T.C.
ISTANBUL KULTUR UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

TRIPTOLID VE METFORMIN UYGULAMASININ DOGAL TiP MDA-MB-
231 VE BUYUME HORMONU ARTTIRILMIS MDA-MB-231 HUCRE
HATLARINDA APOPTOTIK VE OTOFAJIK ETKILERININ
INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Gizat RAKHMATULA

1700004566

Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Program: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Tez Danismani: Dog. Dr. Pmar OBAKAN YERLIKAYA

OCAK 2020



T.C.
ISTANBUL KULTUR UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

TRIPTOLID VE METFORMIN UYGULAMASININ DOGAL TiP MDA-MB-
231 VE BUYUME HORMONU ARTTIRILMIS MDA-MB-231 HUCRE
HATLARINDA APOPTOTIK VE OTOFAJIiK ETKILERININ
INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Gizat RAKHMATULA

1700004566

Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Program: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Tez Damismani: Do¢. Dr. Pinar OBAKAN YERLIKAYA
Jiiri Uyeleri: Prof. Dr. Ajda COKER GURKAN

Dr. Ogr. Uyesi Prof. Dr. Elif Damla ARISAN (Gebze Teknik Universitesi)

OCAK 2020



ONSOZ

Tez calismami tamamlama siirecinde bilgileri ve tecriibeleriyle bana yol gésteren,
destegini benden hig¢ esirgemeyen ve gostermis oldugu sabrindan dolay: ¢ok saygi
duydugum degerli damisman hocam Sayin Dog¢. Dr. Pmar OBAKAN-
YERLIKAYA’ya,

Yiiksek lisans egtimim ve laboratuvarda galistigim siire boyunca bilgi ve birikimlerini
benimle paylasan Sayin Prof. Dr. Narcin PALAVAN UNSAL, Sayin Prof. Dr. Elif
Damla ARISAN ve Sayin Prof. Dr. Ajda COKER GURKAN’a,

Deneysel calismalarimizda her konuda yardimci olan ve deneyimlerini bizden
esirgemeyen Aras. Gor. Ozge BERRAK, Aras. Gor. Pelin OZFILIZ ve Aras. Gér.
Burcu AYHAN SAHIN’e sonsuz tesekkiir ederim.

Yiikseklisans egitimim ve labaratuvarda calistigim siire boyunca her zaman bana
yardimci olan ve ayni ortam1 paylasmaktan mutluluk duygugum arkadaslarim: Amani
ABDULMUNEM, Berre SERRA AKDENIZ, Elif KANSIZ, Kadriye KOYUNCU,
Zeynep Elif APAYDIN, Tamer GUMUS, Bortecine SEVGIN, Mervenur COBAN,
Osman Or¢gun OKUMUS, Kaan ADACAN ve Sina KASHANTI ye tesekkiirlerimi borg
bilirim.

Beni yalmz birakmayan ve her konuda destek olan KIRGOZ ailesine ve kardesim
Ahmet BAHADIR KIRGOZ e sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Manevi destekleriyle her zaman yanimda olup sonsuz destek veren Khairulla
MASSADIKOV’a ve onun ailesine en kalbi tesekkiirlerimi sunarim.

Uzagimda olsalar da hep sevgi ve desteklerini hissettigim sevgili babam Gaziz
KIRGIZOV, annem Ardak MADUANOVA, kardeslerim Alua, Almat ve Adiya’ya

sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

ONSOZ......ooooeoeeeeee ettt ettt e, ii
ICINDEKILER ........ooooioieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt il
KISALTMALAR ..ottt en sttt n st n st annenansns vi
SEMBOL LISTEST .........cooviiiiiiiieeeeeecee ettt Viii
SEKIL LISTEST ......cooviiiiitieeeectcee ettt sn sttt X
TABLO LISTESI ..ottt Xi
(0721 3 AR Xii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt s sttt s sttt s st st s e XIiii
1 GIRIS VE AMAC ....coooioiieeeeeeetee ettt ettt en s 1
2  GENELBILGILER..............cooooiiiieeeeeeeeeeeeee et 2
2.1 MEME KANSERI ..ottt 2
2.2 UCLU NEGATIF MEME KANSERI .....ccoviviiiiiecee e 2
2.2.1 Uglii Negatif Meme Kanserinin Epidemiyolojisi ve Risk Faktérleri....... 4
2.2.2  Uglii Negatif Meme Kanserinin EtiyolojiSi.........coccevieririveinrererierennne, 4
2.2.3  Uclii Negatif Meme Kanseri Olusumunun Molekiiler Mekanizmast ..... 5
2.3 BUYUME HORMONU..........coomeeiieieeeeiessesessiseesesesesis s ses s sesensssansnsnen 7
2.4 UCLUNEGATIF MEME KANSERINDE BUYUME HORMONUNUN
231 £ (OO 9
2.5 BUYUME HORMONUNUN KEMODIRENCTEKI ROLU ..........c..c......... 10
2.6 BUYUME HORMONUNUN METASTAZDAKI ROLU........ccceovurvrvnnneee. 11
2.7 UCLU NEGATIF MEME KANSERININ TEDAVISI......cccccoovvviiecieee, 11
2.7. 1 CITANI.cccvii i e 12
A S 16 Yo (=1 - o | ISP 12
2.7.3  KEIMOTEIAP ...cevveeeeieite ittt sttt bbb 13
2.7.3.1 TNBC'de adjuvan KEmMOTErapi ........cccuverireeiieieie s 13



2.8 TRIPTOLID ettt sttt ettt e e et ettt e e e e e e e e e e e e e s e e e eeeeeerarnreeaeeees 14

2.8.1 Triptolidin Molekiiler Hedefleri.........ccoooviiiiiiiiiiiiiciiecceeeee s 14
2.8.2 Triptolidin Etki Mekanizmalari..........ccococvviviiiiiiniiiiiiec e 15
2.9 METFORMIN ......cccoooviiiiieieistcecee ettt 16
2.9.1 Metforminin Molekiiler Hedefleri ..........coooniiiniiiiniiiieie e 16
2.9.2 Metformin Kanser Hiicrelerindeki Etki Mekanizmalart ........................ 17
2.10  APOPTOZ....iee ettt et 18
2.10.1 Intrinsik (i¢S€1) APOPLOZ....cvcveveverererererererereietsre ettt 19
2.10.2 Ekstrinsik (digsal) @pOPLOZ .......cccoueeiiiiiiiiiiiiiesie i 20
211 OTOFAJL oot 23
2.11.1 Otofaji tIPIEri...cceeieeee e 24
2.11.2 MaKIrOOtOTa]i.....c.vecvieieiic it 24
2.11.2.1 Ulkl protein kinaz kompleksi ................cccooeuviiiiniciiiniiiieiiienn 26
2.11.2.2 Vps34-Beclin PI3K- KOMPIEKST ........ccccoviiiiiiiic 26
2.11.2.3 ATGI12 konjiligasyonu SiStemi.........cc..ccuvirvveiiiiiiiiiniiiniisiieiisieniens 26
2.11.2.4 LC3 liPIdasyONU ......ccociureieiieiieeiieiieeie e seesie e sa e ee e e sre e snees 27
2.11.3 Kanserde Otofajinin ROIU .......coiveiviiiiiiiiiiee e 27
MATERYAL VE METOD ..o 31
3.1 HUCRE KULTURU ..ottt 31
3.2 HUCRE CANLILIGININ BELIRLENMEST .....c.ovcotiiiniicncrcienee, 32
3.3 TRIPAN MAVISIILE HUCRE SAGKALIMININ BELIRLENMESI......... 32
3.4 ASILI DAMLA TEKNIGI....c.oiiiriiiiiinesisesssse e 33
3.5 PROPIDYUM IYODUR BOYAMA VE FACS ANALIZI .......cccoccovinirnnn. 33
3.6 YARA IYILESTIRME YONTEMI ......c.ccoooiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeee s 33
3.7 YUMUSAK AGAR TEKNIGI .......cocoiiiiiiieeiceeceeee e, 34
3.8 KOLONI FORMASYON DENEYT .....coovoiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeee e 34
3.9 BRADFORD PROTEIN MIKTAR TAYINI .....ccoveviiiieeeeeeeeeee 34
310 IMMUNOBLOTLAMA .....cooviriiiiiiiniiniieeeississiessse s 35
3.10.1 Proteinlerin Hazirlanmast .........cccocoveiiiiiiiiiieiic e 35
3.10.2 Membrana Transfer ve Bloklama.............cccccooviininiiiiiic 35



4

SONUCLAR ... s 37

4.1 DOZA BAGLI TRIPTOLID UYGULANMASININ MDA-MB-231 DOGAL
TiP VE BH+ MEME KANSERI HUCRELERINDE HUCRE CANLILIGI
UZERINE ETKISININ GOSTERILMEST .......coovevriiieieeeseeee e 37
4.2 DOZA BAGLI TRIPTOLID UYGULAMASININ MDA-MB-231 DOGAL
TIP VE MDA-MB-231 BH+ MEME KANSERI UZERINDE APOPTOTIK
ETKISININ GOSTERILMEST ......oooiviiiiiciieeccsse e 38
4.3 ZAMANA BAGLI TRIPTOLID UYGULAMASININ MDA-MB-231
DOGAL TiP VE MDA-MB-231 BH+ MEME KANSERI UZERINDE
ETKISININ GOSTERILMESI VE METFORMIN iLE
TRIPTOLID+METFORMIN DOZUNUN BELIRLENMESI ..........ccccoevvevrnnen, 41
4.4 MDA-MB-231 DOGAL TiP VE MDA-MB-231 GH+ MEME KANSERI
UZERINDE TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE
UYGULAMASININ ETKIiSi AKRIDIN ORANJ BOYAMASI iLE
GOSTERILMEST ......ooiiiiiieceeseeeee ettt 44
45 MDA-MB-231 DOGAL TiP VE MDA-MB-231 GH+ MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDE TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE
UYGULAMASININ ETKiSI YUMUSAK AGAR TEKNIGI ILE
GOSTERILMEST .....ooiiiiiiiiceceeeeeeee ettt 46
4.6 TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
KOLONI OLUSUMU UZERINE ETKIiSININ MDA-MB-231 DOGAL TiP VE
BH+ MEME KANSERI HUCRELERINDE GOSTERILMEST .........ccocovovvvvanee 49
4.7 TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
MDA-MB-231 DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERI HUCRELERI
UZERINE ETKISININ ASILI DAMLA MODELI TEKNIGI ILE
GOSTERILMEST ..ottt sttt 51
4.8 TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
MDA-MB-231 DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERI HUCRELERI
UZERINE ETKISININ YARA IYILESME YONTEMI iLE GOSTERILMESI . 54
4.9 TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
OTOFAIJi VE APOPTOTIK OLUM UZERINE ETKISININ MDA-MB-231
DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERI HUCRELERINDE GOSTERILMESI



5

6

7

8

TARTISMA ...ttt ettt be et e e b e e nn e e 59
KAYNALKG A ...ttt sttt e et ae e e e 66
EILER ...t 76
7.1 KULLANILAN COZELTILER.......ccccetiueieteiiieeeeeeetes e, 76
7.1.1 Hiicre Dondurma Medyasi Hazirlanist (10 ml i¢in).........cccovevvriierrinnnne. 76
7.1.2 Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlanisi (10 ml i¢in)...........cc.ee..... 76
7.1.3 5X Laemmli Tamponunun Hazirlanis1 (10 ml i¢in).......ccceevveviviininnnnns 76
7.1.4 Bradford Cozeltisinin Hazirlanisi (250 ml 1¢in).......cccoevveviivieiiieiniinnns 76
7.1.5 Tris-Baz Cozeltisinin (1,5 Molar) Hazirlanigt (pH 8,8)......cccccoovvieinen. 77
7.1.6 Tris-Baz Cozeltisinin (0.5 Molar) Hazirlanigt (pH 6,8).........cccovvvennen. 77
7.1.7 %10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (100
100 IR o3 1) TP ROUPRR 77
7.1.8 %30 (v/v) Akrilamid/Bis-Akrilamid Cozeltisinin Hazirlanigt (100 ml
icin) W . F N R . 77
7.1.9 %10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (10 ml
icin) SR A N A W 77
7.1.10 10X Ydiirtitme Tamponun Hazirlanist (pH 8,3) ...ccvvvviviiiiiiiiiciiiiee, 77
7.1.11 10X Transfer Tamponunun Hazirlanist (pH 8,3) ....ccccovviiiiiiiiiiiiiine. 78
7.1.12 %12 (v/v) Poliakrilamid Jel Hazirlanisi..........ccocoooiiiiiiiiiiiice, 78
7.1.13 10X Tris Tampon (TBS) Cozeltisinin Hazirlanisi (pH 7,6)..........ccc.e.... 78
7.1.14 %S5 (w/v) Siit Cozeltisinin Hazirlanist (50 ml igin)......ccccoveviviivennnnne. 78
7.1.15 5 Tris-Baz Cozeltisinin (1 Molar) Hazirlanigt (pH 8,5)......ccccvvvvviinnnn. 79
7.1.16 50x TAE Cozeltisinin Hazirlanist (1L i¢in) (pH 8,6) ...ocovvevvvviiiiennennne. 79
7.1.17 Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlanigi (10 ml i¢in) ......cccevvvveiiiiiiinnnns 79
7.1.18 Luminol Cozeltisinin Hazirlanigi (10 ml i¢in) .....ooovevviieeiiieniiieeiiinns 79
7.1.19 10X Fosfat Tampon Cozeltisinin (PBS) Hazirlanisi (pH 7,4) ............... 79
7.2 KULLANILAN CIHAZLAR ...t 80
7.3 HUCRE KULTURU DONANIMLARI .....ocooviviiirieeieeeeeee e, 80
7.4 KIMYASAL MADDELER.......coooiiiiiie s 81
7.5 KULLANILAN ANTIKORLAR ...ttt s 83
OZGECMIS ...ttt 84



KISALTMALAR

Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
AO: Akridin turuncusu

APS: Amonyum persiilfat

ATG: Otofaji iliskili protein

ATP: Adenozin trifosfat

Bax: Bcl2-iligkili X proteini

Bcl-2: B-hiicresi lenfoma-2

Beclin-1: Bcl-2 etkilesimli protein

BH: Bliyime Hormonu

BH+: Biiyiime hormonu anlatimi indiiklenmis
BSA: Sigir serum albiimin

CLB: Hiicre 6ziitleme tamponu

CO2: Karbondioksit

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DiOCé6: 3, 3’-diheksiloksakarbosianin iyodiir
DMSO: Dimetil stilfoksit

DNA: Deoksiribo niikleik asit

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

FDA: Gida ve Ilag Idaresi

FBS: Fetal sigir serumu

H,0,: Hidrojen Peroksit

IFN: Interferon

LC3: Mikrotiibiil iligkili protein-hafif zincir 3
MAPK: Mitoj enle aktiflestirilmis protein kinaz
mTOR: Memeli rapamisin hedefi

MTT: Metiltiazol difeniltetrazolyum bromiir
PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PI: Propidyum iyodiir

PI3K: Fosfotidilinositol-3 kinaz

PK: Prostat Kanseri

ROS: Reaktif oksijen tiirevi

SDS: Sodyum dodesil siilfat

Vi



TBS: Tris tamponlu tuz

TBS-T: TBS-Tween

TEMED: Tetrametiletilendiamin
TLR: Toll benzeri reseptor

TNF: Tiimor nekroz faktorii

UV : Ultraviyole

TNBC: Uglii Negatif Meme Kanseri
vd. : ve digerleri

sa. : Saat

vii



SEMBOL LISTESI

%: Yizde

°C: Santigrat derece
pg: Mikrogram

ul: Mikrolitre

uM: Mikromolar
be : Baz cifti

cm : Santimetre
cm?; Santimetre kare
g: Santrifiij kuvveti
gr: Gram

kDa: Kilodalton

L: Litre

M: Molar

mA: Miliamper

ml: Mililitre

mm: Milimetre

nm: Nanometre

pH: Hidrojen kuvveti

rpm: Dakikadaki doniis sayisi

sa: Saat
V: Volt

viii



SEKIL LiSTESI

Sekil 2. 1. Uglii Negatif Meme Kanserinin olusma mekanizmasi[22]........c.ccceevevnee. 6
Sekil 2. 2. Biiylime hormonu sinyal mekanizmasi [31] .....ccccovveiiiiniiiiniiiieiiiiesiiens 7
Sekil 2. 3. Triptolidin kimyasal yapisi.(Pubchem’den alinmistir) .........ccccceeevennennee. 14

Sekil 4. 1. Doza bagl triptolid uygulamasinin bagil hiicre canliligina etksinin MTT
tESt 11€ GOSTETIIMEST..euveiieieieie et 37
Sekil 4. 2. MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde zamana bagl tiptolid uygulamasinin
DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI boyama ile, mitokondri membran potansiyeline
etkisi DIOC6 boyama ile, hiicre dliimiine etkisi propidyum iyodiir boyama sonrasi
fliioresan mikroskobi ile 1ZIENMISHIT. ........ccccveeeiiiiiiie e 39
Sekil 4. 3. MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde zamana bagh tiptolid uygulamasinin
DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI boyama ile, mitokondri membran potansiyeline
etkisi DIOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum iyodiir boyama sonrasi
fliloresan mikroskobi ile 1ZIENMISHIT. .........cccvviiiiiiiie e 40
Sekil 4. 4. MDA-MB-231 DT hiicrelerinde zamana bagli tiptolid ve metforminin farkl
doz uygulamasinin DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI boyama ile, mitokondri
membran potansiyeline etkisi DiOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum
iyodiir boyama sonrasi fliioresan mikroskobi ile izlenmistir. ...........cccooeviiieninnnnnne 42
Sekil 4. 5. MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde zamana bagl tiptolid ve metforminin
farkli doz uygulamasinin DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI boyama ile, mitokondri
membran potansiyeline etkisi DiIOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum
iyodiir boyama sonrasi fliioresan mikroskobi ile izlenmistir. ...........ccccoovviieneinnnnne 43
Sekil 4. 6. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve
metformin tek ve kombine uygulamasinin otofajik vakuol olusumu {izerine etkisinin
akridin oranj boyamast ile gOSterilmesi. .......cccvvviiiiiiiiiicse e 45
Sekil 4. 7. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve metformin
tek ve kombine uygulamasinin koloni olusumu ve hiicre canliligina etkisinin yumugak

agar teknigi 1le OStErIIMEST ......vveiviiiiiiiiii e 47



Sekil 4. 8. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve metformin tek
ve kombine uygulamasinin koloni olusumu ve hiicre canliligina etkisinin yumusak
agar teknigi 11e @OSTETIIMEST ...vvviivviiiiiii it 48
Sekil 4. 9. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve
metformin uygulamasinin koloni olusumu iizerine etkisinin gosterilmesi. ............... 50
Sekil 4. 10. Zamana bagl triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin 3D
olarak MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre kiiltiiriinde etkisinin gosterilmesi
(FFFPK0.000L). .t 52
Sekil 4. 11. Zamana bagh triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin 3D
olarak MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre kiiltiiriinde etkisinin gosterilmesi
(FFFFPK0.000L). ettt 52
Sekil 4. 12. MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve kombine
uygulamasini takiben 24 saat , 48 saat , 72 saat sonrasinda yara iyilesmesi modelinde
olusturulan yariklarin Kapatilmasi. ..........ccceeieiiiininiiinieeeee e, 53
Sekil 4. 13. MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve
kombine uygulamasini takiben 24 saat , 48 saat , 72 saat sonrasinda yara iyilesmesi
modelinde olusturulan yariklarin kapatilmast. ...........cccoceviieiieieneieseceee 54
Sekil 4. 14. Triptolid ve metformin uygulamasinin dogal ip ve BH+ MDA-MB-231
hiicrelerinde  otofajide  gorevli  proteinlerin  anlatim1  iizerine etkilerinin
immunoblotlama ile gOSterilmesi.........ccccvviviiiiiiiiiii s 55
Sekil 4. 15. Triptolid ve metformin uygulamasinin dogal ip ve BH+ MDA-MB-231
hiicrelerinde  apoptozda gorevli proteinlerin  anlatimi1  iizerine etkilerinin
immunoblotlama ile gOSterilmesi.........ccccvviviiiiiiiiiii s 56
Sekil 4. 16. Triptolid ve metformin uygulamasinin dogal ip ve BH+ MDA-MB-231
hiicrelerinde  apoptozda gorevli proteinlerin  anlatimi iizerine etkilerinin
immunoblotlama 1l€ GOStErTIMEST ........cocviviiiiiic s 58
Sekil 4. 17. Triptolid ve metformin uygulamasinin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+
hiicrelerinde  otofajide  gorevli proteinlerin  anlatimi  iizerine etkilerinin

immunoblotlama ile gOSterilmesi............coooeviiiiiiiiiii 58



TABLO LiSTESI

Tablo 2. 1. Uclii negatif meme kanseri alt tipleri..........ccocovvvvvivrvrveeeeieirerieeesesseseenenenas 3
Tablo 2. 2. Fizyolojik ve patolojik kosullarda apoptoz..........ccccceevvviriiiiniiiieiiineene, 18
Tablo 2. 3. intrinsik apoptotik yolakta gérevli moleKiller .............cccevurerereererrirennn. 19
Tablo 2. 4 Ekstrinsik apoptotik yolakta gérevli molekdller.............ccoovvviviiiiiinnnnn. 21
Tablo 2. 5. Apoptotik yolaklarin diizenleyicileri .........ccoccveriiiiieiiiniieiieceeee e 22
Tablo 2. 6. Kaspazlar ve kaspaz inhibitorleri.........ccocvviviiiiiiiiie i 22
Tablo 2. 7. Memelilerdeki otofaji genleri ..., 24

