflenmistir. BiP, PERK, IRE1a gibi ER stresinde temel rol oynayan molekiilerinin
anlatimmin imiimiinoblotlama yaparak MDA-MB-231 BH+ meme Kkanseri

hiicrelerinde indiikledigi goriilmiistiir.
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BiPin anlatim1 24 saat triptolid (20 nM) uygulamasiyla kontrole goére bir artis
gostermisken triptolid (20 nM) ile birlikte Metformin (2 mM) uygulandiginda sadece
triptolide gore dnemli bir artis gostermistir. Ancak MDA-MB-231 dogal tip meme
kanseri hiicre hattinda ER stres anahtar1 olan PERKin anlatim1 24 saat triptolid (20
nM) uygulamasiyla kontrole gore artig gostermistir. Triptolid ile metformin
uygulandiginda bu etki geri ¢ekilmistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre
hattinda PERKin anlatimi 24 saat triptolid (20 nM) uygulamasiyla kontrole gére bir
artis gostermisken triptolid (20 nM) ile metformin (2 mM) birlikte uygulanmasiyla
triptolide gore 6nemli bir degisiklik gostermemistir. IREla, katlanmamig protein
cevabinda 6nemli bir algilayici olarak sayilmaktadir [203]. Triptolid uygulana MDA-
MB-231 dogal tip hiicrelerinde IRE 1o’ nin anlatiminin baskiladigi goriilmiisken MDA -
MB-231 triptolid ile metforminin uygulanmasi triptolide gore bir degisiklik
gbzlenmemistir. Bununla birlikte MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde
IREla’nin anlatiminda triptolid uygulanmasi kontrole gore anlamli bir indiikleme
gozlemlenmistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ile
Metformin uygulandiginda triptolide gore anlamli bir indiikleme goriilmiistiir.
MDA-MB-231dogal tip kanser hiicreleri 24 saat triptolid (20 nM) uygulandiginda
calnexin  anlatimin1  kontrole gore arttirdigii  goriilmisken  kombinenin
uygulanmasiyla bu etkiyi geri ¢ekildigi gorilmistir. MDA-MB-231 BH+
hiicrelerinde Canlexin anlatim1 kombinenin uygulanmasi triptolid uygulanan hiicrelere
gore bir degisik gdstermemistir.

Calreticulin yanlis katlanmis proteinlere baglanir ve endoplazmik retikulumdan Golgi
aparatina verilmesini 6nlemektedir. MDA-MB-231dogal tip meme kanseri
hiicrelerinde (20 nM) triptolid uygulanan hiicreler Calreticulin anlatimi kontrole gore
onemli bir degisiklik goriilmemisken (20 nM) triptolid ile metformin uygulandiginda
tek basina triptolid uygulan hiicrelere gore anlamli bir artig gosterilmistir. Bununla
birlikte MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde benzer bir sonug gortilmustiir.
MDA-MB-231 dogal tip ve biiylime hormonu meme kanseri hiicreleri triptolid (20
nM) ve metformin (2 mM) uygulamasiyla PDI ‘in anlatimi1 kontrole ve triptolid
uygulan hiicrelere gore bir degisiklik gostermemigsken metformin ile triptolid
uygulanmasiyla bir artig goriilmiistiir.

Bununla birlikte, MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri sadece triptolid
uygulanmasiyla bir artis goriilmiisken triptolid ile metformin uygulanmasi triptolide

gore Onemli bir artis gozlemlenmistir MDA-MB-231 dogal tip meme Kkanseri
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hiicrelerinde STAT1’in anlatimu triptolid uygulanan hiicrelerinde kontrol grubuna gore
bir indiikkleme goriilmiistiir. Triptolid ile metformin uygulandiginda STATI’in
anlatimi triptolid uygulanan hiicrelere gore bir azalma gosterdigi goriilmiistiir. MDA-
MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde STAT1’in anlatim1 ikili ila¢ uygulanan
hiicreleri triptolid grubuna gore bir indiikleme goriilmiistiir. STATS’in anlatimina
bakildiginda dogal tipte kombinenin uygulanmastyla triptolid grubuna gore indiikleme
gostermistir. BH+ hiicrelerinde ikili ilacin uygulanan hiicreleri triptolid grubuna gore
O6nemli bir artig goriilmiistiir.

