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OZET

Meme kanseri diinya ¢apinda kadnlar arasinda en yaygin kanser ¢esidi olup,
her sekiz kadindan birinde goriime sikligi olan bir kanser tiirtidiir. Meme epitel
hiicreleri hemostatik dengenin korunmasi, hamilelik evrelerinde ve emzirme
gibi 6nemli fizyolojik durulmada meme dokusunun fonksiyonel islevini kontrol
eder. Bu fonksiyonel islevin bozulmasi durumunda meme kanseri olusur.
Erken tani1 ve tedavi tekniklerine ragmen meme kanseri etki mekanizmasi halen

acikliga kavusmus degildir.

Serotonin (5- hidroksitriptamin) evrimsel siiregte korunup merkezi sinir
sistemine etki eden bir ndrotransmiter molekiildiir. Santral ve perifer sistemde
anahtar rolleri bulunan 5-HT, ayn1 zamanda endokrin ve ekzokrin organlar: ve
hematopoietik sistemlerdeki hiicrelerin fonksiyonunun diizenlenmesinde

olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir.

5- HT epitelyal sistemin bir pargasi oldugu i¢in, meme hiicrelerinin homeostaz
mekanizmalarinin diizenlenmesinde de efektif gérevleri vardwr. Serotonerjik
sistemde ortaya ¢ikabilecek mutasyonlar yanlis diizenlenmesine yol agarak
timor olusumunu desteklemektedir. Meme kanseri hiicrelerinde eksprese
serotonerjik sistem elemanlar1 olan, TPHI1, SERT, 5-HTR molekiilleri kanser
hiicrerinde tiimor prognozunu etkileyen, apoptoz, epitelyum mezankimal gegis
(EMT), reseptor tirozin kinaz (RTK) migrasyon, invazyon ve metastaz gibi
mekanizmalarda tiimér prognozunu etkileyen mekanizmalarda dogrudan
etkilidir. Bu etki mekanizmalar1 baz alinarak, 5-HT sinyal yolagindaki
degisikliklerin tomoér meme epitelinden koken alan tiimér prognozuna énemli

bir neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu arastirmada, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde serotoninin, apoptoz, EMT,
RTK, JAK/ STAT yolaklar: tizerindeki etki mekanizmasi irdelenerek teropotik

potansiyelinin gdsterilmesi amag¢lanmistir.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer type among women worldwide, with
a high prevalence as one in eight women. Breast epithelial cells control the
functional function of the mammary tissue in the maintenance of the
homeostatic balance, important physiological stress in pregnancy stages and
breastfeeding. Breast cancer occurs if this functional function deteriorates.
Despite the early diagnosis and treatment techniques, the mechanism of action
of breast cancer has not been clarified yet.

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a neurotransmitter, which protects
the central nervous system in the evolutionary process. 5-HT, which has key
roles in the central and peripheral system, also plays an important role in the
regulation of the function of cells in endocrine and exocrine organs and

hematopoietic systems.

Mutations that may occur in the serotonergic system support the formation of
the tumor by leading to incorrect regulation. TPH1, SERT, 5-HTR targets,
which are the components of serotonergic system expressed in breast cancer
cells, directly affect the tumor prognosis in mechanisms affecting tumor
prognosis in mechanisms such as apoptosis, epithelium mesenchymal transition
(EMT), receptor tyrosine kinase (RTK) migration, invasion and metastasis
which affect tumor prognosis. Based on these mechanisms of action, changes
in the 5-HT signaling pathway are thought to be an important cause of tumor

prognosis originating from the breast epithelium.

In this study, the mechanism of action of serotonin on apoptosis, EMT, RTK,
JAK / STAT pathways in MCF-7 breast cancer cells was examined and it was

aimed to show therapeutic potential.
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1. GIRIS

1.1.MEME KANSERIi

Kanser, klonal hiicre popiilasyonu dokusunun biiyiimesinden kaynakli, gelisiminde
temel hiicrelerde genetik lezyonlarin birikmesinden olusur. Kanserojenez olarak
adlandirilan kanserin gelisimi, c¢esitli sekillerde karakterize edilebilir (Rakoff-
Nahoum 2006). Kanser gelisimi i¢in alt1i temel Ozellik hiicreler tarafindan
kazanilmasi gerekir. Bunlar, kendi icin yeterli proliferasyon, anti-proliferatif
sinyallere direng, apoptoz sinyalinden kacabilme, smirsiz ve diizensiz ¢ogaltma
potansiyeli, vaskiilarizasyonun korunmasi ve malignite i¢in doku invazyonu ve
metastazi olarak gosterilir (Hanahan ve Weinberg 2000). Kanserlerin biiyiik kismi
cevresel faktorler tarafindan tetiklenerek olusur ve Onlenebilir bir hastaliktir. Fakat
bunun yani sira kanser olusumunda sadece ¢evresel faktorlerin etkisi olmamakla
beraber kalitiminda etkisi var bulunmaktadir. Fakat c¢evresel faktorlerin meme
kanserine olan etkisi, kalitim etkisine oranla daha azdir. Morotesi, Gama ve X
ismlari, kullanilan bazi ilaglar, viriisler yada polisiklik aromatik hidrokarbonlar
grubunda bulunan bazi kimyasal faktorler de hiicrede kanser olusturabilme 6zelligine

sahip faktorlerdir (Karantza-Wadsworth ve White 2007).