Xi



OZET

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii olup, kansere bagh 6liimlerin
onde gelen nedeni olarak tanimlanmaktadir. Biliylime hormonunun (BH) artan
ifadesinin, meme kanserinde hiicre biiylimesine, ila¢ direncine ve metastaza neden
oldugu bulunmustur. Triptolid, kanser Onleyici aktiviteye sahip Tripterygium
wilfordii'den izole edilmis bir diterpenoittir. Verilerimiz asirt BH+ anlatimi bulunan
MDA-MB-231 hiicrelerinin dogal tip MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla tripitolid
tedavisine kars1 bir direng mekanizmasi sergiledigini gostermistir. Bu direnci agsmak
icin, triptolid ile anti-tiimorijenik etkiye sahip bir anti-diyabetik ajan ve meme kanseri
yonetiminde potansiyel bir adjuvan olan metformin es zamanli uygulanmistir.
Bulgularimiz, BH + hiicrelerinin, metformin ile birlikte uygulandiginda artan hiicre
canlilig1 kaybi, mitokondriyal membran potansiyel kayb1 ve apoptotik hiicre 6liimii
gosterdigini tespit etmistir. EK olarak, kombine tedavi nedeniyle koloni boyutlari
onemli 6l¢iide azaldi. Otofaji, stres kosullar1 altinda enerji seviyesini kontrol etmek
icin makromolekiillerin, zarar gormiis organellerin lizozoma iletildigi bir hiicresel
stiregtir. Hiicreler, otofaji yolaklarmi kontrol ederek proliferasyon veya apoptoz
arasinda bir denge olusturabilmektedir, bu bir kemodiren¢ mekanizmasi olarak
Onerilmistir. Verilerimiz, triptolid ve metformin ile islenmis MDA-MB-231 ve MDA-
MB-231 BH+ hiicrelerinde otofaji indiiksiyonunda énemli bir degisiklik olmadigini

gostermistir.
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ABSTRACT

Breast cancer is identified as the most common cancer among women and the leading
cause of cancer-related deaths. Increased expression of growth hormone (GH) has been
found to cause cell growth, drug resistance and invasion-metastasis in breast cancer.
Triptolide is a diterpenoid isolated from Tripterygium wilfordii with anti-cancer
activity. Our data showed that GH overexpressing MDA-MB-231 cells exhibited a
resistance mechanism against tripitolide treatment when compared to wild type MDA -
MB-231 cells. To overcome the resistance, we combined triptolide with metformin, an
anti-diabetic agent with anti-tumorigenic effect and a potential adjuvant in the
management of breast cancer. Our findings indicated that GH+ cells exhibited
increased cell viability loss, mitochondrial membrane potential loss and apoptotic cell
death with metformin co-treatment. In addition, colony sizes were significantly
decreased due to combined treatment. Autophagy is a process of cellular self-
degradation during which macromolecules, damaged organelles are delivered to the
lysosome in order to control energy level under stressed conditions. Cells can control
proliferation or apoptosis by changing the level of autophagy, it has been proposed as
a chemoresistance mechanism. Our data showed that there was no significant change
in the autophagy induction in MDA-MB-231 wt and GH+ cells treated with triptolide

and metformin.
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1 GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik tanimlanan kanser ve kansere bagli 6liimlerin
onde gelen nedenidir. Her yil tahminen 1 milyon meme kanser vakasi teshis
edilmektedir. Bunlarin 150.000’den fazlas1 iiclii negatif olarak tanimlanmaktadir. Uglii
negatif meme kanseri, 6strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) protein
ekspresyonu olmamasi ve HER2 protein asir1 ekspresyonu olmamasi ile tanimlanir.
Meme Kkanserinin olusumunu tetikleyen faktorler arasinda yas, iireme ve adet oykiisii,
fiziksel aktivite eksikligi, obezite ve tip Il diyabet ve cevresel faktorler gdziikmektedir.

Uglii-negatif meme kanseri oldukca proliferatiftir ve sistemik kemoterapilere

duyarlidir.

Yapilan aragtirmalara gore biiylime hormonunun (BH) meme kanserinde anlatiminin
artmasi hiicrenin biiylimesine, ila¢ direncine ve invazyon-metastaza neden oldugu
tespit edilmistir. Hem hayvan modellerinde hem de insanlarda, deneysel,
epidemiyolojik, genetik ve klinik ¢alismalardan BH ve karsinojenezi baglayan ¢ok
sayida kanit iretilmistir. Ayrica, BH sinyallesme sisteminin birka¢ bileseni, yeni

kanser tedavileri i¢in hedefler olarak incelenmistir.

Otofaji ike kanser arasindaki iliski, yapilan arastirmalarin sonucuna gore, biiyiime
faktorlerinin eksik oldugunda tiimor hiicrelerinde otofajide artis gozlemlendigi ve
hiicrelerin otofajiyi 6liimden kagis mekanizmasi olarak kullandig: tespit edilmistir.
Ayrica otofaji baskilandigi durumda hiicrelerin apoptoz ile o6lime gittigi
gozlemlenmistir. Kanser hiicrelerinde otofajinin inhibe edilmesi ile birlikte kombine
tedavilerin uygulanmasinin sonucu tiimor baskilanmasinda etkili - olabilecegi

disiintilmektedir.

Bu tezin amaci MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolidin
hiicre sagkalim-6lim mekanizmalar1 izerine etkisinin zamana bagli olarak
modellenmesi ve ayrica triptolid ile metforminin beraber uygulanmas: etkinliginin

otofajik ve apoptotik 6liim yolaklar: tizerinde gosterilmesi amaglanmastir.



2 GENEL BILGILER

2.1 MEME KANSERI

Meme kanseri en yaygin kanserdir ve 2018'de tahmin edildigi gibi kadinlarda kansere
bagli oliimlerin% 15'ine katkida bulunur. Son yillarda teshislerde o6zellikle de
molekiiler biyoloji ve kanser genomiklerinde kaydedilen ilerlemeler meme kanserinin
tespitinde devrim yaratmigtir. Gelistirilen sekanslama teknolojileri, prognostik ve
tanisal belirtegleri tanimlamaya yardimei olmus ve ¢esitli meme kanseri tipleri ve alt
tipleri tanimlamistir. Meme kanserinin molekiiler profili, meme kanserini, ii¢ temel
biyobelirteglerin varligina veya yokluguna bagl olarak, hormonal reseptor pozitif ve
negatif meme kanserine gore siiflandirir; Ostrojen reseptorii (ER); progesteron
reseptorii (PR); ve insan epidermal biiyiime faktorii-2 (HER2) reseptorii. Meme
kanserin riski yas ile birlikte artmaktadir. Postmenopozal kadinlarda meme kanseri
olaylarmin %80'inin ve 50-69 yaslari arasinda tan1 alan olaylarin yaklasik %50'sinin
oldugu tahmin edilmektedir. Yani sira, meme kanserinin ¢ok faktorlii etiyolojisi

genetik, lireme ve yasam tarzi faktorleri de igerir [1].
2.2 UCLU NEGATIF MEME KANSERI

Uclii negatif meme kanseri, sistemik tedaviye ragmen kéotii prognoz, uzak metastaz,
niiks ve daha kotii mortalite oranlar ile iligkili olan biyolojik olarak agresif meme
kanseri alt tiplerinden biridir. Simdiye kadar, TNBC'nin molekiiler ozellikleri
nedeniyle, etkili bir hedefli tedavi mevcut degildir ve cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
sistemik tedavinin baslica secenekleridir [2]. Bununla birlikte, bu yaygin sistemik
tedaviler yliksek niiks oranina eslik eder ve hastanin yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide

etkiler [3].

Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyon olmamasi ile karakterize edilen tiglii-negatif

meme kanseri (TNBC), en agresif meme kanserinin alt tipi olarak bilinir ve tim meme



kanserlerinin yaklasik % 15-20'sini temsil eder. TNBC hastalar1, kismen etkili hedefli
tedavilerin bulunmamasindan dolayr uzak metastaz riski ve diger meme kanseri
hastalarindan daha kotii genel sagkalim riskine sahiptir. TNBC'nin arastirilmasi igin
harcanan ¢abaya ragmen, TNBC'nin agresif davranisinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar hala TNBC tedavisine engel olmaktadir [4]. Gen ekspresyon profili,
TNBC'yi alt1 farkli molekiiler alt tipte siniflandirmistir: bazal benzeri 1 (BL1), bazal
benzeri 2 (BL2), immiinomodiilatér (IM), mezenkimal benzeri (M), mezenkimal kok
benzeri (MSL) ve luminal androjen reseptorleri (LAR);ve bu alt tipler klinik olarak

secim ve tedaviye duyarlilik, niiks ve prognoz agisindan degiskenlik gosterir (Tablo

1) [31[6].

Tablo 2. 1. Uglii negatif meme kanseri alt tipleri

Alt tip Gen ekspresyon profili

Bazal benzeri 1 (BL-1) Hiicre déngiisii ilerlemesi. hiicre
béliinmes: ve DNA hasar1 tepki
yollarinda rol oynayan genlerin
ekspresyonunda yiiksek.

Bazal benzen 2 (BL-2) Hiicre déngiisii ilerlemesi. hiicre
bélinmes: ve biuyime faktori
sinyallesmesinde rol oynayan
genlenin ekspresyonunda yitksek.

Immiinomodiilatér (IM) Bagisiklik  siirect  ve  hiicre
sinyalizasyonunda rol oynayan
genlenn ifadesinde yitksek.

Mezenkimal benzer: (M) Hareketlilik ve hiicre dis1 matrikse
katilan genlerin ekspresyonunda
yitksek.

Mezenkimal kék benzer: Hareketlilik. hiicre dist matnis ve

(MSL) bityiime faktori sinyallesmesinde
rol oynayan genlerin

ekspresonunda vyiiksek: Klaudin-
diisiik 1¢sel alt tip1 1le tutarls.

Luminal androjen reseptorler1 | Hormonal olarak diizenlennus
(LAR) yollarda yer alan genlerin
ekspresyonunda yiiksek.




2.2.1 Uclii Negatif Meme Kanserinin Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Perou vd. (2000), meme kanserlerinin ¢esitli molekiiler alt tiplerini veya molekiiler
profillerini tanimlamislardir. Bazal benzeri meme kanseri de dahil olmak tizere cDNA
mikro dizilerine dayanan dort alt tip tanimlamiglar ve gogu tiglii negatif tiimoriin, bazal
benzeri alt tipte kiimelendigini belirtmisler [7]. O zamandan beri, gen ekspresyonu
profilleme ile ilgili ¢ok sayida arastirma meme kanserinin molekiiler teshisi anlayisini
gelistirmis ve onkologlarin bazal benzeri alt tip tipini tanimlamak i¢in {li¢li negatif
fenotipi kullanmalarina zemin hazirlamistir. Her yil tan1 konulan meme Kkanseri
tiplerinin yaklagik 170 000'in TNBC oldugu ve ¢ogu zaman, bazal benzeri meme
kanseri oldugu tahmin edilmektedir[8]. Tan1 alan meme kanseri vakalarinin, 75% ‘inin

bazal benzeri oldugu tahmin edilmistir.[9]

Cinsiyet meme kanseri igin en giiglii risk faktoriidir [10]. Kalitimsal genetik
degisiklikler, tim meme kanseri vakalarinin yaklasik onda biri ile iligkilidir. Diger
onemli risk faktorleri arasinda yas, ireme ve adet oykiisii, fiziksel aktivite eksikligi,
obezite ve tip II diyabet sayilabilir [11]. Hem obezite hem de tip I1 diyabetli tiim
kadinlar i¢in meme kanseri riski %20'ye kadar artar. Gebelik diyabeti, veya ailede
diyabet Oykiisii de bir kadinin meme kanseri riskini arttirir. Obezitenin meme kanseri
riski tizerindeki etkisi yas ve etnik kokene de baghdir [12]. Premenopozal donemde
yiiksek risk olusturmasa da artan yas ile hem obezite hem de tip 11 diyabet, hormon
reseptor pozitif meme kanseri riskini onemli Olglide arttirmaktadir. Bu Kkronik
hastaliklar ayrica, kotii prognoz ve hastalikla iliskili 6liim orami ile de iliskili
bulunmustur. Buna karsilik, obezite, Afrika kokenli Amerikali kadinlarda meme
kanseri riski ile anlamli sekilde iliskilidir[13]. Bu kadinlar genellikle standart
kemoterapiye direngli ve terapotik tedavileri hedef alan bir alt tip olan TNBC'yi
gelistirir.[14]

2.2.2  Uglii Negatif Meme Kanserinin Etiyolojisi

TNBC tiim invaziv meme kanseri alt tiplerinin %12-17'sini temsil eder ve agresif bir
patolojik profil ve zayif klinik 6zellikleri ile karakterize edilir. Cesitli arastirmalar,
TNBC'lerde farkli molekiilerin degisikliklerini tespit etmis ve timori olusturan
hiicrelerin (6rnegin bazal ve claudin diisiik alt tipleri) heterojenite gosterdigini ortaya

koymustur. Genellikle gen¢ kadinlarda ve Afrika ve Afrika kokenli Amerikan



kadinlarinda goriilen yiiksek histolojik dereceye ve c¢ogalma oranina sahiptirler,
hastaliksiz hayatta kalma siiresinin kisalmasi ve merkezi sinir sistemi dahil viseral
organlarda daha sik metastaz yapma egilimi vardir [15]. TNBC tanis1 alan kadinlarin
%20'sinde BRCAL / BRCA2 mutasyonlar1 bulunmaktadir. Bu oran aile 6ykiisiine ve
tan1 sirasmna gore degisir, ancak meme veya yumurtalik kanserinden etkilenen
akrabalar1 olmayan hastalarda bile % 10 civarinda kalir. Yapisal BRCAL1 mutasyon
tastyicilarinda ortaya ¢ikan meme kanserlerinin yaklasik % 60-80'1 tiglii negatif fenotip
gosterirken [16], BRCA2 tasiyicilarinda TNBC orani genel popiilasyonda gozlenene
yakindir[17].

2.2.3  Uclii Negatif Meme Kanseri Olusumunun Molekiiler Mekanizmasi

TNBC vakalarinda (1) yiiksek TP53 mutasyon siklig1 (% 80); (2) RB1 ve BRCAT1'in
kaybi; (3) PI3K yolunun yiiksek aktivasyonu (yaklasik olarak % 9'luk) PIK3CA gen
mutasyonu ya da INPP4B ve / veya PTEN negatif diizenleyicilerinin kayb1); (4) artmis
FOXML1 aktivitesi ve (5) bazal benzeri meme kanseri ve serdz over kanserleri
arasindaki genetik benzerlik bulunmaktadir [18]. Bu benzerlikler arasinda ATM ve
TP53 mutasyonlari, AKT3 ve MY C ekspresyonu, BRCA1 ve BRCAZ2 inaktivasyonu,
RB1 kaybi ve siklin E1 amplifikasyonu bulunmaktadir. Terapotik hedefleme
perspektifinden bakildiginda, bazal benzeri tiimérlerin yaklasik % 20'si platin ve / veya
PARP inhibitorlerine duyarlilik kazandirabilir ve somatik BRCA mutasyonunu
barindirmigtir. Amplifikasyonlar arasinda PIK3CA (% 49), KRAS (% 32), BRAF (%
30) ve EGFR (% 23) bulunmaktadir. FGFR1, FGFR2, IGFR1, KIT, MET ve
PDGFRA'da diger daha az yaygin amplifikasyonlar goriilmiistiir. Yukarida belirtildigi
gibi, PI3K yolunun aktivasyonunu saglayan PTEN ve INPP4B'de delesyonlar
goriilmiistiir.[19]

Bu nedenle, farkli sinyal yolaklar1 kanser patogenezinde Onemli roller istlenir.
EGFR'nin proliferasyon ve damar olusumuyla yakindan iliskili oldugu ve klinik
prognozla anlamli sekilde korele oldugu ve asir1 eksprese edildigi gézlemlenmistir.
MAPK sinyal yolagi, tiimoér proliferasyonunu diizenler, MAPK'nin, TNBC
hiicrelerine, apoptoz, proliferasyon ve direng kabiliyeti saglayabildigi ve anormal
sekilde aktive oldugu gosterilmistir. PI3K / AKT / mTOR sinyal yolu, kanserin

proliferasyonunu, metabolizmasini, hayatta kalmasin1 ve hareketini kontrol eder ve



MAPK sinyal yolu ile sik sik iletisim kurar. DNA onarimi gibi diger sinyal yollarinin
da TNBC'de diizensiz oldugu bildirilmistir.

Meme kanseri duyarliligi geni 1 (BRCAL1), kalitsal meme kanseri ile baglantili bir
tiimor baskilayici gendir. BRCA1 mutasyonu olan bir kisi, BRCAL ile iligkili meme
kanseri denilen% 60-80 meme kanseri gelisme sansina sahip olabilir [20]. Metastaz,
kansere bagli oOliimlerin ana nedenidir. Niikleoprotein tiirlerinden biri olan
BRCA1'deki mutasyonlarin, tiimor olusumunu arttirdigi kesfedilmistir. BRCAL'in
TNBC'deki roliinii incelemek i¢in, BRCA1 ile iliskili PPI (Protein-protein interaction)
ag1 olusturulmustur. Sonuglar, anlatim1 artan genler tarafindan kodlanan higbir protein
BRCAL ile etkilesime girmedigini fakat anlatimi1 azalan genler tarafindan kodlanan 8
protein, AR, CDK12, KIAA0101, PCGF2, TOX3, HIST2H4B, MED1 ve ERBB2'nin
BRCAL ile etkilesime girdigini gostermistir [21]. Ek olarak, androjen reseptoriiniin
ekspresyon seviyelerinde BRCAL1 ile onemli bir etkilesim gozlemlenmistir (Sekil

2.2.2.1)[22].

INTLE—GRIN
[mrece

:I GPCR ﬁ' @ J
cdcaz®”

& lt. l % FALK
-protein =——_ | PI3K
Src
P{c "TEN"‘U\> R;l\s /
¥

AKT RAF

PKC l MEK
MAPK

mTOR

NF-kB _ \\
TSa %y o

GENE expression

Cell proliferation, survival and invasion
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2.3 BUYUME HORMONU

Biiyime hormonu esas olarak hipotalamik biiylime hormonu salgilayan hormona
cevap olarak on hipofizden sentezlenir ve salgilanir. Plasental laktojen ve prolaktin ile
birlikte biiylime hormonu, evrimsel olarak iliskili peptid hormonlarinin ailesine aittir.
Bu aile iiyeleri arasinda, hipofiz prolaktin yogun olarak ¢aligilmistir. Prolaktin, normal
meme ve meme kanseri gelisimi de dahil olmak tizere gesitli fizyolojik ve patolojik
islemlerde rol oynadig1 gosterilmistir [24]. Prolaktin’in Janus kinaz (JAK) / STAT
yolaginin aktivatoriidiir, fakat ayn1 zamanda Ras-Raf-mitojenle aktiflestirilen protein

kinaz (MAPK) yolu, fosfoinositid 3-kinaz / AKT sagkalim yolu ve Src kinaz sinyal

yolu gibi diger sinyal yollarini da etkiler (Sekil 2. 2.) [25].

(

e

Glucose
metabolism

Pro te in
synthe sis

Tanscriptionoftargetgenes —_—
i
Growth and me tabo lism

Sekil 2. 3. Biiylime hormonu sinyal mekanizmasi [26]
Biiylime hormonu / prolaktin ailesinin bir diger {iyesi olan insan plasenta laktojeni
meme kanserlerinde siklikla eksprese edilir. Lokal olarak iiretilen plasental laktojenin
meme kanserindeki kesin rolii tam olarak anlasgilmamistir, ancak bir meme kanseri
biyobelirteg islevi gérmesi beklenir. Insan plasenta laktojeni iyi huylu meme hastalig
olan hastalarin serumunda veya normal kadinlarin serumunda tespit edilmezken, bazi
meme kanseri hastalariin serumunda siklikla saptanir [27]. Buna karsilik, meme
kanseri hastalarinin serumlarmin tespit edilebilir diizeyde insan plasenta laktojeni

icermedigi bildirilmistir. Koyun, kemirgen ve balik gibi diger tiirlerde, proliferin,



proliferin ile iliskili peptid ve somatolaktin gibi faktorlerin de bu peptit hormonlari
ailesinin iiyeleri oldugu diisliniilmektedir. Proliferin'in, endotel hiicrelerinin tiip
olusumunu ve invazif 6zelliklerini gelistirdigi i¢in anjiyogenezin otokrin diizenleyicisi
oldugu 6ne siiriilmiistiir. Proliferinin bu proanjiyogenik etkisine STATS5 aracilik eder
[28]. Ote yandan, proliferin ile ilgili protein, gastrik hiicreli karsinomun

proliferasyonunu, hareketliligini ve tiimorijenligini inhibe eder.