Bu tezdeki verilen bilgiler 15181inda amacimiz; laboratuvarimizda yaratilmis otokrin
BH anlatim1 yapan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda se¢ilmis dozlarla
(Triptolid 20 nM) triptolidin uygulanmasiyla apoptotic etkisini arttirmak amaciyla
anti-proliferasyon etkisi olan Metformin ile birlikte kombine ederek BH+ sinyaline
bagl ilag direncini kirmayr hedeflemistir. Bu amag¢ dogrultusunda Metforminin
triptolid bagli hiicre canliliginda triptolid karsi direng gosteren BH+ anlatimi yapan
MDA-MB-231 hiicrelerinde metforminin triptolid ile uygulanmasi sonucunda hiicre
canlig lizerinde istatistiksel olarak anlamli baskilayici etki saptanmistir. Bununla baglh
olarak BH+ anlatimi yapan MDA-MB-231 hiicrelerin triptolid ile metforminin
uygulanmasiyla sag kalim analizin sonucunda triptolide gbére Onemli bir artis
gosterdigi ispat edilmistir. Triptolid ile beraber metforminin uygulanmasinin triptolide
kars1 direng gosteren BH+ anlatim1 yapan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiiklendigi gosterilmistir.

Metforminin otokrin BH anlatim1 kaynakli triptolidin direnci tizerine etkisi koloni
olusum deneyinde ket vurucu etkisi MDA-MB-231 hiicrelerinde MTT ve floresan
boyamalarini destekler nitelikte sonug verilmistir.

Bax, apoptozu indiikleyebilen bir protein oldugu bilinmis ve Bax’in ekspresyonu
apoptoza giden hiicrelerde artis gostermektedir [204]. Ayrica, triptolid ve metforminin
kombine uygulanmasinin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ hiicrelerinde pro-apoptotik
protein Bax ekspresyonunun anlatimimi sadece triptolidin varliginda kontrole gore
anlamli  bir indiikleme goriilmemistir. Ancak Triptolid ile Metforminin
uygulanmasiyla kontrol ve sadece triptolid uygulanan grubuna gore Bax’in anlatimi
anlaml bir artig géstermistir.

Kaspazlar, apoptozu gegirmeyen hiicrelerde inaktif olmaktadir. Fakat aktif halle
gelmesi i¢in proteolitik parcalanmasi gerekmektedir [205]. Kaspaz 7’ anlatiminda

MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde triptolid uygulandiginda [205]
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kontrole goére bir artis gdstermisken kombinede bu artisi geri c¢ekilmistir. Ancak
MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde triptolidin uygulanmasiyla biiyiik bir degisiklik
gosterdigi goriilmiisken, triptolid ile Metformin birlikte uygulandiginda anlamli bir
artis gozlemlenmistir.

APAF-1’in anlatimi ise MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicreleri tek bagina
triptolid uygulan hiicrelerinde kontrole gére degisiklik gdzlemlenmemis. ikil ilag
uygulanan hiicrelerin APAF-1’nin anlatim1 sadece triptolid uygulanan hiicrelere gore
Oonemli bir artis gdstermistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid
uygulanan hiicreleri, ikili ila¢ uygulanan grubu sadece triptolid uygulanan hiicrelere
gore anlamli bir artis géstermistir.

PARP-1’in fragmanlar1 farkli hiicre 6liimiinde bir role sahip oldugu tartisilmaktadir
[206]. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde PARP’in anlatimina
bakildiginda triptolid uygulanmasiyla kontrole gore anlamli bir artis gostermistir.
Metformin ile triptolid uygulandiginda bu etkiyi geri ¢ekilmesi goriilmiistiir. MDA -
MB-231 BH+ meme kanseri hiicrlerinin PARP’1n anlatimu triptolidin uygulanmasiyla
kontrole gore bir artis gostermisken kombinenin uygulanmasiyla anlamli ve belirgin
bir artig gostermistir.