Deri kanserleri hari¢ olmak tizere, meme kanseri kadinlardaki goriilen en sik kanser
olmakla beraber, her 3 kanserden 1'ini olusturmakla beraber akciger kanserinden
sonra kadmlar arasinda kanserin tiirlerinden ikinci olarak gosterilen kanserdir.
Yapilan istatistiksel arastirmalara gore her 8 kadinda 1’inin meme kanserine
yakalanma riski sz konusudur (DeSantis ve ark. 2014). Ayrica meme Kanseri,
kanser kok hiicresi (CSC) modelini takip ettigi bildirilen kati epitelyal tiimorlerin ilk
malignitesiydir (Hallett ve ark. 2016).

Kanser tarihini ele alacak olursak, M.O 480-370 yillarinda Hipokrates tarafindan
Kanser terimi tanimlanmig olup Rumca’da habis tiimorlerini isimlendirmek amagl
kullanilan ‘Karkinos’ kelimesinden tiiretilmistir. Fakat kanserin ilk kesfi Hipokrates

tarafindan olmamus olup M.O 1600 yillarindan antik Misir’daki mumyalar iizerinde



yapilan ¢alismalarda insan kemik kanseri tespit edilmistir. Buna takiben yapilan
caligmalarda M.O 1500 yillarindaki en eski kayitlara gore ilk kez belirlenen vakanin

meme kanseri oldugu ileri siiriilmiistiir (Sudhakar 2009).
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Sekil 1. 1. Diinyada kadinlarda goriilen kanser istatistikleri (GLOBOCAN, 2012)

Meme bezinin dinamik yapis1 onu mastitis ve meme kanseri gibi meme hastaliklarina
kars1 savunmasiz olmasmi saglar. Buna takiben meme bezi gelisimi ve islevini
diizenleyen temel homeostatik diizenleyici mekanizmanim islevsizligi nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢calismalarda, meme kanseri de dahil olmak tizere meme
hastaliklar1 igin zemin hazirlayan kosullar igerisinde meme bezinin gerileme

asamasini (evrimi) icerdigi gosterilmistir (Pai ve ark. 2015).

Insan meme tiimérlerinin baslatilmasmim ve ilerlemesinin, tedavilere direng gosteren
meme timorii baslatici hiicreler (BTIC) olarak adlandirilan, nadir bir tiimor hiicresi
alt popiilasyonu tarafindan olusturuldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Hallett

ve ark. 2016).

Meme kanseri i¢in en giiglii risk faktorleri arasinda yas ve genetik mutasyonlar
birincil sebepler olarak gosterilse de bilinen ilave risk faktorleri arasinda meme
yogunlugundaki artis, ailenin hastalik gegmisi ve lireme 6ykiisii bulunur (Lee ve ark.

2017).



1.1.1.Meme Histolojisi

Meme yag dokusu adi verilen dokusundan olugmaktadir. Kadinlarda sahip olunan
meme yapisi genellikle erkeklerinkinden daha fazla glandiiler doku icerir. Kadinlarin
meme yapisinda daha kii¢iik loblara boliinmiis 12-20 lob bulunur ve bu bulunan
loblar ve lobiiller siit kanallar1 ile baglanir. Memenin adipoz dokusu bir sinir ag1, kan
damarlari, lenf damarlari, lenf diigiimleri tarafindan saglanir ve ayrica fibréz bag
dokusu ve baglardan olusur (Akram ve ark. 2017). Meme dokusunda meydana gelen
meme kanseri, dokunun histolojik 6zelliklerine gore iki kisimda incelenebilir. Meme
icerisindeki loplarda meydane gelen kanser lobular karsinoma i stu (LCIS), kanal
yapist i¢erisinde meydana gelen duktal karsinoma n stu (DCIS) olarak adlandirilir

(Davis 2001).
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Sekil 1. 2. Meme histolojisi (Davis 2001)

1.1.2.Meme Kanseri Epidiyomolojisi

Yapilan birgok caligmanm 1s1¢ginda insan malignitesinin tan1 ve tedavisinde elde
edilen gelismelere ragmen kanser, 2008'de olusturulan kayitlara gore, kanserin sebep
oldugu 7,5 milyon 6liimle birlikte, diinya ¢apinda 6nde gelen morbidite ve mortalite
nedenleri arasinda yer almaktadir. Meme kanseri kiiresel bir sorundur ve yilda 1,7
milyon yeni vaka teshis edilmektedir (da Costa Vieira ve ark. 2017). Meme kanseri,
giiniimiizde her yil en sik tan1 alan kanserdir ve kadinlarda kanser 6liimiiniin 6nde