Insanlarda, biiyiime hormonu geni, kromozom 17'nin uzun kolunda bulunur ve
uzunlugu yaklasik 3000 niikleotittir [29]. Biiyiime hormonu prekiirsdr proteininden,
amino terminalin ¢ikarilmasiyla elde edilir; bu, 191-amino asit proteini ile 22 kDa
molekiiler agirliga sahiptir. Alternatif eklemelere bagli olarak 20 kDa'lik bir biiyiime
hormonu degiskeni de mevcuttur ve salgilanan toplam biiyiime hormonunun %5 ila
%10'unu olusturur [30]. Biiytime hormonu reseptorti, sinif I sitokin reseptorii siiper
ailesine ait bir zara bagli reseptordiir. Biiyime hormonunun ayrica prolaktin
reseptorlerine baglandigi ve bir kiiciik modelde plasenta laktojen reseptorlerini
bagladigi, akis asag sinyal yollarini aktive ettigi gdsterilmistir. Biiylime hormonunun
biliylime hormonu reseptoriine baglanmasi, hiicre biiyiimesi ve hayatta kalmak icin
hayati olan gesitli sinyal iletim yollarinin aktivasyonu ile sonuglanir. Reseptoriine
baglanan biiylime hormonu, Janus kinaz-2nin (JAK2) daha fazla baglanmasini
kolaylagtirir. Bu baglanma hem JAK2'min hem de biiyiime hormonu reseptoriiniin
fosforilasyonunu aktive eder. Aktif hale getirilmis GHR / JAK2 kompleksi, ¢esitli
sinyal proteinlerinin toplanmasiyla birkag sinyal iletim yolunu etkiler. GHR / JAK2
kompleksinden etkilenen ana yollar, STAT sinyal yolu, insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF) sinyal yolu, fosfininoid 3-kinaz / AKT sinyal yolu i¢inde yer alan insiilin
reseptor substrat proteinleri ve MAPK sinyal yolu igerir [31]. Ayrica, protein
sentezinin biiyiime hormonu tarafindan hizli aktiflestirilmesinin mTOR'un aracilik
ettigi gosterilmistir. Genel olarak, biiyiime hormonu / biiyiime hormonu reseptorii
sinyallemesine hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma, metabolizma vb. Igin gerekli olan
bircok hayati sinyal iletim yolu aracilik eder [32]. Biiylime hormonu sinyalinin
degistirilmesi, kanser gibi patolojilere yol agan cesitli yolaklarin diizenlenmesi ile

sonuglanir [33].



24 UCLU NEGATIF MEME KANSERINDE BUYUME HORMONUNUN
ETKISI

Meme bezi ergenlik, hamilelik, emzirme sirasinda biiyiik degisiklikler gegirir.
Baslangicta dogumda, meme bagi bir ana kanaldan ve birkag¢ ikincil dallanma
kanalindan yapilir. Ergenlige kadar, meme bezinin kadinlarda ve erkeklerde gelisimi
benzerdir. Kadinlarda, ergenlik doneminde, duktal uzama ve dallanma agisindan
anlamli bir duktal gelisme meydana gelir [34]. Meme bezi yumurtalik dongiisii
sirasinda degisikliklere ugrar. Meme bezinin ana farklilasmasi ve lobuloalveoler
biliylimesi hamilelik sirasinda meydana gelir ve laktasyon boyunca korunur. Siitten
kesilmeden sonra, meme bezi, ¢oziilme silirecine maruz kalmaktadir, bu da ¢ogunlukla
gerileyen kanallara ve az sayida lobuloalveoler yapiya sahip bir bezle
sonuclanmaktadir. Endokrin sistem, meme bezinin gelisiminde 6énemli bir rol oynar.
Yumurtaliktan salgilanan hormonlari 6strojen ve progesteron normal meme bezlerinin
gelisiminde ¢ok Onemli rol oynar. Yumurtalik hormonlarina ek olarak, biiyiime
hormonu ve prolaktin gibi hipofiz hormonlar1 da meme bezinin biiylimesini etkileyen
ve laktasyon siirecinde 6nemli bir rol oynar. [35] Daha 6nce, yumurtaliklar1 alinmig
hayvanlarda, 6stradioliin meme bezi biiyiimesini geri kazanabilecegi, ancak Ostrojen
replasmaninin yumurtaliklar1 alinmis ve hipofizektomize edilmis hayvanlarda meme
bezlerinin gelisimini geri kazanmada etkili olmadigi gdsterilmistir. Ayrica,
hipofizektomize ve yumurtaliklar1 alinmis fareler kullanilarak, tek basina biiylime
hormonunun, meme duktal gelisimini indiikleyebildigi ve biiyiime hormonu ve
Ostrojen birlikte uygulandiginda bu etkinin daha biiyiik oldugu gosterilmistir[36]. Ek
olarak, saf biiyiime hormonu, prolaktin ve plasental laktojen preparatlar1 kullanilarak,
bliyiime hormonunun meme biiylimesini arttirmada etkili oldugu, prolaktin ve
plasental laktojenin etkisinin olmadigr gosterilmistir. Ayrica, biiylime hormonu
reseptoriiniin inhibe edilmesi, gecikmis kanal gelisimi ve azalmis yan dallanma ile
kanitlanan, meme bezindeki biiylimenin bozulmasina neden olmustur. Biiyiime
hormonunun ayrica lobuloalveolar gelisimini etkiledigi gosterilmistir. Biiylime
hormonu eksikligi olan siganlara ve farelere biiylime hormonu verilmesi, meme bezi
bliylimesini yeniden saglamistir. Diger yandan, biiyiime hormonunun inhibisyonu,
meme bezlerinin biiyiimesini olumsuz yonde etkilemistir. [37]Ayrica, otokrin biiyiime
hormonunun da meme bezlerinin biiylimesini etkiledigi gosterilmistir. Biiylime

hormonu ve reseptorii ekspresyonu ergenlik doneminde yiiksektir ve biiyiime



hormonunun asir1 ekspresyonu, erken meme bezinin gelismesine yol agar. Genel
olarak, tim bu bulgular, meme bezi gelisiminde biiylime hormonunun Onemini
gostermektedir [33]. Endokrin ve otokrin / parakrin BH normal meme bezlerinin
bliylimesini ve laktasyon siirecini etkiler; hem tek basma hem de Ostrojen ve
progesteron ile birlikte etki eder. Insanlarda, BH ayrica prolaktin reseptériinii (PRLR)
baglayabilir ve aktive edebilir ve gogiis kanseri hiicrelerinde, BH sinyal iletimini
modiile eden PRLR ile heterodimerler olusturabilir. BH'in meme gelisimi tizerindeki
birgok etkisine, 6zellikle IGF-I'in IGF-I aracilik ettigi, ancak BH''n g6giis kanseri
hiicre hatlarinda IGF-I'den bagimsiz proliferatif etki gosterdigi anlagilmaktadir. BH'in
meme Kkanseri hiicresinin ¢ogalmasini, sagkalimini, invazyonu ve vaskiilarizasyonu
arttirdignt ve Ostrojen reseptorii-negatif meme karsinomlarinda bile metastatik
biiyiimeyi destekledigi, kemodirence neden oldugu gosterilmistir. ilging bir sekilde,
gen ekspresyonu, meme kanseri hiicrelerinde eksojen ve otokrin BH tarafindan farkli
sekilde diizenlenebilir ve daha agresif bir hiicresel fenotipi tesvik eder. Insanlarda
meme kanseri hiicrelerinde daha yiiksek BHR ekspresyonu goézlenmistir ve BH'm
timor anlatimi, metastatik meme kanseri ve zayif prognoz ile iliskilendirilmistir. IGF-
I ve IGF-IR'nin asir1 anlatim1 ayrica insan meme karsinomlarinda belgelenmistir ve
bazi ¢aligmalarda hepsi olmasa da, malign ilerlemesi ile iligkilendirilmistir. Ayrica, bir
genomewide’n dernek galismasi, BH kaynakli hiicre i¢i sinyal yolaklarii 3962 gen
iceren 421 yollar arasinda meme kanseri duyarlihgr ile iligkili olarak

tanimlamistir.[38].

2.5 BUYUME HORMONUNUN KEMODIRENCTEKI ROLU

Cesitli kanserlerin standart tedavi yoOntemlerinden biri kemoterapidir. Kanser
hastalarinin baglangigta kemoterapiye yanit verdigi, ancak daha sonra kemodirenci
gelistirdigi bilinmektedir [39]. Kemodireng gelismesi kanserin tekrarlanmasina neden
olur ve kemoterapinin basarisizlig1r nedeniyle 6liimle sonuglanir. Kanser hastalari
kemoterapotik ilaglara i¢sel veya edinilmis direng gosterirler. Kemodireng genellikle
sitotoksik ilaglara maruz kalmayi takip eder ve herhangi bir tedaviye cevap vermeyen
agresif kanserlerin gelismesine neden olur. Ilag akist mekanizmalarim, degistirilmis
sinyal iletim yollarini, genetik faktorleri, ilaglari metabolize etmek igin kapasiteyi
degistirmeyi, vb. igeren kemodireng gelisimini etkileyen birka¢ faktor vardir. Bu

baglamda, kanser hiicresi ¢ogalmasini, hayatta kalmasini etkileyerek, meme kanser
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gelisimini uyarabilen biiyiime hormonu, ayni zamanda kemodirenci arttirma ile de
iliskilendirilmistir. Biiylime hormonu, oksidatif stres yaniti ve apoptoz gibi ¢esitli
islemleri degistirerek kemodireng saglar [40]. Otokrin biiyiime hormonu, biiyiime
durmas1 ve DNA hasarinda rol oynayan ¢esitli proteinleri degistirerek kemodirencinin
gelismesine katkida bulunur. Biiylime hormonu ayrica, hepsi oksidatif stres kaynakli
apoptozda rol oynayan katalaz, glutamilsistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz 1'1 diizenleyerek kemo direngliligi etkiler. Genel olarak, biiylime
hormonu / biiylime hormonu reseptorii sinyalleri, metastatik biiyiimeyi destekleyen,

kemodireng indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynar [33].

2.6 BUYUME HORMONUNUN METASTAZDAKIi ROLU

Kanser hiicrelerinin kan ve lenf damarlar1 yoluyla farkli organlara yayilmasina ve yeni
bir koloni olusturmasina metastaz denir. Meme kanserlerinin ¢ogunda, biiyiime
hormonunun ve biiylime hormonu reseptdrlerinin anlatimi artar, ancak metastatik
meme kanseri siirecinde bu anlatim daha da artar [41]. Epiteliyal-mezenkimal gegis
(EMT) metastaz i¢in 6nemli bir adim olarak kabul edilir. Mezenkimal 6zelliklerin
alinmasi, kanser hiicrelerinin go¢ Ve istila etme yetenegini gelistirir. Epitel-
mezenkimal gegisi ayrica kanser hiicrelerinin apoptoza direng gelistirmesine yardimci
olur. Otokrin insan biiyiime hormonunun, invaziv bir fenotiple sonuclanan epitelyal
meme kanseri hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gecisi kolaylastirdig1 gosterilmistir.
Biiyiime hormonu sinyali, bu siiregte yer alan bir¢ok geni etkileyerek epitelyal-
mezenkimal gegisi destekler ve ayrica meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini tesvik
etmede 6nemli bir rol oynar[42]. Otokrin insan biiyiime hormonu, metastazda 6nemli
bir rol oynadig: diisliniilen meme kanseri kok hiicrelerini destekleyen onkojenik bir
faktor olarak belirlenmistir. insan biiyiime hormonunun, tiimér baslatma kapasitesini,
gociinii ve meme kanseri hiicrelerinin istilasini arttirdigi gosterilmistir. Bu nedenle,
bliylime hormonunun inhibisyonu, meme kanserinin baslatilmasini, ilerlemesini ve

metastazini dnlemek i¢in potansiyel bir terapétik stratejidir [33].
2.7 UCLUNEGATIF MEME KANSERININ TEDAVISI

Gilintimiizde, TNBC i¢in tedavi rejimi, antrasiklinlerin, taksanlarin ve platin ilaglarin
erken evre tedavi i¢in uygulanmasini ve metastatik kanser tedavisi i¢in taksanlarin,

topoizomeraz II inhibitdrlerinin ve antimetabolitlerin uygulanmasini igerir. TNBC i¢in
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son safha tedavi stratejisi ise immiinoterapi, poli adenosin difosfat (ADP), riboz
polimeraz (PARP) inhibitorleri gibi kiiglik molekiil inhibitorleri, rapamisin (mTOR)
inhibitorler, siklin bagimli kinaz 4 ve 6 (CDK4 / 6) inhibitorleri, ve androjen reseptor
bazli hormon tedavisinden olusmaktadir [43]. TNBC ile miicadele igin bir farkli
stratejiler siirli basar ile siirdiiriilmekte ve bu nedenle minimal yan etkilere sahip
daha verimli tedavi rejimleri bu noktada sarttir [6].

TNBC'li hastalar ER, PGR ve HER-2 gibi hedef reseptorlerin kaybi nedeniyle
hormonal veya trastuzumab bazli tedaviden fayda gérmezler. Dolayisiyla, tek tek veya
kombinasyon halinde cerrahi ve kemoterapi, mevcut tek yontem gibi goriinmektedir.
Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalar bazi reseptorleri yeni terapotik ilaglar i¢in hedef

olarak tanimlamustir [6].

2.7.1 Cerrahi

Hastalarin lumpektomi yerine mastektomi se¢iminin daha olast olup olmadigini
belirlemek igin birgok ¢alisma yapilmistir. Sonug olarak, geng yas ve daha yiliksek
dereceli tiimor ile iliskilendirilirken cerrahi tedavi se¢imini etkilemektedir. Cerrahiye
karar verme geleneksel klinikopatolojik degiskenlere ve hastanin tercihine
dayanmaktadir. Freedman ve arkadaslari, TNBC'de meme konservatif cerrahi sonrasi
lokal niiks oranmin diger meme tiplerinin diger alt tiplerine gore yiiksek olmadigi ve

dolayisiyla meme korumasina uygun adaylar olduklari sonucuna varmislardir.[44]

2.7.2 Radyoterapi

Geleneksel olarak radyoterapi, mastektomi veya konservatif meme cerrahisi sonrasi
diger meme kanseri alt tiplerinde oldugu gibi TNBC'de verilmektedir, ancak bu
konuda hala tartigmalar vardir. TNBC hizla biiyliyen ve lokal olarak agresif kanserler
oldugu i¢in, erken evrede (T1-2NO0) radyasyon tedavisi ile takip edilen cerrahi, diger
meme kanseri tiirlerinde oldugu gibi mastektomiye esdeger olmayabilir. Bununla
birlikte, Abdulkarim ve digerleri, TNBC'li kadinlarin BRCA1 geninde patojenik bir
mutasyona sahip olduklarini ve fonksiyonel BRCA 1'den yoksun tiimérlerin, homolog
rekombinasyon ile DNA kirilmast onariminda yetersiz oldugunu ve potansiyel olarak
yiiksek derecede radyosensitif olduklarimi bildirmistir. Cerrahi, radyoterapi ile takip
edilirse, meme ve ¢evresindeki doku gizli BRCA1 eksikligi olan tiimdr odaklarini yok

edebilir ve boylece bu hastalarda niiksii azaltabilir.[45]
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2.7.3 Kemoterapi

Bazi raporlar kemoterapiye diger meme kanseri tiirlerinden daha iyi yanit verdiklerini
gosterse de prognoz zayif kalmaktadir. Bunun nedeni olarak: adjuvan ve neoadjuvan
terapi ile kisaltilmis hastaliksiz aralik ve metastatik ortamda daha agresif bir seyir
gosterilmistir. TNBC'nin tedavisi i¢in terapdtik stratejiler platin bilesikleri ve taksanlar
olup, antrasiklinler ve hedefli tedavilerdir. Ayrica birgok neoadjuvan ¢alisma, yeni
antimetabolitler ve yeni mikrotiiblil stabilize edici ajanlar gibi kemoterapdtiklerin
standart kemoterapiyle birlestirilmesinin faydasini belirlemeye ¢alismustir. [46][47]

Neoadjuvan tedavi, geleneksel adjuvan tedaviye kiyasla daha az hasta tahakkuklar
kisa siirede tedavi etkinliginin modelin sunar. Neoadjuvan kemoterapi ¢aligsmalari,
TNBC'de TNBC dis1 hastalara gore daha yiiksek yanit oranlart oldugunu ve patolojik
tam yanitin, TNBC i¢in iyilestirilmis uzun vadeli sonuglar1 6ngordiigii gosterilmistir.
ER negatifligi ve yiiksek Ki-67 ekspresyonu gibi neoadjuvan kemoterapiyle klinik ve
patolojik duyarlilikla iliskili oldugu gosterilen TNBC'ye 6zgii ¢esitli 6zellikler vardir.
Ayrica, neoadjuvan tedavi, tlimor tepkilerini belirleme firsati sunar. PCR simdi
neoadjuvan kemoterapinin etkinligini degerlendiren klinik ¢alismalarda 6nemli nokta

olarak kabul edilir.[48]

Dees ve ark. neoadjuvan antrasiklin-siklofosfamid bazli kemoterapi i¢in ER- ve HER-
2 negatif hastalarda diger alt tiplere gore anlamli derecede yliksek oldugunu
bildirmislerdir. Buna ragmen, HER-2-pozitif / ER-negatif alt tipleri, ER-pozitif alt
tipleri olan hastalara kiyasla, belirgin bir genel sagkalim azalmistir. Le Tourneau ve
arkadaslar1, antrasiklinlere uygulanan artmis yanit oranlari, uygulanan kemoterapinin
dozunu arttirllmasiyla sonucu elde edilebilecegini gostermistir[49]. Bazi ¢aligmalarda
sisplatin ve mitomisin dahil olmak tizere DNA hedefli terapiye alisilmadik derecede
duyarli oldugunu ve bu duyarliligin, BRCA1 artan anlatimi veya BRCAl

fonksiyonunun restorasyonu ile tersine gevrildigini gostermistir. [50]

2.7.3.1 TNBC'de adjuvan kemoterapi

TNBC'de erken evre kemoterapinin optimize edilmesinin 6nemi, 3 yil igerisinde
tekrarlama riskinin artmasi, uzak metastaz ve beyin metastazi riskinin artmasi, uzak
tekrarlamadan 6liime hizli bir ilerleme ile ve tedavi i¢in dogrulanmamis hedeflerden

kaynaklanmaktadir.[51]
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2.8 TRIPTOLID

Celastraceae familyasindan Tripterygium wilfordii kok ekstraktindan izole edilen di-
terpen triepoksit olan Triptolid, yan etkilere sahip etkili bir antikanser ilac1 olarak
onem kazanmistir. Triptolid, Cin tibbinda romatoid artrit, lupus, Behget hastaligi,
sedef hastaligt ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [52]. Triptolid, antiproliferatif ve immiinsiipresif 6zellikler dahil
olmak iizere ¢ok gesitli farmakolojik Ozelliklere sahiptir, ancak kesin hedefleri
anlagilmamistir. Triptolid tedavisinin, akciger, prostat, gastrik, pankreas ve yumurtalik
kanserlerinin yani sira 16semi tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Gastrik kanserde
hem in vitro hem de in vivo olarak apoptozu artiran triptolid ve sisplatin kombinasyonu
kullanildiginda sinerjik anti-kanser aktivitesi gozlemlenmistir [6] [53]. Cok sayida
preklinik ¢alismalarda in vitro ve farkli hayvan modellerinde giiglii anti-enflamatuar
ve immiinosiipresif Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Dahasi, triptolid bir
stiksinil tiirevinin, grefte karsit konakg1 hastaligi onleyebilecegi gosterilmistir. Anti-
enflamatuar ve immiinsiipresif aktivitelerine ek olarak, triptolid ayrica gii¢lii antitimor

ve anti-16semik aktiviteler sergilemistir [54].

Sekil 2. 4. Triptolidin kimyasal yapist.(Pubchem’den alinmustir)
2.8.1 Triptolidin Molekiiler Hedefleri

Triptolid tedavisi, insan meme kanseri kok hiicreleri ve primer meme kanseri
hiicrelerinde in vitro ve in vivo sitotoksisite ile iliskilendirildi. Triptolidle tedavi edilen
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ERK aktivasyonunun aracilik ettigi otofaji ve
apoptoz indiiksiyonu rapor edildi. Triptolidle inhibe edilmis vaskiiler endotel biiylime
faktoric (VEGF), in vitro MDA-MB-231 ve Hs578T meme kanseri hiicrelerinde
anjiyojenezi indiiklemis ve in vivo nude fare modelinde, MDA-MB-231 hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunu azalttigi gézlemlenmistir [55]. Shaoet vd. triptolidle tedavi
edilen MCF-7, BT-474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde apoptoz ile

iligkili indiiksiyon sinyallerini Wnt / B-katenin sinyal yollar1 {izerinden bildirmistir.
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Baska bir calisma, triptolidle muamele edilmis MDA-MB-468 hiicrelerinde Akt
inhibisyon aracili anti-proliferatif etki bildirmistir. Triptolid'in ayrica anti-apoptotik
proteinleri X'e bagli apoptoz proteini inhibitdriinii (XIAP) ve apoptoz proteinl / 2'nin
hiicresel inhibitoriinii (cIAP1 / 2) inhibe ettigi gosterilmistir [56]. Bilimsel galismalar
bu nedenle kanser hiicrelerinde triptolid tedavisiyle iligkili antineoplastik etkilerde yer

alan ¢oklu hiicre sinyal yollarint géstermektedir [6].

2.8.2 Triptolidin Etki Mekanizmalari

Triptolid'in, anti-kanser aktivitelerini apoptozu tetikleyerek isledigi bildirilmistir.
Kemoterapétik sitotoksik ilaglar genel olarak DNA hasarina neden olur ve onarilan
DNA kirtlmalari apoptozu ve hiicre olimiinii tetikler [57]. Bilimsel g¢alismalar,
triptolidin, siklinler, sikline bagiml kinazlar, kaspazlar, 1s1 soku proteinleri ve hiicre
dist sinyal diizenlenmis kinazlarin (ERK) proteinleri, niikleer faktor-kappa B (NFkB)
ve anjiyogenez yollar1 gibi hiicresel hedefleri hedefleyerek ¢oklu onkojenik ve timor
baskilayici yolaklari modiile etmedeki etkinligini bildirmektedir [6]. Triptolid
molekiiliiniin C-14 beta-hidroksi ve gama biitirolakton kisimlarinin, anti-enflamatuar
ozellikleri ve ayrica sitotoksisitesi i¢in ¢ok dnemli oldugu gosterilmistir. Gegtigimiz
yillarda yapilan molekiiler biyolojik arastirmalar, MAP kinaz yolaklarinin yani sira
transkripsiyon faktorii NFKB in vivo ve in vitro olarak cesitli hiicrelerde enflamatuar

tepkileri diizenleyen ana hedefler oldugunu géstermektedir.