Bununla birlikte anti-apoptotic olarak Bcl-2 anlatimma bakilmistir. Bcl-2, timor
gelisimindeki 6nemli bir rol oynayan bir proteindir, hiicre canligini arttiran ve
apoptozu bloke edebilmektedir [186- 187]. Bununla bagli olarak Bcl-2 anlatimi
arttirllmis  kanser hiicrelerinde otofajiyi baskiladigi ve apoptozu engelledigi
goriilmiistir [208]. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2’in
anlatimt triptolidin uygulanmasiyla kontrole gore bir azalma gostermigken, ikili ilacin
uygulanmasiyla daha biiyiik bir azalma goriilmiistir. MDA-MB-231 BH+ meme
kanseri hiicreleri Bel-2 “in anlatimu triptolid uygulandiginda kontrole gore bir azalma
gostermisken triptolid ile metformin uygulandiginda triptolide gére anlamli bir azalma

gostermistir.
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MDA-MB-231 BH+

Proliferasyon ilag Direnci invazyon ve
Metastaz

N |/

Triptolid+Metformin

Apoptoz

Sekil 26. Triptolid ve Metforminin Kombin Uygulanmasimn MDA-MB-231
Dogal Tip ve BH+ Meme Kanseri Hiicrelerinde Invazyon ve Metastatik Profil,
Ila¢ Direnci, Hiicre Proliferasyonu, Apoptoz Etksi.

Triptolid lizerinde yapilan arastirmalar, SW480 ve Caco 2 kolon kanseri hiicreleri
hatlarinda 100 nM triptolid 72 saat boyunca uygulandiktan sonra PI Boyamasi ve Facs
Hiicre Akis Sitometre Analizi yapilmis ve sonug¢ olarak hiicre popiilasyonunu G1
fazinda ihibe edilmistir [168]. MDA-MB 468 ve MCF7 meme kanseri hiicre hatlarina
Triptolidin MDM2/ Akt yeni sinyal yolunu etki ederek antikanser etkilerini de
gosterilmis ve hiicreler proliferasyonu G1 fazinda indiikledigi gorilmistir [171]
Bununla birlikte triptolidin MDA-MB-231 hiicrelerinde G0/G1 fazinda hiicre
dongiisiine ket vurdugu gorilmistiir [146]. Ayrica triptolide uygulamasmin BiP,
PERK ve PDI gibi ER stres anahtar molekiillerin anlatimin1 indiikledigi hem dogal tip
hem de BH+ MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde gosterilmistir. Bununla
birlikte metformin ve triptolide ikili ila¢ uygulamasinin G1 fazinda hiicrelere ket

vurdugu gorilmiistiir.
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Bu tezde ile ilk defa metformin ve triptolid beraber uygulamasinin otokrin GH anlatimi
kazandirilarak invasiz-metatstatik profili arttirtlmis TNBC meme kanseri modeli
MDA-MB-231 hiicrelerinde ER stresinin rolii ve ilaglarin apoptotik etkisi
gosterilmistir.

Gelecekte yapilacak fare modellerinde, in vivo ve pre- klinik ¢aligsmalar i¢in bu veriler
15181yla meme kanserinde ve 6zelikle hormonlara kars1 direng iizerinde kombine ilacin

uygulanmasini onerilmektedir.
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EKLER

Tablo 4. Alt ve iist jel icerikleri

dH20 3,4 ml
1,5M Tris-HCI 2,5 ml
%10 SDS 0,1 ml
Akrilamid 4 ml
%10 Amonyum Persiilfat 75 ul
TEMED 10 ul
Alt jel
dH20 3,075 ml
0,5 M Tris-HClI 1,25 ml
%10 SDS 0,05 ml
Akrilamid 0,67 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0,04 ml
TEMED 0,01 ml

Tablo 5. Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez )

) _ Gel XL ultra V-2 BioRad
sistemi
Hassas Tarti LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (20ul-200ul) EH46925 Thermo
ﬁfgiﬁ’;p et (200pl- T27274 Thermo
Otoklav 0TO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
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Millipore Direct

Distile Su Cihaz1 TANKPEO30 Q-
SuUVv
oH Metre N315 SEM/Mettler
Toledo
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolab1 (No frost) 4263TMB Argelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Gili¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Ultra Low Temperature

New Brunswick

Dondurucu (-80°C) Freezer, B
Scientific
U725 innova
Elektroforez Aletleri BioRad
Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI C6
Tablo 6. Hiicre Kiiltiiriit donanimlari
ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPLP
6 kuyucuklu petri 92006 TPLP
96 kuyucuklu petri 92096 TPLP
75cm2 hiicre biiyiitme
90076 TPLP
kaplari
25cm2 hiicre biiyiitme
90026 TPLP
kaplar1
100mm hiicre biiyiitme
93100 TPLP

kaplari
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60mm hiicre biiyiitme

93060 TPLP
kaplari
Steril pipetler (5ml) 94005 TPLP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPLP
Siringa filtreleri (0.22 um) 99722 TPLP
Enjektor seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
DMEM Medium 41966-029 Gibco
MCF-7 hiicreleri 61062004 ATCC
MDA-MB-231 hiicreleri 61093072 ATCC
Tablo 7. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

SIGMA-
Saf Etanol 32221

ALDRICH

SIGMA-
Metanol 24229

ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Akrilamid / Bis-Akrilamid SIGMA-

A9099

30% cozelti ALDRICH
Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
DMSO K46505343 517 MERCK

SIGMA-
DMSO D2650

ALDRICH
EDTA A2937 Applichem
DIOCs Boya 2129966 Fluka
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DCFH-DA Boya C6827 Invitrogen
4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, D1306 Thermo Scientific
Dihydrochloride
SIGMA-
Pl Boya P4170-100MG
ALDRICH
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
) ) SIGMA-
p-Coumaric Asid C9008-1G
ALDRICH
Luminol A2185 Applichem
SIGMA-
MTT Soliisyonu M2128-5G
ALDRICH
Phosphate buffered saline
BE17-51-5F LONZA
(PBS)
SIGMA-
Sigir Serum Albumin (PSA) | A2153-10G
ALDRICH
SDS (Sodyum dedosil )
UN1888 Applichem
stilfat)
Protein Izolasyonu
78501 Thermo
Tamponu
Page Ruller Plus Prestained
26619 Fermentas
Protein Ladder
SIGMA-
Agaroz A9539
ALDRICH
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
SIGMA-
Asetik Asid 27225
ALDRICH
SIGMA-
Ethidium Bromide E1510
ALDRICH
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
1 kb Marker SM1163 Fermentas
6X yiikleme Tamponu R0631 Fermentas
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Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
o SIGMA-

Triptolid C1386-10G

ALDRICH
Sodyum Kloriir A2941 Applichem
Tween 20 S6740684 348 MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem

Santa Cruz
Yagsiz Siit Tozu SC-2325 )

Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H202 Hidrojen peroksi K39218400838 MERCK
ExPrime Taq PCR Kiti G-4000 Genet Bio
Trizol 10296010 Thermo
Tripure 11 667 165 001 Roche
Rnase Free Water 42480093 QIAGEN
iScript cDNA Sentez Kiti 1708891 Bio Rad
Human GH ELISA GR180572-1 Abcam
Millipore Falcon
Centrifugal 4FC901024 MERCK
Filters

SIGMA-
Neomisin G8168

ALDRICH
Invasion Chamber 354483 BD Bioscience
Super Block T20 Blocking

37536 Thermo
Buffer
FuGENE® 6 Transfection
E2692 Promega

Reagent
Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Hidroklorik Asit K43804717 239 MERCK
Kloroform UN1888 Applichem
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
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Tablo 8. %12’lik SDS-PAGE Jel icerigi

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,4 ml 3,075 ml
. 1,125ml (0,5M,
Tris-HCI 2,5ml (1,5M, pH: 8,8)
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 0,005ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05ml
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