gelen tiirlerindendir. Yapilan galigmalarda kanser tanilarinin % 23"inii (1,38 milyon
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kadmm) ve kanser oOliimlerinin %14'ini (458.000 kadin) meme kanseri neden
olmaktadir (Redig ve McAllister 2013). Gelismis iilkelerde zaten yiiksek olan meme
kanseri insidansi, Tirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde de meme kanseri orani
carpict bir sekilde artmaktadir. Tiirkiye’de 8,879 meme kanserli kadin sayis1 yillara
gore artig gostermektedir. Bunu yami swra Tiirkiye Saglhik Bakanligimm 2010 yili
veriler1 sonucunda, meme kanserinin kadinlarda tiim kanserlerin% 22,9'unu

olusturdugunu gostermistir (Yiiksel ve ark. 2017), (Uzun ve ark. 2004) .

Ulkelerin gelismislik diizeyleri incelendiginde, meme kanseri goriilme siklig
gelismis tilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha fazladir. Fakat bunun yan 1 sira
nispi Oliim oranlar1 gelismekte olan iilkelerde nispi olarak artis gdozlemlenmektedir
(Ghoncheh ve ark. 2016). Gelismekte olan iilkelerde yapilan litaratiir taramalarin
sonucunda meme kanseri nedeniyle Oliimlerin yaklasik %60 gelismekte olan
iilkelerde goriilmektedir. Hayatta kalma orani gelismis tilkelerde %73 tizerine
cikarken ve gelismekte olan iilkelerde bu oran %57 civarlarinda seyretmektedir.
Gelismis iilke olan ABD ise 5 yillik sag kalim orani % 89,7 olarak belirlenmistir (da
Costa Vieira ve ark. 2017) .

Epidemiyolojik literatiir ele alindiginda sosyal faktorlerin irksal esitsizliklere katkisi
yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Meme kanseri insidansinin oranlarina
bakildiginda, tarihsel olarak beyaz kadinlar daha daha diisiik insidan orani
goriilirken, Afrikali ve Amerikali siyah kadinlarda bu oran daha yiiksek olarak
belirlenmistir (Williams ve ark. 2016).

1.1.3.Meme Kanseri Tiirleri

Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) en yeni yapilan smiflandirmasina gore, meme kanseri
hiicre morfolojisi, biiylimesi ve mimarisi kaliplar1 baz alindiginda 21 ayri1 histolojik
tiirde smiflandirilabilir. Genel olarak meme kanseri tiirleri invaziv ve non-invaziv (in
situ karsinoma) olmak {izere iki kisimda incelenmektedir. Kanser hiicreleri, kanal ve
lobiilerde sinirl kalip bazal membrana ge¢miyorsa non-invaziv (in situ karsinoma),
bazal membrani ge¢ip stomaya go¢ ediyorsa invaziv karsinom olarak tanimlanmistir

(Hwangbo ve ark. 2013).



1.1.3.1.Non-invaziv (in situ karsinoma)

In situ meme karsinomu, meme loblar1 veya kanallarinda bulunan mikroskop altinda
gozlemlendiginde invaziv karsinom hiicreleri ile benzerlik gosteren anormal epitelyal
hiicrelerden olusan lezyonlar olarak tarif edilir. /n situ karsinomada kanser hiicrelerin
bazal memrandan gecerek meme stromasini go¢ etme potansiyeli tasidigi ve tedavi
baglamadiginda istilac1 kansere ilerleyecegi ongdriilmiistiir. Non-invaziv kanserler
olustuklari meme histolojisine gore; in situ duktal karsinom (DCIS) ve lobiiler
karsinom (LCIS) olarak iki kisimda incelenir (Ward ve ark. 2015).

DCIS, meme kanallarinin liimeninde bulunan neoplastik epitel hiicrelerinin kanser
onclilerine  doniisimii  ile  proliferasyon  saglayan invaziv  olamayan
karsinomadir. DCIS, saglam bir bazal membranla ¢evrilidir ve bdylece meme
stromasindan ayrilir (Cowell ve ark. 2013). Erken tani ile yakalanan in situ meme
kanserlerinin % 83 gibi biiyiik bir oranla DCIS'dir (Ward ve ark. 2015). DCIS meme
kanseri Onciil lezyonlar1 olarak da tanimlanabilir ve tedavi siireci baslatilmaz ise
invaziv kanser tiirline doniisebilir. DCIS lezyonlar1 30 yas alt1 kadinlarda diisiik
oranda gozlemlenirken, 50 yas iistii kadinlarda bu oran yiikselmektedir. 60-69 yas
araligindaki kadinlarda ise, DCIS insidansinda yiiksek oranda artis tanimlanmigtir

(Parikh ve ark. 2018).