Farelerde, triptolid, tiimor nekroz faktorii a (TNF-a) / tiimor nekroz faktorii reseptorii
2'de, kolondaki lenfositlerin 2 yolu ve NF-kB'nin aktivasyonunu ve ayrica interferon
(IFN) -g ifadesini inhibe eder. Triptolid, insan brons epitel hiicrelerinde TNF-a,
interlokin (IL) -1b, IL-6 ve IL-8 iiretimini ve ayrica stafilokokal ekotoksinle uyarilmis
T-hiicresi ¢ogalmasini ve I1-1b, IL-6, TNF'nin ekspresyonunu inhibe edebilir, IFN-g,
monosit kemotaktikprotein (MCP) -1, periferal kan mononiikleer hiicrelerinden
(PBMC'ler) salinan makrofaj enflamatuar proteini (MIP) -1a ve MIP-1. Piirin kutusu
(box)/ antijen reseptdr yanit elemanindaki transkripsiyonu zayiflatarak, triptolid, IL-2
tiretimini azalttt ve Jurkat T hiicrelerinden saliverildi. Son zamanlarda triptolidin
murin CD4 + T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine doza bagh bir sekilde farklilagsmasini
inhibe ettigi bulunmustur. Triptolid, Th17 hiicrelerinin gelisiminde rol oynayan kilit
bir sinyal molekiilii olan STAT3"lin II-17 mRNA'sinin ve IL-6'nin neden oldugu

fosforilasyonunun transkripsiyon seviyesini diistirmiistiir.
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2.9 METFORMIN

Metformin (MET) ilk olarak 1920'lerde Galega officinalis tiiketen ¢iftlik
hayvanlarinda diisiik kan sekeri seviyesine sahip olmasi ile kesfedilmistir. Daha sonra,
kan glukozunu diisiirmekten sorumlu olan bu aktif bilesigin bir guanidin analogu
oldugu tespit edilmistir. Diyabet tedavisi ig¢in guanidinin sentetik homologlari
olusturulmus fakat, hepatotoksik oldugu kanitlanmistir. 1960'l1 y1llarda guanidine olan
ilginin artmasi, biguanid bilesikleri ailesinin yaratilmasina yol agti. Fenformin,
diyabetik hastalara verilen ilk biguanid aile liyesiydi; bununla birlikte kullanimi laktik
asidoz gelisimi ile iliskiliydi. Biguanid metformin, diyabetik hastalar tarafindan
fenformine gore daha iyi tolere edildi ve 1990'larda Tip 2 diyabetin tedavisi i¢in Gida
ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylandi. En yaygin kullanilan biguanid ilacidir ve
goreceli olarak diisiik toksisite ve yan etki insidansi vardir. MET, olas1 antikanser
aktivitesi nedeniyle son yillarda artan ilgi gormiistiir. Prostat kanseri dahil bir¢ok
timor biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bir dizi in vivo deney, MET'in kanser
hiicresi biiylimesini dogrudan etkiledigini ortaya koymustur. MET, kanser hiicrelerinin
biiylimesini azaltarak apoptozu ve hiicre dongiisii durmasini tetikler. Bununla birlikte
MET'in kemoterapiye duyarlilig: arttirdigini ve gesitli kanser hiicre hatlarinda gerekli
kemoterapi ilag dozlarin1 azalttigini bildirdi [58]. MET, hepatik glukoz {iretimini
inhibe ederek, glikoz alimini1 ve iskelet kasi tarafindan kullanimini artirarak, periferik
dokudaki insiilin direncini azaltarak ve karacigerdeki glukoneogenezi baskilayarak
kan glukoz seviyelerini diisiiriir. [lag prostat kanseri, akciger kanseri, meme kanseri,
0zofagus kanseri, kolon kanseri ve melanom gelisimini azalttig1 gosterilmistir. Ayrica,
metformin kanser kok hiicrelerini hedeflemede ve kanser metastazinda kritik bir islem

olan epitelyal-mezenkimal gegisi ters ¢gevirmede 6nemli bir rol oynar [59].
2.9.1 Metforminin Molekiiler Hedefleri

MET, hiperglisemili diyabetik hastalarda kan sekeri seviyesini dislrdiigi ig¢in
karaciger, bagirsak ve iskelet kasi iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. 2000’nci
yilinda yapilan bir arastirmada, MET’in mitokondrinin elektron tasima zinciri | -
kompleksi iizerinde etkili oldugu gosterilmistir [60]. Ancak buna karsilikli bagka bir
calisma, metforminin mitokondriyal kompleks I iizerinde dogrudan bir etkisi
olmadigini belirlenmistir [61]. Sonug olarak bu karsilikli goriisler yillarca devam etmis

ve biigiinleri MET’in molekiiler mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. LKB1 /
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AMPK, adenilat siklaz, AMP deaminaz, NADPH oksidaz ve mitokondriyal
gliserofosfat dehidrojenaz dahil olmak iizere gesitli gruplar g¢esitli hedefler 6nerilmisti
[61]. MET’in temel molekiiler hedefinin aydinlatilmasi, 2014 yilinda, kompleks I
tizerindeki inhibitor ozellikleri hakkinda kesin kanitlar yayinlanmasi ile olmustur.
Kompleks I, izole edilmis mitokondri ve saflagtirilmis kompleks I eksprese etmeyen
kanser hiicreleri {izerinde yapilan ¢alismalari i¢ermektedir. Giiniimiizde MET’in
dogrudan molekiiler hedefinin kompleks I oldugu kabul edilir. Onerilen diger etkilerin
ve MET’in hedeflerinin birgogu, kompleks I inhibisyonunun neden oldugu NAD /
NADH'deki bir degisim ile agiklanabilir, bu da hiicresel NAD / NADH'nin ince
dengesine bagli olan enzimlerin aktivitesinin azalmasina neden olur. MET in hiicreler
tizerindeki etkisi kismen deneysel sistemlerde kullanilan ¢esitli konsantrasyonlarla

aciklanabilir.[62]
2.9.2 Metformin Kanser Hiicrelerindeki Etki Mekanizmalar

MET’in kanser hiicrelerinde etkisinin en yaygin olarak bilinen mekanizmasi, hem
AMPK'ya bagimli hem de bagimsiz olarak, mTORC1 inhibisyonudur. MET in ayrica
farkli kanser hiicrelerinde onkojenik sinyal yolaklarimi azalttigi gosterildi. Ornek
olarak STATS3, biiylime faktori-B (TGF-B), Smad2 / Smad3 inhibisyonuna neden
oldugu gosterilmistir [63]. MET in microRNA 193b'nin anlatimini arttirarak, yag asidi
sentaz enziminin (FASN) anlatimini diisiirdiigii gosterilmistir. MET ayrica kolesterol

sentezini ve EGFR sinyalini de inhibe etmektedir [14].

Oral bir antidiyabetik ilag olan MET, bir¢ok klinik ¢alismada kemoterapiye yardimect
bir ilag olarak degerlendirilmektedir. Diyabetik hastalarda yapilan ¢alismalar, MET in
bazi tip meme kanserlerinde sagkalimi uzattigini ve {i¢li negatif meme kanseri
tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigini 6ne siirmistiir [64]. Bununla birlikte, MET
mitokondriyal solunum zincirindeki kompleks I'e baglanarak dogrudan kanser
hiicrelerini hedefleyebilir, boylece oksidatif fosforilasyonu baskilayabilir. Ayrica,
MET, mitokondriyal besin metabolizmasini hafifleten ve glikolize bagimliliklarini
arttiran kanser hiicrelerinde glutamin tiirevli karbonun indirgeyici karboksilasyonunu
indiikler. Glikolizin inhibisyonu, muhtemelen ana etki mekanizmasidir, ancak yeni
caligmalar 2-deoxy glukoz’un (2-DG) da spesifik olmayan etkileri olabilecegini
gostermistir. Bu nedenle, MET ve 2-Deoksi-Glukoz, AMP konsantrasyonlarini artiran
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ve AMPK aktive eden enerji krizi yaratir. AMPK aktivasyonu, kanser hiicreleri ayni
anda her iki bilesik ile tedavi edildiginde arttirilir [65]. Bununla birlikte, her iki bilesik
ile kombine tedavi, sinerjik olarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamasina

ragmen, mutlak olarak hiicre 6limiine sebebiyet vermeyebilecegi gosterilmistir [66].

2.10 APOPTOZ

Apoptoz, nekrozun aksine, bir hiicrenin belirli uyaranlar1 aldiktan sonra aktif bir
sekilde 6lim yolunda ilerlemesi durumunu tanimlamak i¢in kullanilir. Apoptoz,
1970’lerde Kerr ve arkadaglar1 tarafindan tanimlandigindan beri, biyolojik
arastirmalarda en ¢ok arastirilan stireglerden biri olmaya devam etmektedir. Cok segici
bir iglem olan apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda 6nemlidir (Tablo
2.2) [67]. Apoptozis, hiicre zar1 sismesi, hiicre biiziilmesi, niikleer pargalanma,
kromatin yogunlagmasi ve kromozomal DNA parcalanmasi ile karakterize bir
programlanmis hiicre 6liimii tiiriidiir. Iki temel apoptotik sinyal yolu vardir:

digsal(extrinsic) ve igsel (intrinsic) yollar [68]\

Tablo 2. 2. Fizyolojik ve patolojik kosullarda apoptoz

Fizyolojik kosullar

Doku sekillendirilmesi amaciyla embriyonik gelisme programlanmis hicre yikimi
Endometriyumun dokiilmesi, emziren memenin gerilemesi gibi fizyolojik evrim

Bagirsak epitelinde oldugu gibi replasman proliferasyonun eslik ettigi hiicrelerin
normal imhasi

Timusun erken yasta evrimi
Patolojik kosullar
Antikanser ilag timaérlerde hiicre dlimiine neden oldu

Sitotoksik T hiicresi, immiin reddedilme ve konakgi hastaliga karsi gibi hicre
olimiine neden oldu

AIDS'te progresif hiicre 8limi ve CD4 + hiicrenin tikenmesi
Hepatit B veya C gibi viriis kaynakl bazi hiicre dlamleri

Orsiektomi sonrasi prostatik atrofi gibi uyancilann ¢ikanlmasi sonucu organ ve
dokulann patolaojik atrofisi

Radyasyon, hipoksi ve hafif termal yaralanma gibi zararli ajanlar nedeniyle hiicre
alum

Alzheimer hastalig ve Parkinson hastaligi gibi dejeneratif hastaliklarda hiicre
alum

Miyokard enfarktiss gibi kalp hastaliklarinda meydana gelen hiicre dlama
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2.10.1 Intrinsik (i¢sel) apoptoz

I¢sel apoptotik yol, DNA hasar1, bilyiime faktorii yoksunlugu ve oksidatif stres dahil
olmak tizere ¢esitli hiicre i¢i uyaranlarla aktive edilir. Prokaspaz-9, apoptotik proteaz
aktive edici faktor (Apaf-1) ve sitokrom c'den olusan apoptozom adi verilen bir
kompleksin olusumuna dayanir. Bax, Bak, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi bir dizi Bcl-2 ailesi
liyesi mitokondriyal membran gegirgenligini diizenleyerek sitokrom c salinimini

kontrol eder (Tablo 2.3) [68]|

Tablo 2. 3. intrinsik apoptotik yolakta gorevli molekiiller

Gen Aciklamasi Kanser metastan ile iligkisi (temsili drnekler).
icsel apoptotik yol
Apaf-1 Onemli apoptosome hileseni Apaf-1 gen haploins yetmezligi kolorektal karsinom progresyonu
ve hepatik metastaz ile koreledir.
Bcl-2 Mitokondriyal membran Pulmoner metastatik yiik, Bcl-2 transfektanlan ile asilanmis
gecirgenligini kontrol eder farelerde carpic bir gekilde arttinldi. Bol-2'nin ylksek nikleer
ekspresyonu, hepatoseliler karsinom metastaz artisi ile
koreledir.
Bel-xL Mitokondrival membran Bel-xL asin ekspresyonu apoptoz direncine neden cldu ve primer
gecirgenligini kontrol eder tiimar biryimesini degil, metastaz arttino olarak gérev yapt.
Bax Mitokondriyal membran Bax ekspresyonu, metastatik kolorektal kanser hiicrelerinde
gecirgenligini kontral eder belirgin sekilde azaldi. Bax inhibitdri-1, kanser metastazin
arttirmstir.
Maspin Serin proteaz inhibitéri Beyin metastazhl meme kanseri hiicrelerinde Maspin ekspresyonu

azaldi. Maspin ekspresyonu azalmasi, farelerde kolorektal kanser
ksenograftlanmin bliyimesini ve metastazim simirladh.
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Adindan da anlagilacagi gibi, intrinsik yolak hiicre i¢inde baslatilir. Onarilamaz
genetik hasar, hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca*? konsantrasyonlar1 ve siddetli
oksidatif stres gibi i¢ uyaricilar, i¢ mitokondriyal yolun baslamasinin bazi
tetikleyicileridir. Uyaranlara bakilmaksizin, bu yol artan mitokondriyal ge¢irgenligin
ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinmasinin sonucudur.
Bu yol, folikiiler Hodgkin olmayan lenfomada 18 ila 14 kromozomunun
translokasyonunun kromozomal kopma noktasinda gozlenen BCL2 geninden sonra
adlandirilan Bcl-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan yakindan diizenlenir [69].
Bcl-2 proteinlerinin iki ana grubu vardir: pro-apoptotik proteinler (6rn. Bax, Bak, Bad,
Bcl-X'ler, Teklif, Bik, Bim ve Hrk) ve anti-apoptotik proteinler (6rnegin, Bel-2, Bcl-
XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1) [70]. Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c'nin
mitokondriyal saliverilmesini bloke ederek apoptozu diizenlerken, proapoptotik
proteinler, bu salivermeyi tesvik ederek etki eder. Mutlak miktar degil, apoptozun
baglatilip baslatilmayacagini belirleyen pro- ve anti-apoptotik proteinler arasindaki
dengedir[70]. Mitokondriyal intermembran bosluktan sitoplazmaya salinan diger
apoptotik faktorler arasinda apoptoz indiikleyici faktor (AIF),kaspaz (Smac) nin ikinci
mitokondri tiirevli aktivatorii, Diigsik pl (DIABLO) ve Omi / yiiksek sicaklik
gereksinimi proteini A (HtrA2) iceren dogrudan IAP baglama proteini. Sitokrom c'nin
sitoplazmik salinimi, sitokrom ¢, Apaf-1 ve kaspaz 9'dan olusan apoptozom olarak
bilinen bir kompleksin olusumu yoluyla kaspaz 3'ii aktive eder. Diger taraftan, Smac /
DIABLO veya Omi/ HtrA2, daha sonra IAP'lerin kaspaz-3 veya -9 ile etkilesimlerinde
bozulmaya yol acan apoptoz proteinlerinin (IAP'ler) inhibitoriine baglanarak kaspaz

aktivasyonunu tesvik eder [67].

2.10.2 Ekstrinsik (dissal) apoptoz

Apoptozun digsal yolu, 6liim ligandlarinin [6rnegin, Fas ligand1 (FasL), TNF ile iliskili
apoptoz indiikleyen ligandin (TRAIL) ve TNF-a] TNF reseptor siiper ailesinin 6lim

reseptdrlerine baglanmastyla baslatilir [68]|
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Tablo 2. 4 Ekstrinsik apoptotik yolakta gorevli molekiiller

Gen Agiklamas: Kanser metastazi ile iligkisi (temsili drnekler).

FADD Olam alicilaninin aracilik ettigi FADD'de somatik mutasyonlar, metastatik KHDAK tumaorlerinde,
dlum sinyallerini ileten anahtar kargilik gelen primer timérlerden daha yiiksek bir frekansta
adaptér gbzlendi. YOksek FADD ekspresyonu, bag ve boynun skuamaz

hiicreli karsinomunda bolgesel ve uzak metastaz ile iliskiliydi.

FasL ve Fas Anahtar 8lim ligand ve reseptori  Fas-duyarl melanom klonlar yliksek oranda tiimarijenikti, ancak
vahsi tip sinjenik farelerde nadiren metastatikti. Bununla birlikte
FasL eksikligi olan farelerde hem insidans hem de metastaz sayisi
artmustir. Osteosarkom hiicrelerinin akciger metastazi olusturma
yetenegi, hiicre ylizeyi Fas ekspresyonu ile ters orantilidir.

sFas ve DcR3 Cozlndr Fas ve FasL tuzak Gastrik karsinomlarda, serum DcR3 seviyeleri tGmar farklilasma
reseptdri durumu ve TNM siniflandirmasi ile yakindan iliskilidir.
TRAIL TNF ailesi 6lum ligand NK hiicrelerini tiketmeyen veya TRAIL bloke edici bir antikorla

tedavi edilen fareler, spontan karaciger metastazinda dnemli bir
artig sergilemistir.

DR4 ve DR3 TRAIL igin 8lm reseptarleri Farelerde TRAIL reseptdri eksikligi, primer timar gelisimini
etkilemeden skuamoz hiicreli karsinomun lenf nodu metastazini
arttirdn.

DcR1, DcR2 ve QPG TRAIL tuzak reseptdrleri Tuzak reseptérlerinin timar hiicrelerinde ekspresyonu, TRAIL

kaynakl apoptoza kars direng igin alternatif bir mekanizma
olarak gorev yapti.

Ekstrinsik 6liim reseptorii yolu, adindan da anlasilacagi gibi, 6liim ligandlar1 bir 6lim
reseptoriine baglandiginda baslar. Birkag Olim reseptorii tanimlanmis olmasina
ragmen, en iyi bilinen 6liim reseptorleri tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95)
olarak adlandirilan ilgili bir proteindir ve ligandlar sirastyla TNF ve Fas ligandi (FasL)
olarak adlandirilir. Bu o6lim reseptorleri, TNF reseptorii ile iligkili 6liim alam
(TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim alan1 (FADD) gibi bagdastirici proteinleri ve ayrica
kaspaz-8 gibi sistein proteazlarmni tutan hiicre i¢i bir 6liim alanina sahiptir. Oliim
ligandinin 6liim reseptoriine baglanmasi, bir adaptor proteini i¢in bir baglanma bolgesi
olusumu ile sonuglanir ve tiim ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi, 6lim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir. DISC daha sonra pro-kaspaz 8'in
montajini ve aktivasyonunu baglatir. Enzimin aktive edilmis sekli olan kaspaz 8, diger
akis asag1 veya ylriitlicli kaspazlann parcalanmasiyla apoptozu baslatan bir baglatici

kaspazdir (Tablo 2.5 ve 2.6) [67].[68]
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Tablo 2. 5. Apoptotik yolaklarin diizenleyicileri

Gen Aciklamasi

metastaz ile iligkisi (temsili 6rnekler).

2. Apoptotik yollann diizenleyicileri

INKs Apoptozun cift rol diizenleyicileri
NF-kB Transkrigsiyon faktéri
p53 ve p63 Transkripsiyon faktarleri

TGF-B, TERI / lve  TGF-f yolak genleri

JMK'ler, kanser hiicresi apoptozunu hiicre tipine, uyancya, JNK
aktivasyonunun siresine ve diger yollanin aktivitesine bagh bir
sekilde indukler veya inhibe eder JNK'lar, hem baskilayici hem de
kanser metastazi destekleyicileri olarak ikili roller tGstlendiler.

Aktive edilmis NF-KB, Bcl-2, Bcl-xL, survivin, clAP-1,/2 ve c-FLIP
dahil birgok anti-apoptotik geni ve birgok anjiyogenez ile ilgili
genleri islemden gegirmistir. NF-xB aktivitesi, kanser metastazi ile
vakindan iliskilidir.

p53, Fas, DR5S, Bax, Bak ve Apaf-1 gibi pro-apoptotik genleri ve
Bcl-2, Bcl-xL ve survivin gibi bastinlmig anti-apoptotik efektorleri
dizenlemistir.ps3 kayb veya mutasyonu, timér metastaz tegvik
etti.P53 kaybi, kansercjen kaynakh kolorektal timarlerin istila we
lenf nodu metastazlanina yol agmigtir. Mutant p53 ile etkileserek,
p63, timdrijenezi ve metastazl bastirdi.

SMAD kompleksi, bir dizi apoptozla ilgili gen Gzerinde islem yapt.
TGF-f sinyalleri ayrica ARTS ve Daxx-JNK yollannmin aktivasyonu ile
apoptozis olusturdu. Tamér baglangicindan ve ilerlemenin erken
evrelerinden &nce, TGF-ing sinyalleri bir timar baskilayic clarak
islev gérmus, ancak daha sonraki asamalarda siklikla metastazi
desteklemistir

MIMP'ler, ECM cirosunun dizenlenmesi, kanser hiicresi gogi,
hiicre blyiamesi, iltihaplanma ve anjiyogenezde rol cynamistir.
Aynica malign hiicrelerde apoptozun apoptotik yolaklardaki
ligandlarin veya reseptérlerin balinmesi yeluyla indiklenmesini
engelledi.

Tablo 2. 6. Kaspazlar ve kaspaz inhibitorleri

metastaz ile iligkisi (temsili Grnekler).

SMAD ler

MIMP'ler Proteinlerin belirgin ailesi
Gen Agiklamasi
1. Kaspazlar ve kaspaz inhibitérleri
Kaspaz-8 Baslatici kaspaz
Kaspaz-10 Baslatici kaspaz
Kaspaz-3 Efektdr kaspaz
IAP'ler (XIAP, survivin ve Kaspaz inhibitorleri
clAPL [ 2)
DAPK Kaspaz-3/6/7

upstream regulatari

Kaspaz-8 nakavt Th-MYCN fareleri, kemik ili§i metastazi olan
gelismis ndroblastom gelistirmistir.

Kaspaz-10 mutasyonlari, lenf nodu metastazi olan KHDAK
hastalarinda tanimlandi.