In sitii lobular karsinoma (LCIS) meme lobiillerinde meydana gelen ve kanal lobiiler
birimlerinde smirli kalan karsinomadir. LCIS fizik muayene saptanmaz ve spesifik
tanisal mamografik bulgulara nadiren gozlemlenir. Genellikle en sik olarak 40-55
yaslar1 arasindaki kadmlarda yapilan biyopsi 6rneklerinde rastlantisal olarak bulunur.
LCIS invaziv meme karsinomasmin gelismesinde bir risk fatorii olarak goriilebilir.
LCIS lezyonlar1 olusan kadinlarda, invaziv meme kanseri ve kontralateral meme
kanseri insidansi, DCIS lezyonlar1 igeren kadinlara gére yiiksek diizeydedir (Mao ve
ark. 2017),(Logan ve ark. 2015), (Begg ve ark. 2016).

1.1.3.2.invaziv Karsinoma

Yayilan o6zellikteki meme kanserleri tiimoriin bulundugu yerden memenin diger
bolgelerine ya da viicudun diger boliimlerine go¢ ozelligi gostermesi durumunda
invaziv karsmoma adini alir (Fisher ve ark. 2001). Amerikan Kanser Arastirmalari
sonuglarina gore gegtigimiz her yil igerisinde 207.000 kadma invaziv meme kanseri

tanis1 konmaktadir. Bu tanilarin %10’u invaziv lobuler karsinoma (ILC) aitken,
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Invaziv duktal karsinomda (IDC) en sik goriilen meme kanseri histolojik alt tipidir

(TIKEN ve ark. 2014).

Invaziv duktal karsinoma (IDC), invaziv meme kanserlerinin yaklasik %75'ini
olustur (Wu ve ark. 2017). Olusan kanser hiicreleri duktal bolgeden baslar ve
cevresindeki bag dokulara metastaz yapar (Hwangbo ve ark. 2013). IDC hiicrelerinde
ostrojen reseptor (ER), progesteron reseptor (PR) ve epidermal biiyiime faktorii
(HER) pozitif 6zellik gosterir ve bu 6zellik yayilimct kanser tiiriinde onemli rol

oynadig1 yapilan ¢alismalarda saptanmistir (Gil Del Alcazar ve ark. 2017).

Invaziv lobuler karsinoma (ILC), form olarak stromay: tek bir diizen iginde istila
edebilen meme igerisndeki lobular kisimdan ge¢ip bazal membrani asan kiigiik
yapiskan neoplastik hiicreler olarak karakterize edilir. ILC ¢ogunlukla ER, PR pozitif
ve HER2 negatif 6zellik gosterir. Fakat bazi ILC hiicrelerin de HER2 protein yiiksek
ekspresyonu ve ampifikasyonu saptanmistir (Ciriello ve ark. 2015), (Marmor ve ark.
2017). Son yillarda ortaya ¢ikan genetik ya da cevresel faktorlerden dolayr ILC
insidansinda IDC'den daha hizli bir artis gézlemlenmektedir. Ayrica, ILC, IDC'nin
gosterdigi metastazin tersine kemik, gastrointestinal sistem, uterus, meninges ve over

gibi dokularada metastaz yapar (Cha ve ark. 2017).

1.1.4.Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri, ¢oklu hiicre tiplerini ve Ozelliklerini igeren gelisimi ¢ok adimda
gerceklesen ve dnlenmesi diinyada zorlayici olan kanser tiiriidiir. Erken teshis meme
kanserinde, hastaligi onlemek i¢in gerekli olan en iyi yaklasimlar arasinda yer
almaktadir (Sun ve ark. 2017). Yasam tarzi, yas, lireme sorunu, aile dykiisii, genetik
faktorler emzirme veya menopoz sorunlari meme kanserinin baslica risk faktorleri
arasinda yer almaktadir. Bunlarin yani sira beslenme bozukluklar1 ve sosyoekonomik
durumlarda meme kanserinde risk faktorii olarak karsimiza ¢ikar (Jeronimo ve ark.
2017).
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Sekil 1. 3. Meme kanseri risk faktorleri ve 6nlenmesinin sematik gosterimi (Sun ve

ark. 2017)

Meme kanseri riskinde yasma bagl olarak artisinda normal meme histolojisinde
bozulmalar meydana gelir. Yas faktorii, meme kanseri i¢in gii¢lii risk faktoriidiir ve
DNA metilasyon degisiklikleriyle kuvveli bir bi¢imde iligkilidir. Amerika'da yapilan
arastirmaya gore meme kanseri nedeni ile gergeklesen tiim Oliimlerin yaklasik
%99,3' ve %71,2'si swrasiyla 40 ve 60 yas {sti kadinlarda gorildiigi
belirlenmistir. Bu nedenle, 40 yas ve lstii kadinlarda mamografi taramasi1 yapilmasi
biiyiikk 6nem tasimaktadir (Johnson ve ark. 2017), (Siegel ve ark. 2017), (Sun ve ark.
2017).

Kadinlardaki emzirmenin meme dokusunda olusabilecek meme kanseri riski
iizerindeki biiyiik koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir. Yapilan arastrmalarda
bazal memran benzeri meme kanseri i¢in emziren kadinlardan risk oran1 emzirmeyen
kadinlardakine oranla daha azdir (Holm ve ark. 2017). Ayrica ek olarak ge¢ menopoz
veya ¢ocuk dogurma eksikligi nedeniyle yasam boyu Gstrojen azlig1 olusursa meme
kanseri riski artar. Hamilelikte sahip olunan hormon yeterliliginin meme kanseri
riskini azalttig1 yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (Dall ve Britt 2017). Bunun yani
sira Ostrojen reseptorii negatif (ER-) meme kanseri, ER pozitif (ER +) meme
kanserinden daha az yaygin ancak daha agresif bir meme kanseri alt tipidir (Jung ve
ark. 2016).



Aile Oykiisiinde meme kanseri geg¢misi olan bireylerde kanser risk oranin daha
yiikksek oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira meme kanseri olan kadinlar igin
hastalig1 gelisme riskinde ve insidansinda onemli bir artis goriilmektedir (Brewer ve
ark. 2017). Yiiksek meme yogunlugu olan kadinlarda patolojik aile 6ykiisii nedeniyle

meme kanseri goriilme riskinde 6nemli artis belirlenmistir (Duffy ve ark. 2018).

Kisilerin yasam tarzlar1 géz oniine alindiginda, asir1 alkol tiiketimi ve ¢ok fazla diyet
yag alimi gibi modern yasam tarzlari meme kanseri riskini artirdigi, yapilan
arastirmalara gore alkol tiikketimi, dstrojenle iligkili hormonlarin seviyesini yiikselttigi
ve Ostrojen reseptorii yolaklarmi tetikleyebildigi belirlenmistir. Sigara igiminin meme
kanseri lizerine etkisi ¢ok kesin sonuglarla belirlenmemis olsa da alkol kullanimi ile
beraber risk oranini arttirdig1 saptanmistir. Diizenli spor yapimi da meme kanseri risk
oranini azaltan faktorlerden biridir. Kisilerdeki baz1 mutasyonlarin varliginda fiziksel
hareketsizlik kanser riskini azaltabilmektedir (Hamajima ve ark. 2002), (Jung ve ark.
2016), (van Erkelens ve ark. 2017).

1.1.5. Meme Kanseri Tan1 ve Tedavi Yontemleri

Diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri, kadinlarin kanser
hastaligina bagl olan 6liimlerinin ikincisi olarak bilinir. Bu nedenden dolayr meme
kanseri i¢in erken tami daha biiyiikk bir 6nem olusturmaktadir. Meme kanseri
genellikle yapilan agr1 veya elle tutulur bir kitle nedeni ile olusan semptomlar ile
teshis edilir. Mamografi, MRI, biyopsi, ultrason ve molekiiler goriintiileme gibi farkli
meme kanseri teshis muayeneleri de sik¢a kullanilan tan1 yontemlerindendir (Shamsi
ve Pirayesh Islamian 2017), (McDonald ve ark. 2016), (Chien ve ark. 2017).

1.1.5.1.Meme Kanseri Tan1 Yontemleri

Yeni tan1 konulmus meme kanserli bir hastanin tanisal islemlerinde fizik muayene,
mamografi veya ultrason genellikle bolgesel evreleme i¢in yeterlidir. Mamografi ise,
meme kanserinin taranmasi ve teshisinde kullanilan standart ve sik¢a bagvurulan bir
yontemdir. Yiiksek riskli hastalar i¢in ise mamografiyi diger goriintiileme
yontemleriyle desteklemek, mamografik gizli kanserlerin tespitinde basarili sonuglar
verdigi belirlenmistir. Son zamanlarda, dijital mamografiden daha fazla lezyon tespit
etme vaadi ile tomosentez veya 3D mamografi teknolojisi tanitildi fakat rutin olarak

kullanilmasmnin mortaliteyi azalttigi tam olarak kanitlanmamistir. Dijital meme



tomosentezi (DBT) yeni ortaya c¢ikan x-1sm1 ile c¢alisma prensibine sahip
gorlintiileme yontemidir. Manyetik rezonans goriintileme (MRG) muayenesi
tercihen ilk sirada olmasa da ancak segilen hastalarin risk gruplarina gore onceligi
degisiklik gosteren bir yontemdir Ayrica MRG ameliyat dncesi igin meme kanseri
evreleme, kemoterapi tedavisindeki degerlendirme i¢in basvurulan yontemlerin
basinda gelir (McDonald ve ark. 2016), 49, (Chirita 2017).

1.1.5.2.Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanserinde tedavisel yaklasimlara baktigimizda; ameliyat, radyasyon tedavisi,
kemoterapi, hormon tedavisi ve immiinoterapi gibi yontemler hastalik seyrine gore
siklikla kullanilan tedavi yontemleridir. Bir¢ok meme kanseri tiiriinde basarili
sonuclar elde edilen bu tedavilerde baz1 metastazik kanser tiirliinde yeterli gelmedigi
goriilmiistiir. Bu durumda yeni tedavi yollar1 ile ilgili ¢alismalarin hiz kazanmasi

onem arz etmektedir (Mu ve ark. 2017).