Kaspaz-3 protein dizeyi, NSCLC { KHDAK) hastalaninda lenf nodu

metastazi ile negatif korelasyon gdsterdi. Bagka bir raporda,
kaspaz-3 ekspresyonu ile gastrik karsinomlarda lenf nodu
metastazi arasinda ters bir iliski tanimlanmusgtir, ancak kaspaz-3
proteininin cogu aktive olmamistir.

Apoptoz inhibitéri protein XIAP'in artan seviyeleri, dolasimdaki
insan prostat kanseri metastatik éncdl hicrelerinin anoikis

direncine katkida bulunmustur. Yakin tarihli bir caligma, XIAP ve

survivin arasindaki molekaller arasi isbirliginin, tUmar hiicresi
istilasini uyardigini ve metastazi tesvik ettigini ve bu yolun, IAP
aracil hiicre 6limindn énlenmesinden bagimsiz oldugunu
gosterdi.

Birkag metastatik kanserde DAPK anlatiminin azalmasi veya
inaktivasyonu gozlendi. Bazi durumlarda, DAPK anlatiminin
azalmasi metastatik niks ile koreledir.
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2.11 OTOFAJI

Otofaji, hiicre i¢i zar yapilarinin, bu sitoplazmik bilesenleri bozmak ve yenilemek i¢in
protein kompleksleri ve organelleri igerdigi evrimsel olarak korunmus katabolik bir
siirectir. Bu nedenle hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ve i¢ homeostazi i¢in kritik
oneme sahiptir[71]. Otofaji fizyolojik olarak stres kosullarinda hayatta kalmak igin
hiicresel bir strateji ve mekanizmadir. Belirli kosullar altinda asir1 aktive edildiginde,
asir1 otofaji hiicre oliimiiyle sonuglanir (Tablo 2.7) [68]. Otofaji, aclik, gelisim, hiicre
Oliimii ve tiimor baskilanmasina uyum iginde islev géren yanlis katlanmis proteinlerin
ve hasar gormiis organellerin pargalanmasi ve yok edilmesi igin fizyolojik hiicresel bir
stiregtir. Otofajinin Onemli mekanizmalarindan biri, otofagosom adi verilen ¢ift
membran vezikiillerinin aracilik ettigi hiicre i¢i bir bozulma yoludur. Bu
otofagosomlar, stresli kosullar altinda geri donistiiriilecek olan pargalanmig
sitoplazmik bilesenleri lizozoma verir. Bu otofaji mekanizmasi, hiicreleri hasarli
proteinlerden korumak, hiicre organellerini toksinlerden korumak, hiicre

metabolizmasini ve enerji homeostazini korumak ve hiicre yasamini siirdiirmek i¢in

gereklidir [72].
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Tablo 2. 7. Memelilerdeki otofaji genleri

Mammals Yeasts Comments Referonces

ULK1 protein kinase complex

uLK1 ATG1 Protein kinase, target of mTor kinase {16}
ATG13APGT3 ATG13 Phospharylated protein, target of mTor kinase (33)
FIP200 ATGI7 Essential for both stability and phosphorylation of ULK1 (31)
ATG101 Important for stability and basal phosphorylation of Atg13 and ULK1, (34, 35)

conserved from 5. pombe to mammals
AtgZ-WIPI complex

ATG9A, B ATG9 Membrane-protein (18, 42)
WiR-1,23.4 ATGI& PK3)P binding protein (30, 45)
Vps34-bedin1 dass ll PI3-kinase complex
PIRIC3INPS34 VPs34 PI3 kinase that interacts with Rab5 and Rab? {101}
PIRIRANVPSTS VPSiS Core activator of the Vps34 PI3 kinase complex {101}
BECNT ATGE Bedin1, one of the core subunits, bd2-interacting protein (17, 102)
ATG14 ATG14 Enhancer of autophagosome formation (27.102)
UVRAG VPS38 Enhancer of autophagosome-lysosome fusion and endocytic traffic (26)
Rubicon Megative regulator of autophagosome-lysosome fusion and endocytic (28, 29)
traffic
AMBRA1T WD40 domain containing a positive regulator of autophagy (40)
Atg12 conjugation
ATG12 ATG12 Modifier conjungates with Atg5 (21,22}
ATGS ATGS Target of Atg12 localizing to isolated membrames (21, 22)
ATG16L1.12 ATG16 Atn16L determines the site of LC3 conjugation (54, 56)
ATG7 ATG7 E1-like enzyme for Atg12 and LC3/Atg8 conjugation (21, 48, 51)
ATG10 ATG10 E2-like enzyme for Atgl12 conjugation (49, 53)
LC3/AtgB conjugation
MAPILC3BILC3B ATGE Modifier conjugating with PE and localizing to autophagosomes, LC3-A (23)
and LC3-C are isoforms
GABARAP ATGE Modifier, GABA-receptor associating protein {103)
GATE-16 ATGE Modifier, Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa {104)
GABARAPLT ATGE Modifier, myotube-differentiation-spedfic {57}
GABARAP ATGE Maodifier, GABA ,-receptor assodating protein (103)
GATE-16 ATGE Meodifier, Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa (104}
GABARAPLT ATGE Modifier, myotube-differentiation-specific (57)
ATGF ATG7 E1-like enzyme for Atgl12 and AtgB1C3 conjugation (48, 51)
ATG3 ATG3 E2-like enzyme for Atg12 and Atg81.C3 conjugation (24, 58)
ATG4A-D (autophagins 1-4) ATG4 Cytosolic oysteine protease for processing and recyding of Atg81.C3 (24, 98)
Pi{3)P-related proteins
ALFYIWDFY3 FYVE-domain-containing protein associated with protein granules and (70)
autophagic membranes
DFCPTZFYVET Double FYVE-domain containing protein1, omegasome-localization for (105)
autophagosome-initiation
FyYcoi Rab? effector binding to LC3 and PH3)P and mediating microtubule plus (74)
end directed vesicle transport
MTMRT4 Jumpy, PI3P phosphatase, negative regulator of autophagosome-initiation (66)
MTMR3 PI3P phosphatase, negative regulator of autophagosome-initiation (687}

2.11.1 Otofaji tipleri

Bugiine kadar, birden fazla otofaji tanimlanmustir. Biyolojik siireglerde en siklikla
karsilasan ise: makrofatofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofajidir [73]. Bu tez

kapsaminda makrootofaji ele alinacaktir.

2.11.2 Makrootofaji

Makrootofaji, substratlarin otofagosomlar olarak adlandirilan sitozolik ¢ift membranlt
vezikiillerde tutuldugu bir tiir otofajik islemdir. Makrootofajinin substratlari, gereksiz
ve hasarli organeller, sitosolik proteinler ve invazif mikroorganizmalardir.

Makromolekiiler bilesenleri geri doniistiirmek, elverissiz kosullar altinda hiicre
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canliligin1 korumak ve ¢esitli stres kosullar sirasinda hiicreyi korumak ig¢in enerji
tiretmek i¢in sitozole geri salinir. Otofaji, hem morfolojik olarak hem de ¢ekirdek
otofaji makinesini olusturan protein bilesenleri bakimindan mayadan memelilere karsi

yiiksek oranda korunur [73].

Makrotofaji, ciro aghigin biyoenerjetik yoOnetimine katilan, hiicresel bilesenlerin
parcalanmasi ve geri doniisiimiiniin diizenlenmis bir islemidir. Makrootofaji sirasinda,
sitoplazmanin bir kismi veya organellerin tamami otofagosomlar adi verilen gift
membranli vezikiillere ayrilir. Otofagosomlar nihayetinde lizozomlarla kaynasir,
boylece tek membranli otofagolisozomlart olusturur ve bunlarin igerigini azaltir.
Saccharomyces cerevisiae'de, ozellikle de genetik diizeyde yogun bir sekilde
calisilmistir Atg genleri olarak adlandirilan otofajiye iliskin genlerin bulunmasina yol
acmustir. Bazi Atg proteinleri otofagosom olusumunda rol oynamaktadir. Atg5 ve
Atgl12'nin E1 benzeri enzimler tarafindan iligskilendirmesiAtg7 ve AtglO'un, diger
proteinleri otofagosomal membrana almasi ve otofajik vakuolii, ilk dnce maya icin
aciklanmistir. LC3, maya Atg8'in memeli homologudur. Sitosolde (LC3-1) veya
otofagosomal membranlarda (LC3-I1) lokalize olan LC3-I ve onun proteolitik tiirevi
LC3-II (sirasiyla 18 ve 16 kDa) olmak iizere iki formda bulunur [74]. Dolayisiyla LC3-
I1, lizoformlar ile fiizyon yoluyla tahrip edilmeden 6nce otofagosomlarin bollugunu
tahmin etmek icin kullanilabilir. Benzer sekilde, LC3 yesil fluoresan proteini (GFP)
flizyon proteini, olusturuldugunda bir daginiktan bir vakuolar diizenine yeniden
dagitir. Son olarak, Beclin 1 maya, Atgé memeli homologudur. Beclin 1, trans-Golgi
agina yerlesir, sinif III fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksine aittir ve otofagosom
olusumuna katilir. Beclin 1, sporadik meme, yumurtalik ve prostat kanseri olan bircok
insan hastada monoalel olarak silinir. Ayrica, Beclin 1 mutant fareler, spontan
tiimorlerin yiiksek bir insidansi ve in vitro azalmis otofaji gosterir; bu, otofajinin (ve

belki de otofajik hiicre 6liimiiniin) hiicresel transformasyonu 6nleyebilecegini gosterir

[75].

Memelilerde, Atg proteinleri bes alt gruba ayrilir: ULK1 protein kinaz kompleksi,
Vps34-Beclinl simif III PI3-kinaz kompleksi, Atg9-WIPI-1 kompleksi, Atgl2
konjugasyon sistemi ve LC3 konjugasyon sistemi. Bu Atg genlerinin higbirinde

bozulma olmadan otofaji, kinazlar, fosfatazlar, lipitler ve ATP'ye bagli konjiigasyon
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dahil birgok protein kompleksinin sirali bir reaksiyonunun, tim otofaji islemi igin
vazgegilmez oldugunu gosterir. Vps34-beclin 1 sinif 111 P13-kinaz kompleksi, en az ti¢
tipe, Atgl4-Vps34-Vpsls-beclinll, UVRAG-Vps34-Vpsls-beclinll ve Rubicon-
UVRAG-Vps34-Vpsl5-beclinll komplekslerine ayrilmistir. Her bir kompleks, otofaji
sirasinda farkli bir fonksiyona baglanir. TheAtg9-WIPI-1 kompleksi, bir Atg9
membran proteini ve WIPI-1'den olusur. ki yayginlastirma benzeri reaksiyon, Atgl2
ve LC3 konjugasyon sistemleri, otofagosomlarin baslatilmasi ve olusumu igin

esastir.[76]

2.11.2.1 Uikl protein kinaz kompleksi

ULK1 protein kinaz kompleksi, ULK1 (bir protein kinaz), Atgl3, FIP200 ve
Atgl101'den olusur. mTOR kinaz, otofajiyi negatif olarak diizenlemek i¢in Atgl3'i
dogrudan fosforile eder. Atg101, Atgl3 ve ULKI'in stabilitesi ve bazal fosforilasyonu
icin 6nemlidir. FIP200, ULKY'in stabilitesi ve fosforilasyonu i¢in 6nemlidir. Atg13'in,
Al4'tin mayalarda On-otofaagomal yapiya alinmasindan sorumlu oldugunu goz
ontinde bulundurarak, ULKI1-Atg13-FIP200-Atg101 com-pleksinin memelilerde
Atgl14-Vps34 sinif 111 PI3-kinazompleks ile etkilesime girmesi miimkiindiir[77].

2.11.2.2 Vps34-Beclin PI3K- kompleksi

Vps34-Beclinl kompleksi, III. Sinmif PI3-kinazin bir c¢ekirdek kompleksidir.
Memelilerde, en az i tip III. Sinif PI3-kinaz kompleksi otofajiye katkida bulunur.
Atgl4-Vps34-VpslS-beclin 1 kompleksi, otofagosom olusumu icin elzemdir ve
UVRAG-Vps34-Vpsl5-beclinl kompleksi, otofagosom olgunlagsmasi ve endositik
trafikte pozitif olarak islev goriir. Buna karsilik, otofagosom olgunlagsmasini ve
endositik trafigi negatif olarak diizenler. Beclin 1 ile diizenlenmis otofajiyi aktive eden
Ambra 1, otofajiyi diizenler ve embriyogenezde 6nemli bir rol oynar. Duyusal

ndronlarda, Vps34 bagimsiz otofaji kanonik olmayan otofaji yolu olarak bildirilmistir
[77].

2.11.2.3 ATG12 konjiigasyonu sistemi

flk ubikuitin-benzeri reaksiyon olan Atgl2 konjugasyon sistemi, izolasyon
membraninin olusumu ve uzamasi igin esastir. Atgl2 ve ubikuitin'in amino asit
sekanslar1 birbirine benzemese de, Atgl2 bir ubikuitin kivrimina sahiptir. Atgl2

konjugasyon sisteminde, Atgl2, E1 benzeri bir enzim olan Atg7 tarafindan aktive

26



edilir, E2 benzeri bir enzim olan Atgl0'a aktarilir ve Atgl2-Atg5 konjligatlarim
olusturmak i¢in Atg5'e konjuge edilir. Uubikuitinde oldugu gibi, Atgl2'nin araba-
boxil terminali Gly, Atg7 ve AtglO'un aktif bolgesi Cys kalintilar1 ile tiyoester
baglarinin olusumu igin esastir ve ayrica Atg5'teki Lys130residu ile amidbonlarin
olusumu icin esastir. Bu nedenle, Atgl2, yapisal ubikuitin kivrimina sahip bir
degistiricidir. Atgl6, bir multimerik kompleksi olusturan Atg5 ile etkilesime girer.
Bir¢ok dokuda ve hiicre ¢izgisinde, ¢ogu endojen Atg5 ve Atgl2, Atgl2-Atg5
konjugati olarak bulunur ve Atgl2-Atg5 konjugati miktarinda otofaji sirasinda ¢ok az

artig gozlenir [77].

2.11.2.4 LC3 lipidasyonu

Ikinci ubikuitin benzeri konjugasyon sistemi, LC3 konjugasyon sistemi, hedefinin bir
fosfolipid PE olmasi bakimindan benzersizdir. Bu nedenle, LC3 konjugasyon
sistemine LC3-lipidasyon adi verilmistir. LC3-II, iimit verici bir otofagozom marker
olarak kabul edilir. LC3, karboksil terminali Fly a¢iga ¢ikana kadar LC3-I olusturmak
tizere Atg4B ile ayrilan pro LC3 olarak sentezlenir. LC3-1 Atg7 ile aktive edilir, Atg3'e
aktarilir ve son olarak PE'ye konjuge edilir. LC3'lin karboksi terminali Gly ayrica Atg7
ve Atg3'iin aktif bolge Cys kalintilari ile bir tioester baginin olusturulmasi ve PE ile
bir amid bagmin olusturulmasi i¢cin de esastir. Atg7 ve Atg3'lin aracilik ettigi
reaksiyonlar LC3'"linkilerle benzerdir. Atg8 homologlar1 ve maya Atg8 ayrica Atgl2'de
oldugu gibi bir ubikuitin katina sahiptir, ancak amino asit sekanslar1 Atgl2 ve
ubikuitininkinden farklidir. Bu nedenle, bu Atg8 homologlari, Atg7 ve Atgl0O
tarafindan aktive edilen ikinci degistiricilerdir. Cilinkii LC3-1, sitozolde lokalize olup,
LC3-I1 otofagosom halindedir, LC3-1I, memelilerde {imit verici bir otofagosome
markeridir. Otofagosomlarin sitoplazmik yiizeyindeki LC3-I1, daha fazla otofagosom
olusumu i¢in LC3-I'in geri doniisiimii i¢in Atg4B ile harap edilir. Atgl2-Atg5

konjugati ile olanlarin aksine, endojen LC3-I1'nin miktar1 otofaji sirasinda degisir [77].

2.11.3 Kanserde Otofajinin Rolii

Kanser biyolojisinde otofaji, timor tesviki ve baskilanmasinda ¢ift rol oynar ve kanser
hiicresi gelisimine ve ¢cogalmasina katkida bulunur. Baz1 antikanser ilaglar1 otofajiyi
diizenleyebilir. Bu nedenle, otofaji ile diizenlenen kemoterapi, kanser hiicresinin
hayatta kalmasinda veya OoOliimiinde rol oynayabilir. Ek olarak, otofajinin

diizenlenmesi, timor baskilayic1 proteinlerin veya onkogenlerin ekspresyonuna
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katkida bulunur. Tiimor baskilayic1 faktérler mTOR ve AMPK tarafindan negatif
olarak diizenlenir, bu da otofajinin indiiklenmesi ve kanser baslangicinin baskilanmasi
ile sonuglanir. Buna karsilik, onkojenler mTOR, sinif I PI3K ve AKT tarafindan aktive
edilebilir, bu da otofajinin baskilanmasit ve kanser olusumunun arttirilmasi ile
sonuglanabilir. Bu kanserlerde artmig otofajinin inhibisyonu, hiicre proliferasyonunu
azaltir ve timor baskilanmasini tesvik eder. Bu nedenle, otofaji, timoriin baslatilmasi
ve baskilanmasinda rol oynar ve takip eden boliimlerde onkojenezin bir indiikleyicisi

ve bir timor siipresorii olarak otofajinin gesitli rollerini tartisiimaktadir [72].

Bazal otofaji seviyesi, hasarli hiicresel parcalarin ve proteinlerin indirgenmesi ve
hiicresel homeostazin korunmasi yoluyla tiimér baskilanmasi i¢in bir mekanizma
olarak islev goriir. Onceki calismalar, otofajiye bagli BECN1 kaybi, gesitli insan
meme, prostat ve yumurtalik kanserlerinde gozlendigini bildirmistir. Beclin 1,
fagforun olusumunda 6nemlidir; bu, Beclin 1'in bir tiimor baskilayici olarak islev
gordiiglinii gosterir. Kanser hiicre hatlar1 ve fare modellerinde, BECN1'in kaybz,
otofajinin azalmasina ve hiicre ¢ogalmasinda bir artisa neden olarak BECN1 geninin
bir tiimor baskilayici olarak hareket ettigini gosterir. Ek olarak, cesitli ¢aligsmalar,
servikal skuamoz hiicreli karsinomlar ve hepatoseliiler karsinomlar gibi cesitli
kanserlerde Beclin 1'in seviyesinin azaldigini gostermistir. Diger ¢aligmalar, diger
anahtar otofaji genlerinin tiikenmesinin kanserde tlimor ilerlemesini baskiladigini
bildirmistir. BECNI1 ile tiimore baski yapan ve pozitif olarak otofajiyi diizenleyen, UV
radyasyon direnci ile iligskili gen (UVRAG) ve Bax etkilesimli faktor-1 (Bif-1) dahil
olmak {lizere cesitli proteinlertUVRAG'm tiikenmesi ve Bif-1 bozulmus otofagozom
olusumu ve otofajinin azalmasi, kolon, mide, meme ve prostat kanserlerinde kanser

hiicresi ¢ogalmasinin artmasina neden olur.

Otofajik c¢ekirdek proteinlerinin nakavt oldugu farelerde, ATGS5 ve ATG7'nin
silinmesi, hasarli mitokondri ve oksidatif strese bagli olarak otofaj eksikligi olan
hepatositlerden karaciger kanseri olugtururDiger ¢caligmalar, ATG3, ATGS5, ATG9 gibi
otofajik regiilator eksikliginin onkogenezle iligkili oldugunu gostermistir. ATG4 te
farelerin, kimyasal kanserojenlere maruz kaldiklarinda fibrosarkom olusumuna
duyarhliklarinin artti§i gézlenmistir. Ek olarak, otofaji, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) diizenlenmesi yoluyla tiimér olusumunu 6nler. Mitokondri hasari, asir1 ROS

iiretimine neden olarak kanserojenez olusumunu tesvik eder. Bu sonugclar, otofajinin,
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timor olusumunu 6nleyen 6nemli bir mekanizma oldugunu ve bozulmus otofajinin

onkogenezle sonuglanabilecegini gostermektedir.[72]

Baz1 ¢alismalar, otofajinin, ilerlemis kanserlerde tiimoriin hayatta kalmasini ve
biliylimesini destekledigini gostermektedir. Ttimorler, hipoksi ve besin yoksunlugu
dahil olmak iizere asir1 stresli kosullara maruz kalmaktadir. Otofaji, hiicrelerin bu
streslerin iistesinden gelmesine yardimci olur. Otofaji, hiicrelerin hipoksik kosullar
altinda bulundugu kati tiimorlerin orta kisminda aktive edilir. Beclin 1'in silinmesiyle
otofajinin baskilanmasi hiicre Olimiinii arttirir. Ek olarak, otofaji, metabolik
substratlar1 beslemek i¢in hiicre i¢i bilesenleri geri doniistiirerek ¢ogalan tiimdrlerin
yiiksek metabolik ve enerjik taleplerini yerine getirir. Hayvan ¢alismalarinda, otofajiye
sahip olmayan hiicrelerde metabolik stres gozlenir ve bu da hiicre sagliginin
bozulmasima neden olur. Bu nedenle, otofaji, tiimorlerin metabolik taleplerini
karsilamak icin stres toleransini artirarak ve besleyici maddeler saglayarak timor
hiicresinin hayatta kalmasima katkida bulunur ve otofajinin veya otofaji genlerinin

yikilmasinin 6nlenmesi, timor hiicresi 6liimiine neden olabilir.