Meme kanseri tedavisinde sik¢a bagvurulan yontemlerden biri olan cerrahi yontem
meme koruyucu yaklasim ve meme koruyucu olmayan yaklasimlar olmak iizere iki
temele dayanmaktadir. Meme koruyucu yaklagim sadece kanserli dokunun
¢ikarildigi, meme koruyucu olamayan yaklasim ise kanserli meme dokusunun

tamaminin alindig1 cerrahi yontemdir (Kronowitz ve Kuerer 2006).

1.2. SEROTONIN

Serotonin, (5-Hidroksitriptamin (5-HT)) bir nérotransmitter olarak oynadigi rol
icerisinde dikkat ceken, santral sinir sistemine ve bu cevredeki bolgelere farkli
efektif etkilere sahip olan bir biyojenik amin molekiiliidiir (Mohammad-Zadeh ve
ark. 2008). 5-hidroksitriptamin (5-HT), iki azot molekiilii icerir ve igerdigi ilk azot
molekiilii bazol ve indol-5'in icerisindedir. Ikinci azot molekiilii ise, 2-aminoetil
icerisindeki alifatik zincirin ucunda bulunur. 5-HT, triptofandan aminoasidinden
tiretilir ve melatonin, formil-5-hidroksinilenamin ve 5-hidroksiindoleaketik asit gibi

molekiillerin sentezi i¢in substrat gérev yapar (Arreola ve ark. 2015).



Sekil 1.4. Serotoninin kimyasal yapisi (pubmedchem.org)

Serotoninin tarihsel siirecine bakacak olursak, 1940’1 yillarda gastrointestinal
kanalda kesfedilmesinden Once, vaskiiler Ozellikleri baz alinarak adranalin taklit
edildi madde olarak tanimlanmistir. Daha sonrasinda serotonin boga kanindan elde
edilen serumdan saflastirilarak karakterize edilmistir. Serotonin adi ise, maddenin
1948'de kristalize edilmesinden sonra serumdan (ser) ve kan damarlarindaki vaskiiler
tonu (tonin) heceleri birlestirerek olusturmustur (Arreola ve ark. 2015), (Gothert
2013).

Serotoninin beyin hari¢ fonksiyon gosterdigi doku ve organlarda etkileri sebebiyle
halen ikilem boyutundadir. Deri, akciger, bobrek, karaciger ve testis gibi viicutta
diger organ yapilarinda da yer aldig1 ve neredeyse tiim organizmalarda serotoninin
varhigt  belirlenmistir  (Azmitia 1999). Serotoninin  beyinsel aktivasyonu
incelendiginde bilis, bellek, 6grenme, istah, bagisiklik sistemi fonksiyonu, uyarilma
gibi duygu durum diizenlemede sorumlu bir norotransmiter oldugu belirlenmistir

(Tenpenny ve Commons 2017).

1.2.1. Serotonin Biyosentezi

Biyojenik amin olan serotonin (5-HT), sinir sistemi ve periferik organlarda dagilmis
tespit edilen 13 reseptorii olan biyokimyasal haberci ve diizenleyicidir. 5-HT
biyosentezi triptofan aminoasitinden iki adimda gergeklesir ve tirptofan
mekanizlmasinin %3’ nii olustur. Birinci adim olarak, triptofan hidroksilaz (TPH)

enzimi tarafindan hiroksi grubu eklenerek tiriptofan aminoasidi ara iriin olan 5-
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hidroksitriptotana (5-HTP) doniistiiriir. Bu adim serotonin biyosentezinde hiz
smirlayict adim olarak belirlenmistir. Enzimatik reaksiyonu gergeklestiren TPH
enziminin iki farkli izoformu bulunmaktadir. Triptofan hidroksilaz-2 (TPH2),
merkezi sinir sisteminde bu sentezi gergeklestirken, TPH1 izoformu, bunu periferde
yapar. Bu iki enzimde serotonin biyosemtezinde hiz sinirlayici enzimler olarak
belirlenmistir. Reaksiyondaki ikinci asama, 5-HTP’nin aromatik amino asit
dekarboksilaz (DDC) enzimi tarafindan olusturulankarbosilaz grubu uzaklastirilan
hizli dekarboksilasyounu serotonin molekiilii olan 5-HT sentezlenir (Islahudin ve
ark. 2014),(Ge ve ark. 2017), (Welford ve ark. 2016).
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Sekil 1.5. Serotonin biyosentezi (Sarrouilhe ve ark. 2015)

Serotonin ¢esitli enzimlerle par¢calanmasi sonucu dort farkli katabolilik yolda gorev

almaktadir. Bunlardan birincisi, 5-HT'den iki enzimatik adimla melatonin olusumu

sentezlenir. 5-HT'nin  ikinci  katabolik yolu, formil-5-hidroksikinurenamin

uretilmesidir. 5-HT’nin, monoamin  A/B  (MAO-Ao, MAO-B) ile 5-

hidroksiindoleasetik aside (5-HIAA) doniistiiriilmesi liciincii katanolik yol olarak

belirlenmistir. MAO-A ifadesi, sitokinler IL-4 ve IL-3 tarafindan diizenlenir ve
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periferik kandan tanmlanir. Dordiincii ve son katabolik yol, amin N-metiltransferaz
enzimini kullanarak 5-HT'den N-metilserotonin iiretir ve boylece immiin hiicrelerde
aktif olabilir (Arreola ve ark. 2015).

5-HT biyosentezinden sonra, santral sistemde ve periferik sistemde etki
mekanizmasina sahip bir norotransmiterdir. Uyku, istah, ruh hali, hafiza ve 6grenme
gibi 6nemli beyin fonksiyonunu diizenler ve kan beyin bariyerinden gegerek periferik
sisteme transfer olur. Diger ¢evresel hormonlar gibi bir¢ok organ ve sistemde
merkezi rol oynar. Serotonin, triptofandan sentezi TPHI enzimi tarafindan
gerceklesir ise, santral sistemde, TPH2 enzimi gerceklesir ise perifer sistemde etki

gerceklesir (Walther ve Bader 2003), (Herr ve ark. 2017).

Tryptophan

TPH2 *..,,

\

Serotonin Serotonin
Peripheral effects: Central effects:
+ vascular tone * depression
* hemostasis * sleep
« cell regeneration * aggression
* heart functions « food intake
+ organ development  « psychosis
« intestinal motility * anxiety
* immuno-modulation  « others

* others

Sekil 1. 6. Serotoninin periferik ve santral sistemdeki etkisi (Herr ve ark. 2017)

1.2.3. Serotonin Reseptorleri ve iligkili Protein Yapilar

Rapport ve arkadaslar1 tarafindan 1948'de vazokonstriktor olarak bilinen sorotonin
tanimlanmasi ile ilgili ¢aligmalar siirmektedir. Giiniimiizde tanimlanan 7 serotonin
reseptorii (5-HTR) ve bunlar1 yaklagik olarak 15 alt tipi (5-HT1A-5-HT7)
bulunmaktadir (Herr ve ark. 2017). 5SHTR, 5HT3 harig, 7-transmembran alani iceren
G Protein-Baglantili Reseptor (GPCR) ailesinin A smifina aittir. SHTR'den gelen

sinyal iletimi, standart olarak GPCR'lere benzer (Harmar ve ark. 2009).
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l cAMP TIPl / DG Depolarization tcAMP
Antinociception Antinociception Antinociception Antinociception
Pronociception Pronociception Pronociception

Sekil 1.7. 5-HTy, 5-HT,, 5-HT3 ve 5-HT; reseptorlerin membran lokalizazyonu
(Cortes-Altamirano ve ark. 2018)

S5HTR basta immiin sistem yani sira birgok yap1 ve dokuda fonksiyonel olarak rol
oynamaktadir. Immiin sistemde sitokin proliferasyonunu, sitokinlerin iletimini,
sitokinlerin gogiinii ve hiicresel aktivasyonu etkiler. Bununla beraber yapilan
calismalarda, SHTR’den gelen sinyaller 5-HT aktiflestirerek T hiicresi aktivasyonunu

lenfosit B hiicresi poliferasyonunu diizenler (Muller ve ark. 2009).

Serotonin reseptorelerinin - birgogu merkezi sinir sisteminde (CNS) 6nemli
diizenleyici role sahiptir. 5-HT 1 reseptorleri omurilikteki ve dorsal ve ortanca raphe
cekirdeginde ve limbik bolgelerde lokalize olur. Bu reseptorler duygu durumunda,
bilislerde ve agr1 diizenlenmesinde rol oynar. 5-HTig reseptorii, 5-HT1a nin CNS
sistemindeki etkilerini taklit edici Ozellik gosterdigi yapilan ¢aligmalarda
belirlenmistir (Cortes-Altamirano ve ark. 2018). Aym1 zamanda 5-HTig reseptort,
presinaptik inhibisyon, pulmoner vazokontriksiyon etkileri ile vaskiiler sistemde

konumlanir (Mohammad-Zadeh ve ark. 2008).

Prefrontal kortekste bulunan 5-HT,a reseptorleri ¢alisma bellegi, kosullama, klasik
sartlandirma ve gorsel segicilik gibi bilissel islevlerde gorevlidir (Kupers ve ark.
2009). Ayrica MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 5-HT;a reseptorleri, mRNA ve
reseptor proteinini kodlama agisindan ifade edilir ve kanser gelisiminde diizenleyici
rol oynar (Sonier ve ark. 2006). 5-HT,c reseptorii mide dokusunda lokalize olur ve
HCC hiicrelerinde sag kalimi destekler (Soll ve ark. 2010).
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5-HT3 reseptoriiniin beyindeki aktivasyonu, striatum c¢ekirdek boyunca néronlarin
postsinaptik depolarizasyon olusumunu ve sinaptik iletim ile uyarilmayi saglar
(Maricq ve ark. 1991). Bunu yani sira 5-HT3 reseptorii duyu ve enterik sinirlerde
fonksiyonel rol oynar (Mohammad-Zadeh ve ark. 2008).