Bazal otofajiyi yiiksek tutan RAS mutasyonlu kanser hiicrelerinde otofaji de artmustir.
RAS, proliferasyon, hayatta kalma ve metabolizma i¢in 6nemli sinyal yollarinda yer
alan kiiglik GTPazlardir. RAS aktive edici mutasyon, tiimor biiyiimesini, hayatta
kalmay1 ve onkogeneziyi artiran ve akciger, kolon ve pankreas dahil olmak {izere bazi
oliimciil kanserlerin gelismesiyle iliskili olan otofajiyi arttirir. Baz1 ¢aligmalar, RAS"
aktive eden mutasyona ugramis hiicrelerde yiiksek diizeyde bir otofaji gdzlendigini ve
hiicre sagkaliminin, besleyici aglik sirasinda otofajiye bagli oldugunu gostermistir. Ek
olarak, otofajiye bagl proteinin inhibisyonu, hasarli mitokondri birikimini arttirir ve
hiicre biiylimesini azaltir. Bu sonuglar, otofajinin, RAS aktivasyonuna bagli cesitli
tiimorlerin hiicre yasaminda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir [72].

Kanser hiicreleri, vaskiiler ve lenfatik sistemler yoluyla yeni doku ve organlarin istila
ve kolonizasyonu olan metastazlara girme yetenegine sahiptir. Metastaz sirasinda,
orijin bolgesindeki kanser hiicrelerinin ikincil bolgelere go¢ etme kabiliyeti artar.
Birincil kanser hiicrelerinde, otofaji hipoksi ve besin yoksunlugu ile indiiklenir ve
hiicre nekrozu ve iltihabina kars1 korur. Otofaji, pro-metastatik ve anti-metastatik
etkileri gdstermistir. Otofaji, kanser metastazinin erken evrelerinde kanser nekrozunun

ve inflamasyon yanitlarinin smirlandirilmast yoluyla anti-metastatik bir rol oynar.
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Erken metastazda, otofaji ayrica kanser hiicrelerinin yayilma ve kdk bdlgelerden
gociinii azaltir. Bununla birlikte, metastazin ileri evrelerinde, otofaji, ikincil bolgelerde
kanser hiicresi sagkalim1 ve kolonizasyonunun tesviki yoluyla metastatik bir rol oynar.
Otofaji anti-metastatiktir. Beclin 1 ve LC3 gibi otofajiye bagli genlerin yikilmasi,
meme kanserinde apoptoziye yol agan proliferasyon, go¢ ve istila inhibe edilir.
Otofajinin ana diizenleyicisi olan ATGS5 ekspresyonunda bir azalma, 158 primer
melanom hastasinda sagkalim oranimi diistirdii ve ATGS5 ekspresyonunda azalma,
kanser hiicresi proliferasyonunu arttirir ve erken evre kanserin ilerlemesi ile iligkilidir.
Bir ¢calisma mTOR sinyalini bloke etmenin otofajik hiicre 6liimiinii indiikledigini ve

mide kanseri hiicrelerinde metastazi inhibe ettigini gostermektedir.

Otofaji ayrica pro-metastatiktir. Metastaz yapmak i¢in kanser hiicrelerinin ECM
yoklugunda hayatta kalabilmesi ve ¢ogalabilmesi gerekir ve dolagim sistemleri ve
ikincil bolgelere yayilmasi da onemlidir. Kanser hiicresi 6liimii, anoikis adi verilen
ECM ekinin kaybini takiben apoptoz ile indiiklenir. Onemli kamtlar, otofajinin ECM
ile ayrilan kanser hiicrelerinin anoikislerden korunmasini ve hayatta kalmasini
sagladigin1 gosterir. Bir ¢alisma, otofajinin inhibisyonunun, bir akciger metastazi
modelinde hepatoseliiler karsinoma metastazini azalttigini ve otofajinin inhibe
edilmesinin sadece istila ve gogii azaltmakla kalmayip ayni zamanda hepatoseliiler
karsinoma hiicrelerinin anoikis direnci ve akciger metastazini da azalttigini

gostermistir.[72]
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 HUCRE KULTURU

MDA-MB-231 (0strojen reseptorii negatif, ER-) biiylime hormonu anlatimi
bulunmayan meme kanseri hiicre hatlar1 American Type Tissue Culture
Collection’dan temin edilmistir. Hiicreler %10 sigir fetiis serumu ve 10 U/ml
penisilin/streptomisin antibiyotigi igeren DMEM besiyeri igerisinde %5 CO2 igeren
37°C etiivde inkiibe edilmistir. Hazirlanmis olan besiyeri 0.22 uM por capindaki
hiicrekdiltiirii ile uyumlu filtrelerden gecirilerek 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¢cin 60 ve 100 mm’lik, floresan
mikroskobu ¢aligmalart i¢in de 96, 12 ve 6 kuyucuklu, 60 mm’lik hiicre kiltiirti
petrilerine ekimler yapilmigtir. Hiicreler bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrilerine
yapistiktan sonra kullanilan ilag belirlenen stirelerde uygulanmistir ve %5 CO,, iceren
37°C etlivde inkiibe edilmistir. Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda hiicre
ekimleri veya petri kabi igerisindeki hiicrelerin yogunlugunun artmasi sonuucnda
hiicre pasajlama islemi i¢in 6ncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmistir. 75 mm?’lik
hiicre kiiltiirti petrisi igerisine 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan
sonra PBS uzaklastirilir. Petri kabi igerisine 2 ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra
asetik asit) (%0,25) eklenerek CO2 igeren etiivde 3-4 dakika boyunca
bekletilmistir Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gdrmemesi i¢in petri kabina 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 siispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmis bulunmaktadir. Hazirlanan
hiicre silispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin kanalina
aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre
sayis1, 1 ml’deki hiicre sayismin ulunabilmesi igin 10* ile garpilmustir. 1,5x10%6hiicre,

75 cm?°lik petri kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

31



3.2 HUCRE CANLILIGININ BELIRLENMESI

3,3’Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) Boyama Atiprimodun MDA-MB-
231 dogal tip ve MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig
tizerine etkisini belirlemek amaciyla DiOC6 boyama gerceklestirilmistir. 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 104 hiicre olacak sekilde ekim yapilmaistir. Bir gece
boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere 2ul triptolid ve 2ul
metformin 24 saat boyunca uygulanmistir. Inkubasyon sonunda her bir kuyucuga 1
nM DiOC6 (ana stok: 4 mM) 30 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda
mavi filtre ile canl hiicreler belirlenmistir. Ilag uygulamasmin kaynakli hiicre
Olimiinii belirlemek amaciyla PI boyama gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrisine 104 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca
hiicrelerin yapigmasi beklendikten sonra hiicrelere 2ul triptolid, 2ul metformin ve ikisi
kombine olarak 24 saat boyunca uygulanmistir. Inkiibasyonu takiben her 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
uygulanan ilaglarin MDA-MB- 231dogal tip ve MDA-MB-231 BH+ meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii {lizerine etkisini belirlemek amaciyla DAPI
boyama gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 104 hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra
hiicrelere 2ul triptolid, 2ul metformin ve ikisi kombine olarak 24 saat boyunca
uygulanmustir. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga lul/ml DAPI boyasi 30 dakika
uygulanmistir.34 5.Mitotraker/DAPI boyama Hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
petrisi icerisine 3x105 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece boyunca yapigmalari
beklendikten sonra hiicrelere 2ul triptolid, 2ul metformin ve ikisi kombine olarak 24
saat boyunca uygulanmstir. Inkiibasyon sonunda mitotraker ve DAPI floresan boyasi
hiicreler Tlizerine eklenmis ve 30 dakika inkiibasyon yapilmis ve floresan

mikroskobunda goriintiilenmistir.

3.3 TRIiPAN MAVISIi iLE HUCRE SAGKALIMININ BELIiRLENMESI

Triptolid ve Metformin’in Mda-Mb 231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde
koloni olusumu fizerine etkisini belirlemek amaciyla hiicre sag kalim deneyi
yapilmustir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10° hiicre olacak sekilde ekim

yapilmustir. Bir gece yapismasi beklenen hiicrelere 2ul triptolid, 2ul metformin ve
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kombine olarak 0-72 saat boyunca uygulanmistir. 72 saat sonunda hiicreler tripsin ile
toplanarak 2000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilir. Hiicre pelleti 100 pl besiyeri
ile ¢Oziiliir. Coziilen pelletlerden 10 pl alinir ve 10 pl tripan mavisi ile karistirilarak

hemositometride sayimi yapilir.
3.4 ASILI DAMLA TEKNIiGi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ hiicreler 60 mm' lik petrilere her damlacikta 2,5x103
hiicre olacak sekilde kontrol ve 2ul triptolid ve 2ul Metformin tek ve kombine olarak
iki farkli petriye damlacik halinde ekilir. Kontrol hiicreleri ve 2ul triptolid ile 2 ul
metformin kombine ve tek olarak uygulanmasiyla ilagl hiicreler 151k mikroskobunda
3 giin boyunca gozlenmekte ve damlacik ¢ap1 kaydedilmektedir. 3 giiniin sonunda
damlaciklar DAPI ve DiOC6 floresan boyalari ile boyanip 24 saat inkiibe edilmektedir.

24 saat sonunda floresan mikroskobu ile damlaciklar gézlenmektedir.
3.5 PROPIDYUM IYODUR BOYAMA VE FACS ANALIZI

Triptolid ve Metformin’in MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyamasi
sonrasinda akig sitometresi gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirli petrilerine
2x10 5 hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicrelere 2ul Triptolid, 2ul Metformin, kombine olarak 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 igerisinde 1pl PI
(1 mg/ml) boyas1 olcak sekilde boyama yapilmistir. Hiicreler karanlikta 30 dakika

boyunca bekletildikten sonra akis sitometresi aletinde okutma yapilmistir.
3.6 YARA IYILESTIRME YONTEMI

Triptolid ve metforminin MDA-MB-231 dogal tip ve MDA-MB-231 BH+ meme
kanseri hiicrelerinde yara iyilesme potansiyeli lizerine etkisini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine 3x10> hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra 200 ul’lik

steril pipet ucu ile petri kabinda bir yara olusturulur. 0, 24 ve 48 saat boyunca yara
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uzunlugunun degisimi Ol¢iilmiistiir. Asili Damla metodu ile 3B sferoid hiicre kiiltiiri
MDA-MB-231 dogal tip ve MDA-MB-231 BH+ hiicreler 60 mm' lik petrilere her
damlacikta 2,5x103 hiicre olacak sekilde kontrol ve 2mM metformin, 20nM triptolid
ve triptolid metformin kombine olarak dort farkli petriyen damlacik halinde ekilmistir.
Kontrol hiicreleri ve ilagh hiicreler 151k mikroskobunda 3 giin boyunca gozlenmekte
ve damlacik cap1 kaydedilmektedir. 3 {incii giiniin sonunda damlaciklar DAPI, PI ve
DiOC6 floresan boyalari ile boyanip 24 saat inkiibe edilmektedir. 24 saat sonunda

floresan mikroskobu ile damlaciklar gozlenmektedir.

3.7 YUMUSAK AGAR TEKNIGi

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde 3 boyutlu ortam
icerisinde koloni olusumu {izerine etkisini belirlemek amaciyla softa gar teknigi
kullanilmisti. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine %0,5’lik agar ve %20 FBS igeren
besiyeri 1:1 oranda hazirlanarak dokiilmiistiir. Agar donduktan sonra 3x10* hiicre,
0,3%’lik agar ve medya ile alt agarin {izerine ekim yapilmistir. 10-15 giin inkiibasyon
sonrasinda koloni c¢aplart 151k mikroskobu altinda ve DiOC6 boyamas: ile

belirlenmistir.

3.8 KOLONi FORMASYON DENEYi

6 kuyucuklu petriye 5x103 hiicre olacak sekilde ekim yapilir. Ertesi giin 24 saatlik
ilaglarin uygulamasi gergeklestirilir. 24 saat ilag uygulamasinin sonunda hiicrelerin
normal medya ile degisimi yapilir. 10-14 giin sonunda medya uzaklastirilir.
Kuyucuklar 1X PBS ile yikama yapilir. 3ml %100 methanol, 1ml asetik asit ile 5
dakika inkiibe edilir. Kristal viole yiizeyi saricak miktarda eklenip 20 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilir. 20 dakika sonunda distile su ile yikanarak boya

uzaklastirilir. Kolonilerin ¢ekimi gergeklestirilir.

3.9 BRADFORD PROTEIN MIKTAR TAYINi

Bradford teknigi, izole edilmis proteinlerin miktar tayimni yapmak i¢in kullanilmustir.
Oncelikli 1pg/ul olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanarak standart deger egri
olusturulmustur. Bu egri 1pg/ul, 2pg/ul, 3ug/ul, 4pg/ul, Spg/ul BSA’nin iizerine 200

w | Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595nm dalga boyunda absorbanslart lglilmiistiir.
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Elde edilen proteinler 1 pg/ul alinarak ayni dalga boyunda absorbanslar1 belirlenmistir.
Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim
esitliligi  kullanilarak absorbans degerleri bilinen &rneklerin  konsantrasyonlari

hesaplanmistir.

3.10 iMMUNOBLOTLAMA

3.10.1 Proteinlerin Hazirlanmasi

Immiinoblotlama yontemi igin 20-25ug protein ile 5X-Laemli tamponu 1:4 oraninda
karistirtlip 95°C’°de 5 dakika inkiibe edilmistir. %4  liik yiikleme jeli ve 12% ayirma
jeli ile SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde ilk kuyuda protein markeri olarak ve diger
kuyularda proteinler bu jele yiiklenmistir.70 voltta 4 saat boyunca yiiriitiilmiistiir.

3.10.2 Membrana Transfer ve Bloklama

Yiiriitme islemi bittikten sonra yiikleme jeli kesilerek ayni biiyiikliikkte olan
poliviniliden fluorid (PVDF) membran jelin altina koyulmustur. Membranin altina ve
jelin {stline transfer tamponu ile 1slatilan filtre kagitlart yerlestirilir ve bu sistem
transfer kasetine yerlestirilir. Bio-Rad firmasina ait cihazi ile hedef kDa'ya gore farkli
stirelerde amper uygulanarak transfer gergeklestirilmistir. Protein transfer edilen

PVDF membranlart %5 yagsiz siit kullanilarak bloklanmistir.

3.10.3 Primer ve Sekonder antikor Isaretlemeleri ve Bantlarin goriintiilenmesi

5% yagsiz siitte bloklanmig membranlar primer antikorlarda gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmisti. Her bir antikor super block T-20 ¢ozeltisi ile (Pierce) 1:250-1:1000
araliginda c¢alisilmistir.  HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:3000 araliginda
calistlmisgtir (CST). Primer antikor uygulandiktan sonrast membranlar 10 dakika
boyunca oda sicakliginda 3 kez 1xXTBS-Tween ile yikanmistir. Yikama bittikten sonra
membranlar anti-tavsan veya anti-fare ikincil antikorlar ile (1:3000) gece boyu +4°C
sicaklikta bekletilip 3 kez 1xTBS-Tween ve 1xTBS ile yikanmistir. Yikama
sonrasinda, ornekler kemiluminisans tamponu (ECL) (A ve B c¢ozeltilerinin 1:1
karigimi) ile 3 dakika muamele edilmistir. Membranlar kemiluminisans tamponu ile
bekletildikten sonra, transluminator aletinde goriintilenmistir.

A Cozeltisi

9 ml dH; O igerisine 1ml 1M Tris-HCI ( pH:8,5), 75 ul kumarik asit ve 150 pl luminol
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kimyasallar1 ilave edilerek hazirlanir.

B Cozeltisi

9 ml dH; O igerisine 1ml 1M Tris-HCI ( pH:8,5) ve 15 ul H, O, kimyasallar1 ilave
edilerek hazirlanir.

Bu her iki ¢ozelti hazirlandiktan sonra karistirilarak karanlik kosullarda bekletilmistir.

3.11 ISTATIKSEL ANALIZ

Tiim tez boyunca gergeklestirilen MTT hiicre canlilik testi, asilt damla modeli analizi,
yara iyilesme gibi deneylerden elde edilen sayisal veriler GraphPad Prism 6
kullanilarak grafik haline doniistiiriilmiis ve istatistiksel olarak analizleri bu program
sayesinde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analiz olarak iki yonlii ANOVA Bonforreni
testi kullanilarak analiz sonuglar1 gergeklestirilmis ve istatistiksel olarak anlamlilik
degeri olarak “p degeri” kullanilmistir. p degerleri sirasiyla * p<0.05, **p<0.01,
****p<0.0001 olarak verilmistir. MTT hiicre canliligi analizi ti¢ kez, asili damla
modeli ve yar1 akigkan agar deneyi ise iki kez tekrarlanan deney ortalamasina gore

belirlenmistir.
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4 SONUCLAR

41 DOZA BAGLI TRIiPTOLIiD UYGULANMASININ MDA-MB-231
DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERi HUCRELERINDE HUCRE
CANLILIGI UZERINE ETKIiSIiNIN GOSTERILMESI

Triptolid uygulamasinin hiicre canlilig iizerine etkisinin MDA-MB-231 dogal tip ve
BH+ meme kanseri hiicreleri lizerinde gostermek i¢in MTT testi gergeklestirilmistir.
Triptolid (0-50nM) dozda uygulanmistir. Doza bagli olarak triptolid uygulanmasi
sonucunda hem MDA-MB-231 dogal tip’te hem MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde 20
nM dozda hiicre canliliginda anlamli sayida azalma goézlemlenmistir. 30nM ve 50nM
dozdaki triptolid etkisinin artmadig1 ve asir1 sitotoksisite etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1).MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde dogal tipe kiyasla triptolide
diren¢ oldugu tespit edilmistir.
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= 1004 mm i
g 1
o u.
o
S 50
I
)
@
m
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Sekil 4. 1. Doza bagh triptolid uygulamasinin bagil hiicre canliligina etksinin MTT
testi ile gdsterilmesi
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42 DOZA BAGLI TRIiPTOLID UYGULAMASININ MDA-MB-231
DOGAL TiP VE MDA-MB-231 BH+ MEME KANSERi UZERINDE
APOPTOTIK ETKIiSININ GOSTERILMESI

Triptolid uygulamasinin hiicre canlilig1 tizererine etkisinin MDA-MB-231 dogal tip ve
MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri iizerinde etkisinin belirlenmesi igin
DAPI, DiOC6 ve Pl ii¢lii boyamasi gergeklestirilmistir. Hiicre 6limiinii gdstermek i¢in
Pl, DNA kirikliklarin gostermek i¢cin DAPI boyamasi uygulanmistir, hiicre canliligini
ise DIOC6 boyasi1 gostermektedir. Fluorasan boyamalarina gére doza bagh olarak
triptolid uygulanmasi (0-50nM) hem MDA-MB-231 dogal tip’te hem MDA-MB-231
BH+ hiicrelerinde hiicre canliliginin azalttigin1 Pl boyamasi gostermektedir. Fakat
BH+ anlatimi1 kazandirilmis olan MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde MDA-MB-231
dogal tip kiyasla triptolide kars1 DiOC6, Pl ve DAPI boyamalarinda daha az anlamlilik
tespit edilmistir. (Sekil 4.2.) Doz artisina bagl triptolid uygulanmasinin etkisi de
arttig1 gézlemlendi fakat 30nM ve lizeri dozda artmis sitotoksik etki gozlemlenmistir

(Sekil 4.3).
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Sekil 4. 2. MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde zamana bagl tiptolid uygulamasinin DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI boyama ile mitokondri
membran potansiyeline etkisi DIOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum iyodiir boyama sonrasi fliioresan mikroskobi ile izlenmistir.
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Sekil 4. 3. MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde zamana bagli tiptolid uygulamasinin DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI boyama ile mitokondri
membran potansiyeline etkisi DiOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum iyodiir boyama sonrasi fliioresan mikroskobi ile izlenmistir.



43 ZAMANA BAGLI TRIiPTOLID UYGULAMASININ MDA-MB-231
DOGAL TiP VE MDA-MB-231 BH+ MEME KANSERi UZERINDE
ETKISININ GOSTERILMESI VE METFORMIN ILE
TRiPTOLID+METFORMIN DOZUNUN BELIRLENMESI

Triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin hiicre canliligi tizerine etkisinin
MDA-MB-231 dogal tip ve MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicreleri iizerinde
etkisinin gosterilmesi i¢in DAPI, DiOC6 ve PI {iglii boyama gergeklestirildi. Hiicre
Oliimiinti géstermek i¢in PI boyamasi uygulanmistir, DNA kirikliklarin ise DAPI ve
hiicre canliligini ise Dioc6 boyasi gostermektedir. Fluoresan boyamalarina gére doza
bagli olarak triptolid (0-50nM) ve metforminm (1-5mM) uygulanmasi hem MDA-
MB-231 dogal tip’te hem MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde doza bagl hiicre
canliliginin azalttig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.3.1). Fakat BH+ anlatimi kazandirilmig
olan MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde MDA-MB-231 dogal tip kiyasla triptolide
kars1 daha az anlamlilik gostermistir (Sekil 4.3.2). Triptolid ve metformin kombine
uygulanan hiicrelerde ise hiicre canliligi daha da azaldigi Pl, DAPI ve DiOC6
boyamalarinda gosterilmistir (Sekil 4.4). Sonraki deneylerde 20nM triptolid ve 2mM
metformin dozu kullanilicagi kabul edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 4. MDA-MB-231 DT hiicrelerinde zamana bagli tiptolid ve metforminin farkl1 doz uygulamasinin DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI
boyama ile, mitokondri membran potansiyeline etkisi DiOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum iyodiir boyama sonrasi fliioresan
mikroskobi ile izlenmistir.
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Sekil 4. 5. MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde zamana bagl tiptolid ve metforminin farkli doz uygulamasinin DNA fragmentasyonuna etkisi DAPI
boyama ile, mitokondri membran potansiyeline etkisi DiOC6 boyama ile, hiicre 6liimiine etkisi propidyum iyodiir boyama sonrasi fliioresan
mikroskobi ile izlenmistir.
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde doza bagli triptolid ve MET kombine
uygulamasinin canliligina etksinin gosterilmesi

44  MDA-MB-231 DOGAL TiP VE MDA-MB-231 GH+ MEME KANSERI
UZERINDE TRIiPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE
UYGULAMASININ ETKIiSI AKRIDIN ORANJ BOYAMASI IiLE
GOSTERILMESI

Triptolid ve MET tek ve kombine uygulanan MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme
kanseri hiicrelerinde otofajinin  (asidik vezikiller olusumlarin) baskilanip
baskilanmadigin1  kontrol etmek amaciyla, akridin oranj fluoresan boyamasi
gerceklestirilmistir.  Hem MDA-MB- 231 dogal tip hem de BH+ meme kanseri
hiicrelerinin ila¢ uygulanmayan saglikli kontrol hiicrelerde asidik vezikiiler olusumu
gozlemlenmemistir. Ancak triptolid (20nM) ve MET (2mM) tek uygulamasinin hem
dogal tip hem de BH anlatimi kazandirilmis hiicrelerde asidik vezikiil olusumu
bulunmustur. Kombine tedavi uygulanan hiicrelerinde ise diger hiicrelere gore
otofajide daha da 6nemli bir artis oldugu akridin oranj boyamasi ile tespit edilmistir
(Sekil 4. 6.).
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Sekil 4. 7. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin otofajik vakuol
olusumu {izerine etkisinin akridin oranj boyamasi ile gosterilmesi.
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45  MDA-MB-231 DOGAL TiP VE MDA-MB-231 GH+ MEME KANSERIi
HUCRELERI UZERINDE TRiPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE
UYGULAMASININ ETKiSi YUMUSAK AGAR TEKNIiGi ILE
GOSTERILMESI

Agar arasi hiicre teknigi ile hiicrelerin hareket kapasitelerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Alt agarda FBS miktar1 yiiksek olan ve agar konsantrasyonu diisiik olan
bir kompozisyon bulunurken iist agarda normal besiyeri ve hiicreler ile birlikte daha
yiiksek konsantrasyonda agar mevcuttur. Bu durumda iist agarda olusan sferoid yapilar
hiicre ac¢lig1 veya boliinmeye olan istegi takiben alt agara hareket edeceklerdir. Agarlar
arasi konsantrasiyon farkli epitel hiicre gegisini zorlastiracak sekilde ayarlanmistir. Bu
sebeple sadece hareket edebilme yetenegine sahip hiicreler alt agara gecebilmektedir.
Yumusak agar deneyine gore; MDA-MB-231 dt hiicrelerinde koloni ¢apinin 24 saat
sonrast 41.9 uM oldugu ve 72 saat sonrast 81.9 uM oldugu tespit edilmistir, MDA-
MB-231 BH+ hiicrelerinde ise koloni ¢apinin 24 saat sonrast 37.4 uM ve 72 saat
sonrast 45.8 uM’a arttig1 tespit edilmistir. Kontrole kiyasla triptolid ve MET tek
uygulanmasi koloni olusumunda anlamli degisiklik gostermedigi fakat tritolid ve MET

kombine ugulanmasinda sferoid yap1 olusumunda ciddi bir azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4. 8. MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin koloni olusumu ve hiicre
canliligina etkisinin yumusak agar teknigi ile gosterilmesi
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin koloni olugumu ve hiicre
canliliina etkisinin yumusak agar teknigi ile gosterilmesi

48



46  TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
KOLONi OLUSUMU UZERINE ETKiSiNIN MDA-MB-231 DOGAL TiP VE
BH+ MEME KANSERI HUCRELERINDE GOSTERILMESI

MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicre hatlarinda triptolid ve MET’in
koloni olusumu tzerine etkisini belirlemek icin koloni formasyon teknigi
kullanilmistir. MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre hattinda dogal tip hiicrelere
kiyasla koloni olusumunu tetikledigi saptanmustir. Ayrica triptolid ve MET koloni
olusumu tizerine baskilayici etkisi hem MDA-MB-231 dogal tip hem de BH+ meme
kanser hiicre hatlarinda tespit edilse de triptolidin MET ile birlikte uygulanmasi koloni
olusumu {izerine baskilayict bir etki gostererek hiicre canliligin azalttig

gozlemlenmistir (Sekil 4.6.1).
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicrelerinde triptolid ve metformin uygulamasinin koloni olusumu iizerine etkisinin

gosterilmesi.
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4.7  TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
MDA-MB-231 DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERi HUCRELERI
UZERINE ETKIiSININ ASILI DAMLA MODELI TEKNIGi IiLE
GOSTERILMESI

MDA-MB-231 Dogal tip ve BH+ meme kanseri hiicreleri {izerine triptolid ve
metformin tek ve kombine uygulamasinin 3D hiicre kiiltiirii modellerinde koloni
olusumu {izerine etkisinin gosterilmesi  gergeklestirilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde agar ftizerinde sferoid olusturma deneyi ve asili damla deneyi
gerceklestirilmis 72 saat sonrasinda olusan sferoid hiicre populasyonlarinin ¢apinda
azalma g6zlemlenmistir (Sekil 4.7.1). MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanseri
asili damla modeli teknigi ile saglkli kontrol hiicrelerde 1 giin boyunca kolonilerin
capinin 313 pum’a ulastig1 tespit edilmistir. Ancak, triptolid (20nM) uygulanmasi
saglikli kontrol hiicrelere kiyasla asili damla modeli ile gergeklestirilen 3D kiiltiirlerde
MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinin ¢apimin 182 pum’a ve metformin (2mM)
uygulandigi hiicrelerin ¢cap1 97.4 pum’a geriledigi tespit edilmistir. Ancak, hem triptolid
hem metformin uygulandigi durumda giiniin sonunda MDA-MB-231 dogal tip
hiicrelerin ¢apinin 144pum’a ulasmis oldugu goriilse de ikili ilag uygulamasinin koloni

olusumunu dagittig: ve hiicreleri 6lime yonlendirdigi tespit edilmis
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Sekil 4. 11. Zamana bagh triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin 3D olarak MDA-MB-231 DT meme kanseri hiicre kiiltliriinde
etkisinin gosterilmesi.
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Sekil 4. 12. Zamana bagl triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin 3D olarak MDA-MB-231 BH+ meme kanseri hiicre kiiltiiriinde
etkisinin gosterilmesi.
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Sekil 4.13 Zamana bagl triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasinin 3D
olarak MDA-MB-231 DT ve BH+ meme kanseri hiicre kiiltiiriinde etkisinin
gosterilmesi.

Ayni model sistem otokrin BH anlatimi kazandirilmigs MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde incelendiginde; saglikli kontrol hiicrelerde 1 giiniin sonunda koloni
capinin 255 pm’a ¢iktig1 gozlenmistir. Ancak, triptolid (20nM) uygulanmasi saglikli
kontrol hiicrelere kiyasla 246 um’a ve metformin uygulanmasi sonrasi 360 pum’a
ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.7.2). Ancak hem triptolid hem de metforminin beraber
uygulandigi durumda ise 1 giiniin sonunda MDA-MB-231 BH+ meme kanseri
hiicrelerin ¢apinin 335 um’a ulagmis oldugu goriilse de ikili ila¢ uygulamasinin koloni
olusumunu dagittig1 ve hiicreleri 6liime yonlendirdigi tespit edilmistir. 1 giin sonunda
metformin uygulamast MDA-MB-231 dogal tip hiicrelerinde kolonilerin
biiyiikliiklerine azaltict yonde etki yaparken otokrin BH anlatim1 kazandirilmis ve DT
hiicrelerde triptolide karsi direng mekanizmasini aktive ettigi ve 2’°nci ve 3’ncii giinii

ilacin etkisi azaldig1 gézlemlenmistir.

48  TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
MDA-MB-231 DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERi HUCRELERI
UZERINE ETKIiSININ YARA iYILESME YONTEMI ILE GOSTERILMESI

Yara iyilesmesi deneyinde zamana bagli (0-72 saat) triptolid ve MET tek ve kombine
uygulamasi gergeklestirilmisti. Hem MDA-MB-231 dt hem de MDA-MB-231 BH+
hiicrelerinde kontrole kiyasla triptolid ve metformin tek uygulanmasi hiicrelerin
cogalmasimi ve yara iyilesmesini 3 farkli siirede de anlamli 6lgiide azalttig
gozlemlenmedi. Fakat tritpolid ve MET kombine uygulanmasi ise hiicrelerin

cogalmasini ve yara iyilesmesini durdurdugu tespit edildi.
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Sekil 4. 14. MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve kombine uygulamasini takiben 24 saat , 48 saat , 72 saat sonrasinda yara
iyilesmesi modelinde olusturulan yariklarin kapatilmasi.
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Sekil 4.15. MDA-MB-231 DT hiicrelerinde triptolid ve metformin tek ve kombine uygulanmasini takiben 24 saat, 48 saat, 72 saat sonrasinda yara
iyilesmesi modelinde olusturulan yariklarin kapatilmasi.
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49  TRIPTOLID, METFORMIN TEK VE KOMBINE UYGULANMASININ
OTOFAJi VE APOPTOTIK OLUM UZERINE ETKIiSiNIN MDA-MB-231
DOGAL TiP VE BH+ MEME KANSERI HUCRELERINDE GOSTERILMESI

Triptolid, Metformin tek ve kombine uygulanmis durumda MDA-MB-231 DT ve BH+
meme kanseri hiicre hatlarinda otofaji ve apoptotik 6liim iizerine etkisini belirlemek
icin immiinoblotlama teknigi kullanilmistir. MDA-MB-231 DT ve BH+ hiicrelerinde
otofaji yolagi immiinoblotlama yontemiyle incelendiginde DT grubuna kiyasla BH+
grubunda ATGS, ATG7 ve ATG16’de kombine tedavisinde bant intensitelerinin
arttigr goriilmektedi. Bu durumda kombine tedavinin hiicreleri otofajiye gotiirdiigi
goriilmektedir. Fakat bir otofaji markeri olan LC3A/B’de artis olmamaistir. Diger tiim
sonuclarimizin otofajiyi isaret ettigi géze alinarak bu durumun protein kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. Pro-otofajik oldugunu bildigimiz p62°de DT grubuna kiyasla arttig
gozlemlenmistir. Bu durumda hiicreler otofaji yolagini kullanarak otofajiye
gitmektedir (Sekil 4.15). MDA-MB-231 DT ve BH+ hiicrelerimizde apoptoz yolagini
inceledigimizde apoptozun bir belirtecisi olan Apaf-1 seviyesinin DT grubuna gore
arttigt  goriilmektedir. BH+ hiicre hatti kendi icinde degerlendiginde Apaf-1
seviyesinin kombine tedavide arttigi gorilmektedir. Ayni sekilde diger apoptoz
markeri olan c-PARP seviyeleri artmigtir. Ayrica, anti-apoptotik 6zellikteki Bcl-2 de
azalma gostermektedir (Sekil 4. 16.).
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Sekil 4. 16. Triptolid ve metformin uygulamasinin dogal ip ve BH+ MDA-MB-
231 hiicrelerinde apoptozda gorevli proteinlerin anlatimu tizerine etkilerinin
immunoblotlama ile gdsterilmesi
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Sekil 4. 17. Triptolid ve metformin uygulamasinin MDA-MB-231 dogal tip ve
BH+ hiicrelerinde otofajide gorevli proteinlerin anlatimu iizerine etkilerinin
immunoblotlama ile gosterilmesi
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5 TARTISMA

Uclii negatif meme kanseri, uygulanan hedefli ilaglarin eksikligi nedeniyle kotii
prognoz ve yiiksek mortalitesi olan agresif bir meme kanseri tiirtidiir [78]. Terapotik
anlamda net ve kanitlanmis etki mekaznimasi bilinen ajanlar bulunmamakta,
potansiyel tedavilerin arastirilmasina devam edilmektedir [79]. Bu sebeple {iglii
negatif meme kanserinde alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmakta ve yeni tedavi
secenekleri ile hizli sekilde desteklenmesi gerekmektedir. Meme kanseri birgok farkli
faktor sebebi ile gelismektedir. Bunlar igerisinde yas, diyet, ¢cevresel etkenler, viicut
kitle endeksi, genetik mutasyonlar ve yanlis beslenme bulunmaktadir. Cesitli klinik
gbzlemler ve deneysel calismalar, biiyiime hormonu da dahil olmak iizere hipofiz
hormonlarinin insan meme kanserinin gelisiminde rol oynadigin1 gostermektedir[80].
Biiyiime faktorleri dogrudan malign transformasyona yol a¢maz, ancak hiicre
dongiistiniin hizli ilerlemesi sirasinda DNA onarimi i¢in zamani azaltarak mutasyon
riskini arttirmaya yardimci olabilmektedirler[38]. Maria Gebre-Medhin ve arkadaslari
yaptig1 caligmada biiyiime hormonu reseptoriiniin (GHR) insan meme kanserinde
eksprese edildigini ve normal meme dokusuna kiyasla anlatiminin arttigini ortaya

koymustur [80].

BH, 6n hipofizin somatotrof hiicreleri tarafindan sentezlenen bir proteindir ve hedef
hiicrelerde, BH reseptoriiniin  (BHR) hiicre dis1 kismima baglanir. BHR'nin
aktivasyonu, sinyal transdiiseri ve transkripsiyon (STAT) 5 aktivatorii gibi reseptor ile
iligkili Janus kinaz-2 ve diger substratlarin fosforilasyonunu tetikler. Ek olarak BH,
MAPK / ERK, Ras-like GTPazlar ve PI3K / protein kinaz B (Akt) gibi diger mitojenik
yolaklar1 da aktive etmekte ve fokal adezyon kinazlari ile etkilesime girmektedir. BH
sinyallesme sisteminin ana bilesenlerini diizenleyen miRNA'larin doku ekspresyonunu
degistirdigi ve boylece BH ekspresyonu ve aksiyonunun yeni bir diizenleyici
mekanizma oldugu gosterilmistir. BH hepatik IGF-I iretiminin de ana
diizenleyicisidir. Ghrelin, adipokinler, serbest yag asitleri, dstrojen, tiroid hormonlari

ve glukokortikoidler ve g¢esitli hormonlar da BH salgilanmasini tetiklemektedir.
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Karaciger, BH bagimsiz bir sekilde salgilanan IGF-II'nin ana kaynagidir. Her iki IGF
de pek cok ekstrahepatik dokuda otokrin ve parakrin etki gosterir. Her ne kadar IGF-I
ve IGF-II, benzer biyolojik tepkiler ortaya ¢ikarmaktadir ve MAPK, PI3K / Akt
sinyallesme kaskadlarini aktive etmekten sorumludurlar. BH ve IGF-I’in etkileri
siklikla birbirine bagli olmasma ragmen, BH ayrica karacigerde hepatosit biiylime
faktorii, kondrositte fibroblast biiyltime faktorii gibi diger ara maddeleri igeren kas,
kemik ve adipoz dokusunda IGF-I'den bagimsiz eylemler uygular. Ek olarak BH,
lipogenezi bloke eder ve diyabetojenik etkilere sahipken, IGF-1, glukoz ve lipid
metabolizmas1 iizerinde zit etkilere sahiptir. Hem hayvan modellerinde hem de
insanlarda, deneysel, epidemiyolojik, genetik ve klinik c¢aligmalardan BH ve
karsinojenezi baglayan ¢ok sayida kanit iretilmistir. Sonug olarak, BH sinyallesme
sisteminin birkag¢ bileseni, yeni kanser tedavileri icin hedefler olarak belirlenmistir.
BH tedavisi sirasinda kanser riski artmasi tartisilmaktadir. BH direnci ¢esitli kanser
tiirlerine kars1 koruma gosterir ve bu modeller BH'in kanserojenezdeki rolii i¢in en
gliclii kanitlar arasindadir. Meme kanserinde BH nin ekspresyonunun artmasi timor
biiylimesine, ilag direncine ve invazyon-metastaza neden olur [38]. Bu g¢alismada
amacimiz otokrin BH alinimi kazandirilmis meme kanseri hiicrelerindeki ilag
direncinin otofaji ve apoptotik 6liim siirecinde rol alan hiicre sinyalleriyle iliskisini
gostermektir. Bu tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerin sonuglarina gore otokrin
BH anlatimi1 yapan MDA-MB231 hiicreleri, dogal tip MDA-MB-231 hiicrelerine

kiyasla triptolid’e kars1 direngli olarak bulunmuslardir.

Triptolid, Tripterigium wilfordii'den izole edilen biyoaktif bir bilesiktir. Kimyasal
olarak, bir di-terpenoid tri-epoksittir. Triptolid, akciger, karaciger, meme, prostat ve
yumurtalik kanserleri gibi bir¢ok kanser tiirlinde hiicre 6liimiinii indiikledigi rapor
edilmistir [81]. Sagkalim 6nleyici yollarin anlatimini azalattig1 ve farkli pro-apoptotik
proteinlerin anlatimimi arttirdigi tespit edilimistir [82][83][84]. Soundararajan vd.
yaptigit MTS testindeki proliferasyon verileri, triptolidin zaman, konsantrasyon ve
hiicre tipine bagh etkilerini gdstermistir [85]. MDA-MB-231 hiicrelerinde ilacin
sitotoksisitesi, nM aralifinda konsantrasyon icin bile ¢ok yiliksek oldugu tespit
edilmistir [6]. Miyata ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada triptolidin antitimor
etkilerinin, siklinler (A, B1 ve D1) ve c-Myc’in meme timoéri MDA-MB-435
hiicreleri gibi hiicre dongiisii olusturan faktorlerin ekspresyonunun azalmasindan

kaynaklandig1 bildirilmistir [86]. Ayrica triptolidin insan fibrosarkom HT-1080
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hiicrelerinde [87] ve prostatik adenokarsinom hiicrelerinde [88] S fazinda hiicre
dongiistiniin durmasina neden olabilecegi bildirilmistir [89]. Elizabeth Varghese vd.
yaptig1 ¢alismada 10 nM triptoli uygulamasinin triptolidin apoptotik hiicre 6limiini
artirdigim1  géstermistir  [6]. Varghese vd. yaptigi calismada, triptolid dozu
arttirildiginda  MDA-MB-231  hiicre canliliginin  azalmasina neden oldugunu
gostermistir[6]. Potansiyel bir antikanser ilag olarak triptolidin giivenligi ve etkinligi,
Klinik denemeler g6z 6niine alindiginda dikkatlice degerlendirilmelidir, ¢linkii hem in
vitro hem de in vivo olarak etkileri gozlemlenen triptolid, klinik senaryolarda kanser
ilerleme ve bagisiklik tepkisi daha karmasik mekanizmalar igerdiginden insanlarda
tamamen cevirilmeyebilir. Calismamizda bizim bulgularimiz da MDA-MB-231 BH+
hiicrelerinin triptolid uygulamasina diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Bu direnci

agsmak amaciyla triptolid ile metformin kombine olarak uygulanmustir.

Oral antidiyabetik ila¢ olan metforminin (1,1-dimetilbiguanid hidrokloriir) diyabetik
kanser hastalar1 i¢in faydali olabilecegi gosterilmistir [90]. Metformin, obezite,
kisirlik, polikistik over sendromu (PKOS) ve c¢esitli kanserlerin tedavisinde de
kullanilmaktdir [91]. Insiilin ve analoglari pankreas kanserlerinde, kollorektal
kanserde ve ayrica meme kanserlerinde risk artisina neden olurken, metformin
potansiyel anti-neoplastik etkinligi i¢in genis ¢apta ¢alisilmis ve meme kanseri riskini
de azalttigi gosterilmistir. Bunun yani sira, konvansiyonel kemo ve radyoterapiye
duyarhilastirma ile baglantili oldugu da bulunmustur [92]. Metforminin, meme
kanserine karsi kemoterapotik etki gosterdigi de bulunmustur [93]. Meme
kanserlerinde, 50 adenosin monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK) sinyal
yolunun aktivasyonu ile metformin kaynakli apoptozu indiiklemistir [94], ancak diger
raporlar bu mekanizmaya kars1 sonuglar gostermistir [95]. Metformin meme kanseri
ile ve daha 0Ozel olarak TNBC ile iliskili diizensiz lipid ve karbohidrat
metabolizmasiin hedefleri ilizerinde genis etkilere sahiptir [14][96]. Metforminin
GLUT! de dahil olmak iizere TNBC'de ozellikle anahtar glikoz tasiyicilarinin
ekspresyonunu azalttigin1 gosterilmistir [96]. Ayrica, timdr hiicre ¢ogalmasi ve sag
kalimi i¢in kritik olan anahtar enzimlerin transkripsiyonunu azalttigi da gosterilmistir
[14]. TNBC'lerde, metforminin kemoterapotik etkisi ya diizenleyici glukoz
homeostazi yoluyla ya da dogrudan kanser hiicrelerinde sagkalim yollarini hedef
alarak etki gosterdigi de ileri siiriilmiistir [97]. Metformin terapdtik ajanlar ile

kombine kullanilarak sinerjistik etki gosterdigi de bilinmektedir [91]. Fakat literatiirde
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metformin ile triptolidin kombine uygulanmasinin BH+ meme kanseri hiicreleri
tizerindeki etkisi incelenmemistir. Bu nedenle bu calisma kapsaminda metformin,
MDA-MB-231 BH+ meme kanserindeki triptolid direncini asmak amaciyla
kullanilmistir. Bu c¢alismada triptolid ile metformin kombine uygulandiginda hiicre
canliligi, koloni olusumu gibi faktorlerde sadece triptolid uygulamasina kiyasla 6nemli
bir azalma tespit edilmistir. Triptolidin, MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde, metformin
kombinasyonu ile daha etkili oldugu belirlenmistir. Bunun yan1 sira apoptotik hiicre
Oliimii hem dogal tip hem de BH+ hiicrelerde anlamli bir sekilde kombine uygulama
ile artmustir. Ozellikle BH+ MDA-MB-231 hiicrelerinde kombine terapi ile azalan Bcl-
2 seviyesi ve artan cPARP anlatimi, kombine tedavini triptolid direnci kirma

noktasinda dogru bir adim oldugunun gostergesidir.

Otofaji, lizozomlardaki hiicre ici proteinleri ve organelleri yakalayan, parcalayan ve
geri doniistiiren, yagami tesvik eden bir hiicresel olaydir. Otofaji organel fonksiyonunu
korur, hiicresel atik tiriinlerin toksik birikmesini onler ve a¢lik durumunda hiicresel
metabolizmay: siirdiirmek i¢in substratlar saglar. Otofaji, katabolik roliinden dolay1
kanser gelisiminin baglangi¢ basamaklarinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
saglayan koruyucu mekanizma olarak gosterilmektedir. Kanser hiicreleri, mikrogevre
stresin  kurtulmak, biylimeyi ve agresifligi artirmak igin  otofajiyi
diizenleyebilmektedirler [98]. Her ne kadar ilk kesfedildiginde otofaji siirecinin timor
olusumunu baskiladigi diisiiniilse de, otofajinin tiimori olusturan hiicrelerde Sliimii
tetikledigi de  gosterilmistir[99][100][101]. Metabolik stres, hipoksi ve
kemoterapiklerin ya da radyoterapinin otofajiyi tetikledigi gosterilmistir [102].
Otofajinin, hormonal terapiler ve DNA hasarlayici ajanlarin uygulamasindan sonra
apoptotik hiicre oliimiinii geciktirdigi de gosterilmistir [102]. Pre-kanser ve kanser
hiicrelerinin gelisimesinde enerji taleplerinin karsilanmasi ve ATP seviyesinin
korunmas1 amaciyla bu hiicrelerde otofaji aktive edilir. Ayn1 zamanda otofoji, hiicre
oliirken 6zellikle apoptozun baglamasi, apoptozom olusumu ve kaspaz aktivasyonu
i¢in ihtiya¢ duyulan ATP gibi enerji kaynaklarinin saglanmasina da rol oynamaktadir
[103]. Dolaysiyla, otofajinin kanserle iligkisi literatiirde olduk¢a karmasiktir [104].
Bazi galismalar otofajinin timor siipressor bir rolii oldugunu fakat bazi ¢aligmalar ise
otofajinin tiimor hiicrelerini yagsamaya ve ¢ogalmaya tesvik ederek onkogenik etkisini

oldugunu ortaya koymuslardir [103][105].
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Bu calismadaki amag; laboratuvarimizda otokrin BH anlatimi1 yapan MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatlarinda secilmis dozlarla triptolidin apoptotik etkisini arttirmak
icin anti-proliferasyon etkisi olan metformin ile birlikte kombine ederek BH+
sinyaline bagli ila¢ direncini kirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda triptolid’e kars1 direng
gosteren BH+ anlatimi yapan MDA-MB-231 hiicrelerinde, metforminin triptolid ile
kombine uygulanmasi sonucunda hiicre canlig1 lizerinde istatistiksel olarak anlaml
baskilayict etki tespit edilmistir. Bununla baglh olarak BH+ anlatimi yapan MDA -
MB231 hiicrelerin triptolid ile metforminin uygulanmasiyla sag kalim analizin
sonucunda triptolide gore onemli bir artig gosterdigi ispat edilmistir. Triptolid ile
metformin kombine uygulanmasinin MDA-MB-231 dogal tip ve BH+ meme kanser
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskilayarak apoptozu indiikledigi bu tez
kapsaminda ilk defa gosterilmistir. Calismamizda, metforminin, otokrin BH anlatimi
yapan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerindeki triptolid’in direnci iizerine etkisi
koloni olusum deneyinde ket vurucu etkisi MTT ve floresan boyamalarini destekler
nitelikte sonug¢ verilmistir. Triptolid ve metformin’in anti-proliferatif etkileri yara
iyilesme yontemi, koloni olusumu ve asili damla teknikleri destekler nitelikte sonug
verilmistir. Ding ve arkadaglari yaptigi ¢alismada triptolid ve cisplatin
kombinasyonunun gastrik kanserde apoptozu hem in vitro hem de in vivo arttirdigi
saptanmigtir [106]. Lau ve arkadaslar1 yaptigi calismada metformin ile erlotinib
kombine uygulanmasi MDA-MB-468 meme kanseri hiicrelerinde apoptozu

iniiklediginin ve koloni olusumunu elimine ettigini saptamistir [107].

Triptolid ve metformin kombine uygulamasinin dogal tip ve BH+ hiicrelerde meydana
getirdigi apoptotik cevabin incelenmesi bu ¢alismanin bir diger amacidir. Apoptotik
proteinlerin anlatimlart incelendiginde anti-apoptotik Bcl-2 ailesinden Bcl-2’nin
anlatiminin kombine uygulama ile her iki hiicre hattinda da azaldigi bulunmustur.
Fakat, kombine terapi ile apoptozom kompleksinin yapitaslarindan olan Apaf-1
anlatimi ile PARP kesilimi dogal tip hiicrelerde gézlemlenmezken, BH+ hiicrelerde bu
proteinlerin anlatimlarinin  artmasi apoptotik hiicre 6liimiiniin tetiklendigini
gostermistir. CJ Li ve arkadaslar1 yaptig1 c¢alismada, triptolid ile cisplatin
kombinasyon halindeki diisiik dozlari, SC-M1 hiicrelerinin 6nemli 6lgiide apoptozunu
indiikledigini ve hayvanlarda herhangi bir toksisite gostermeden SC-M1 ksenograft
farelerinde tiimor biiylimesini etkili bir sekilde baskiladigi saptamistir. Triptolid ve

cisplatin kombine tedavi edilen mide kanseri hiicrelerinde kesilmis kaspaz-3, kaspaz-
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9 ve PARP ekspresyon seviyelerinin, kontrolle kiyasla 6.8-, 6.7- ve 5.7-kat fazla arttig1
bulunmustur [108]. Falah ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada metformin ile curcumin
kombine tedavisi meme kanser hiicrelerinde tiimor proliferasyonunu ve biiylimesini
azalttigini, anjiyogenezi inhibe ettigini, apoptozu indiikledigini ve Th2 bagisiklik
yanitint tetikledigini saptamistir. Sonug¢ olarak curcumin’in inhibe edici etkisi,
metformin ile birlestirildiginde arttirillmistir. Bu kombinasyon, VEGF ekspresyonunu

onemli 6l¢iide azalttig: tespit edilmistir[109].

Bu tez calismasinda bir diger amag¢, BH anlatimi olan MDA-MB-231 hiicrelerinde
triptolide kars1 saptanan direng mekanizmasinda otofaji siirecinin roliiniin gésterilmesi
hedeflenmistir. ATG5, ATG7, ATG16 gibi otofajide temel rol oynayan molekiilerinin
anlatimmin imiimiinoblotlama yaparak hem MDA-MB-231 BH+ hem MDA-MB-231
dogal tip meme kanseri hiicrelerinde indiiklendigi goriilmiistiir. Ayrica otofajinin
belirteci olarak kabul edilen Beclin-1 ekspresyonunun her iki tip meme kanseri
hiicresinde de arttigi gézlemlenmistir. p62 ekspresyonunun, MDA-MB-231 dogal tip
meme kanseri hiicrelerinde, triptolid uygulanmasi sonucunda arttig1 fakat MDA-MB-
231 BH+ hiicrelerinde triptolid uygulandiginda azaldig1 ve metformin tek ve triptolid
ile kombine uygulandiginda ise arttigi gozlemlenmistir. Dolayistyla triptolid ile
metformin kombine uygulandiginda dogal tip hiicrelerinde otofaji’nin aktiflestigi ve
BH+ hiicrelerinde otofaji aktiflesmesi sadece triptolid tek uygulandiginda
gbzlemlenmistir. Varghese ve arkadaslar1 yaptigi calismada triptolid ile muamele
edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde LC3B-II ve p62 seviyelerindeki degisiklik
gozlemlendi boylece otofajinin aktivasyonu dogrulanmistir[6]. Otofaji, TNBC
kanserlerinde koruyucu bir mekanizma olarak bildirilmesine ragmen gesitli
caligmalarda triptolid tedavisini takiben otofajinin aktivasyonu, hiicre canliligin
azalmast ile iliskili oldugu gozlemlenmistir[110] [111] [112]. Anti-apoptotik protein
ve ayn1 zamanda otofajide rol olan Beclin-1 proteini ile kompleks olusturan Bcl-2
proteini ekspresyonun MDA-MB-231 dogal tip meme kanseri hiicrelerinde kontrole
gore triptolid ve metformin tek uygulandiginda arttigi fakat kombine tedavi
uygulandiginda azaldigr goézlemlenmistir. MDA-MB-231 BH+ meme Kkanseri
hiicrelerinde ise Bcl-2 ekspresyonu kontrole kiyasla hem triptolid ve metformin tek
ugulandiginda hem de kombine uygulandiginda da azalma gostermistir. Kombine
tedavi, MDA-MB-231 BH+ hiicrelerinde Bcl-2 seviyesini azaltip ve cPARP anlatimini

arttirarak bu meme kanseri hiicrelerinde apoptotik yolu ve otofaji sinyal yollarini
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modiile ederek hiicre dliimiinii tesvik ettigi ispat edilmistir. Literatiirde triptolidin
otofaji markirlar1 iizerindeki etkisinin meme kanseri hiicrelerinde modellenmesi
calismalarim1 destekler nitelikte MDA-MB-231 hiicrelerinde benzer sonuglar elde
edilmistir [55] [6] [113].

Gelecek calismalarda, elde edilen in vitro verilerin in vivo fare modellerinde
irdelenmesi ile otokrin BH ekspresyonu olan iiglii negatif meme kanseri tedavisine
yonelik girisimler s6z konusu olabilecektir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler,
triptolid ve metforminle kombine tedavisinde etkin apoptotik ajan olma ozelligini,
otofaji anahtar molekiillerinin etkinligi tzerinden gosterdigini tespit etmistir.
Gelecekte bu veriler ile gerceklestirilecek ¢alismalar; 6zelikle hormona bagl ilag
diren¢ mekanizmasinin meme kanserinde etkin tedavi basarilarinin arttirabilmesi igin
kombine ilag uygulamalarinin in vivo deneylerle desteklenerek triptolid ve
metforminin terapotik etkinliginin arttirilmasinda otofaji  sinyallerinin molekiler
mekanizmasinin agiklanmasi, pre-klinik c¢alismalarin  6nemini arttiracagi  umut

edilmektedir.
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7 EKLER

7.1 KULLANILAN COZELTILER

7.1.1 Hiicre Dondurma Medyasi1 Hazirlanis1 (10 ml icin)

Fetal si1g1r serumu (FBS) 9 ml
Dimetil siilfoksit (DMSO, (CH3)2S0O) 1 ml
DMSO kullanilarak hiicre kiiltiiriine uygun hazirlanan medya 0,22 mm'lik

filtre kullanilarak stizuliir ve -20°C'de muhafaza edilir.

7.1.2 Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlamis1 (10 ml icin)

M-PERTM Mammalian Protein Extraction Reagent 10 ml
Roche® PhosSTOP fosfataz inhibitdr kokteyli 1 tablet
Roche® proteaz inhibitdr kokteyli 1 tablet

+4°C'de muhafaza edilir

7.1.3 5X Laemmli Tamponunun Hazirlanis1 (10 ml i¢in)

1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml

Bromofenol mavisi (%1 (agirlik/hacim)) 0,5 ml Gliserol 5,0 ml
3-merkaptoetanol 2,5 ml

Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04) 2,0 gr

-20°C'de muhafaza edilir.

7.1.4 Bradford Cozeltisinin Hazirlanisi (250 ml i¢in)

Coomassie mavisi (C47H50N307S2) 25,0 mg

%95 (hacim/hacim) etanol (C2H50H) 12,5 ml

%85 (hacim/hacim) asetik asit (CH3COOH)25,0 ml
Distile su (dH20) 212,5 ml 100

+4°C'de muhafaza edilir.
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7.15

7.1.6

7.1.7

7.1.8

7.19

Tris-Baz Cozeltisinin (1,5 Molar) Hazirlamsi (pH 8,8)
Tris-baz (C4H11NO3) 90,8 gr
Distile su (dH20) 500 ml

Tris-baz 800 ml suyun i¢inde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 8,8'c ayarlanir.

Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir.

Tris-Baz Cozeltisinin (0.5 Molar) Hazirlamsi (pH 6,8)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,25 gr
Distile su (dH20) 500 ml
Tris-baz 800 ml suyun iginde ¢oziilerek pH 6,8'e ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti

hacmi 1 L'ye tamamlanir.

%10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisinin Hazirlamisi (100 ml
icin)

Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04) 10,0 gr

Distile su (dH20) 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza edilir.

%30 (v/v) Akrilamid/Bis-Akrilamid Cozeltisinin Hazirlanis1 (100 ml i¢in)

Akrilamid (C3H5NO) 29,2 gr
Bis-Akrilamid (C7TH10N202) 0,8 gr
Distile su (dH20) 100 ml

+4°C'de muhafaza edilir.

%10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (10 ml i¢in)

Amonyum persiilfat (NH4)2S208) 1,0 gr
Distile su (dH20) 10 ml
-20°C'de muhafaza edilir

7.1.10 10X Yiiriitme Tamponun Hazirlanis1 (pH 8,3)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 gr

Glisin (C2H5NO?2) 144,0 gr

Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04) 10,0 gr
Distile su (dH20) 1000 ml
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Tris-baz ve glisin 800 ml distile su i¢inde ¢oziilerek pH 8,3'e ayarlanir. SDS
eklenir ve ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza

edilir.

7.1.11 10X Transfer Tamponunun Hazirlams: (pH 8,3)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 gr

Glisin (C2H5NO?2) 144,0 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun i¢inde ¢oziilerek pH 8,3'e ayarlanir. Daha

sonra ¢Ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.1.12 %12 (v/v) Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

ALT JEL UST JEL
Distile su (dH20) 3,4 ml 3,075 mi
Tris-Baz ¢ozeltisi 2,5ml(1,5M, 1,125 ml (0,5
pH 8,8) M, pH 6,8)
%10 (agirlik/hacim) SDS 0,1 ml 0,05 ml
%30 (hacim/hacim) 4,0 ml 0,67 ml
Akrilamid/Bis-akrilamid
%10 (agirlik/hacim) APS 0,05 ml 0,025 ml
Tetrametiletilendiamin 0,005 ml 0,005 ml
(TEMED)

7.1.13 10X Tris Tampon (TBS) Cozeltisinin Hazirlamis1 (pH 7,6)

Tris-baz (C4H11NO3) 12,11 gr

Sodyum kloriir (NaCl) 86,6 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml suyun i¢inde ¢oziilerek pH 7,6'ya ayarlanir. Daha sonra
cozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve TBS-Tween ¢o6zeltisi icin 1X TBS
icerisine 1:1000 (hacim/hacim) oraninda Tween eklenilerek ¢ozelti oda

sicakliginda muhafaza edilir.

7.1.14 %S5 (w/v) Siit Cozeltisinin Hazirlamisi1 (50 ml icin)

Yagsiz siit tozu 2,5 gr
1X TBS-T ¢ozeltisi 50 ml
-20°C'de muhafaza edilir.
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7.1.15 5 Tris-Baz Cozeltisinin (1 Molar) Hazirlamis1 (pH 8,5)

Tris-baz (C4H11NO3) 60,5 gr
Distile su (dH20) 500 ml

Oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.1.16 50x TAE Cozeltisinin Hazirlanis1 (1L icin) (pH 8,6)

EDTA disodium tuzu 18.61 gr
Tris baz 2429 Asetik asit 57.1 ml
Iyonize edilmis distile su (DDH20)

7.1.17 Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlanis1 (10 ml i¢in)

P-Kumarik asit (C9H803) 0,15 gr
Dimetilsiilfoksit (DMSO, (CH3)2S0) 10 ml

+4°C'de muhafaza edilir.

7.1.18 Luminol Cozeltisinin Hazirlamis1 (10 ml i¢in)

Luminol (C8H7N302) 0,44 gr
Dimetilsiilfoksit (DMSO, (CH3)2SO) 10 ml
-20°C'de muhafaza edilir.

Kemiluminesans Cozeltisinin hazirlams

Kemiluminesans A Cozeltisi

Distile su (dH,0) 9,0 mi

1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 1,0 ml
Kumarik asit ¢ozeltisi 75,0 pl
Luminol ¢ozeltisi 150,0 ul
Kemiluminesans B Cozeltisi

Distile su (dH20) 9,0 mi

1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 1,0 ml
Hidrojen peroksit (H,0,) 15,0 pl

A ve B ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra karistirihir ve karanlik kosullarda

kullanilir.

7.1.19 10X Fosfat Tampon Cozeltisinin (PBS) Hazirlams1 (pH 7,4)

Sodyum kloriir (NaCl) 80,0 gr

Potasyum kloriir (KCl) 2,0 gr

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOA4) 14,4 gr
Mono potasyum fosfat (KH2PO4) 2,4 gr
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Distile su (dH20) 1000 ml

7.2 KULLANILAN CIHAZLAR

Kullanilan cihazlar Tablo 7.1 de verilmistir.

Tablo 7.1 Kullanilan Cihazlar

ADI URUN KODU FiIRMA ADI
Dondurucu (-80°C) Ultra Low Temperature | Arctiko

Freezer
Derin dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Distile su cihazi TANKPEO030 Millipore g-5UV
UV-Transliiminator GelDOC BioRad
Transluminator
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Laminar flow LN090 Niive
Otoklav cihazi OT40L Niive
Sogutmali etliv ES120 Niive
Mikropipet (0,5-10 pl) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200 pl) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200-1000 pl) | T27274 Thermo Scientific
Floresan mikroskobu 1X71 Olympus
Inverted mikroskop XDS-1B SOIF
Kuru 1sitict blok FN120 Niive
Akis sitometri cihazi AC6531180147 BD Biosciences
Kuru 1sitict blok FN120 Niive
Elektroforez sistemi 1658004 Bio-Rad
Transfer cihazi 10016505C Bio-Rad
Inkiibator 51026280 Thermo Scientific
Hassas tarti LE6202S Sartorius
pH metre N315 BIO Technologies
Spektrofotometre 2100 Amershan

Biosciences

S1v1 azot tanki Arpege 40 Air Liquide
Santrifiij cihazi 5417R Eppendorf
Santrifiij cihaz1 (Biiyiikk) | 5810R Eppendorf
Karistirici Inkiibatorii Escella E25 New Brunswick
Santrifiij cihazi 22331 Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
PVDF Membran 88518 Thermo

7.3 HUCRE KULTURU DONANIMLARI

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan donanimlar Tablo 7.2°de verilmistir.
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Tablo 7.2 Hiicre kiiltiir donanimlar listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92006 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

75cm? hiicre biiyiitme | 90076 TPP

kaplari

25cm? hiicre Dbiiyiitme | 90026 TPP

kaplari

60mm hiicre biiyiitme | 93060 TPP

kaplari

Siringa  filtreleri  (0.22 | 99722 TPP

pHm)

Enjektor set 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
MDA-MB-231 hiicreleri

Etiiv Heracell 1150 Thermo
Hemastometre - Neubauer
Laminar flow 12469,2 Thermo Scientific
Laminar flow LNO090 Niive

Pipet uglar1 (1000 pl ) 4130135 CAPP

Pipet uglar1 (200 pl ) 5130070 CAPP

Pipet uglar1 (10 pl) 5030010 CAPP

7.4 KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler Tablo 7.3’te verilmistir.

Tablo 7.3 Kullanilan kimyasallar listesi

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

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

Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue | A3480 Applichem
Belirteci

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMAALDRICH
EDTA A2937 Applichem

DiOC6 Boya 2129966 Fluka
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DAPI Boya

Pl Boya P4170-100MG SIGMA-ALDRICH

Fetal Bovine Serum | P290310 Pan Biotech

(FBS)

Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA

p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH

Luminol A2185 Applichem

MTT Soliisyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH

Phosphate buffered | BE17-51-5F LONZA

saline (PBS)

Sigir Serum Albumin | A2153-10G SIGMA-ALDRICH

(BSA)

SDS (Sodyum dedosil | UN1888 Applichem

siilfat)

Protein Izolasyonu | 78501 Thermo

Tamponu

Page  Ruller  Plus | 26619 Fermentas

Prestained Protein

Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM

Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH

Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM

Sodyum Kloriir A2941 Applichem

Tween 20 S6740684 348 MERCK

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz
Biotechnology

Glisin 3570 CALBIOCHEM

H, 0, Hidrojen peroksit | K39218400838 MERCK

Rnase Free Water 42480093 QIAGEN

Ponceau kirmiz1 | A1405 Applichem

Belirteci

Hidroklorik Asit K43804717 239 MERCK

Kristal Viyole FN1048735 MERCK

Paraffin 42-44 8002-74-2 MERCK

Acridine Orange A1398,0025 Applichem

1 kb Marker SM1163 Fermentas

6X yiikleme Tamponu | R0631 Fermentas
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7.5 KULLANILAN ANTIKORLAR

Kullanilan antikolar Tablo 7.4’te verilmistir.

Tablo 7.4 Kullanilan antikorlar listesi

ADI KATALOG NO FiRMA ADI

Bax 610982 BD Biosciences

LC3A/B 12741 Cell Signaling Technology
Beclin-1 3495 Cell Signaling Technology
Bcl-2 15071 Cell Signaling Technology
Atg3 3415 Cell Signaling Technology
Atg5 12994 Cell Signaling Technology
Atg7 8558 Cell Signaling Technology
Atgl2 4180 Cell Signaling Technology
Atg 16 Cell Signaling Technology
B-aktin 12620 Cell Signaling Technology
Apaf
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