5-HT, hipakompus igerisinde eksprese edilen bir reseptordiir. Dolayisiyla limbik
sistem ve hipokampus Onemli hedeflerindendir. 5-HT4  reseptoriiniin
aktivasyonundaki artig protein kinaz A (PKA) ve siklik adenozin monofosfat
(cCAMP) seviyelerinde artmasina neden olarak K+ kanallarinin inhibisyonunu tetikler.
Buna ek olarak, beyin fonksiyonlarinin daha az goriiniir olan yerlerini diizenler ve
hipokampus gibi 6nemli beyin yapilarinda sinaptik iletimi diizenler (Hagena ve
Manahan-Vaughan 2017).

5-HTs reseptorii 6grenme ve hafiza ile ilgili olan beyin bolgelerinde sentezlenir.
Fizyolojik fonksiyonlar1 halen ag¢ikliga kavusmamis olsa da bazi yerlesim yerleri baz
almarak, duygusal durumlarin diizenlenmesi, bilis, kaygi, duyusal algi ve
noroendokrin fonksiyonlarin varligi saptanmistir. Bunun yani sira, 6§renme, hafiza,
duygusal davranig, immiinoreaktif hiicrelerin ekspresyonu, dopaminerjik iletim
diizenlenmesinde rol oynadigi disiiniilmektedir (Meneses 2015), (Wesolowska
2002).

5-HTs, beyindeki fonksiyonel durumlari ele anirsa, antagonizm, hafiza olusumu, yasa
bagl biligsel bozukluklarla beraber, pronesik veya antiamnesik etkiler iiretir. Bu
etkiler dahilinde sizofreni, parkinson gibi hastalik modellerinde hafiza a¢iklarinda 5-
HTe rolii onemli bir noktadadir. Yapilan c¢alismalarda reseptoriin engellenmesi
durumunda pizodik hafizayr normallestiren mTOR yolaginin asir1 aktivasyonunu

azalttig1 goriilmistiir (Meneses 2015).

5-HT ; reseptdrii son zamanlarda yapilan ¢alismalara gore antagonist ve agonistleri
ile farmakolojik ajanlara etki mekanizmasi bu alt tip reseptorii daha 6nemli molekiil
haline getirmistir. Viicut 1s1sin1, uyku ve sirkadiyen ritim diizenlemede saglam rolii
bulunur. Bu reseptor duygu durum bozukluklarinda etkiledigi i¢in depresyon tedavisi
icin bir olas1 hedef olarak ¢ok dikkat ¢ekmektedir (Nikiforuk 2015). Ayni1 zamanda
5-HT ; reseptorii etki mekanizmasi tam olarak biliniyor olmasa da kan damarlar1 ve

sindirim sistemine etkisi bulunmaktadir (Mohammad-Zadeh ve ark. 2008).

14


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/protein-kinase-a

Serotonin iligkili oldugu yapilardan olan serotonin geri alim tasiyicis1 (SERT), 12
transmembran alanli bir nérotransmiter ailesine aittir. 5-HT i¢in subsrat gorevi yapip
hiicre yapisma tasir. SERT trombosit de olmak iizere periferde sayisiz bolgede
eksprese edilir. SERT islevi, Na +/ Cl - iyonlarinin taginma olayina baghidir. SERT
kodlayan gende 14 ekzon bulunur ve 17g11.1-17q12 kromozomda lokalizedir. ki
farkli izoformu bulunur. Glikolize olan formu yavas goc¢ eden, glikolize olmayan
formu ise hizli go¢ eden olarak tanimlanmistir. SERT'nin kesfinden bu yana,
psikiyatrik bozukluklarda, kanser hastaliklarinda roliinii anlama konusun ¢aligmalar
yapilmistir. Selekt serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) kullanilarak SERT'ye
baglanan ve 5-HT alimini bloke etmesi saglanmistir. Ozellikle meme tiimdr
hiicrelerinde SERT, TPH1, 5-HT sentezleme ve tasima mekanizmalar1 bulunuyor.
SERT ifadesi meme tiimor hiicrelerinde diger tiimorlere gore ekspresyonunda daha
fazla artis oldugu saptanmustir (Gwynne ve ark. 2017), (Muller ve ark. 2016),
(Hallett ve ark. 2016).

Serotonin bazi durumlarda yiizey reseptorleri yardimi ile hiicre i¢i bir sinyal
molekiili olmanin disinda, bir proteine transiminasyon reaksiyonu ile kovalent
baglanip sinyal iletimini diizenledigi saptanmistir. Serotonilasyon adi verilen durum,
daha sonra spesifik GTPazlar1 aktive eder. Reseptorden bagimsiz olarak gergeklesen
bu sinyallesme modeli serotoninin diizenleyici islevine ek olmustur. Protein
serotonilazyonunun serotonin igeren dokulardaki salgilama siireglerine etkisi var

sayillmaktadir (Paulmann ve ark. 2009).

1.2.4. Serotonin Meme Kanseriyle Tliskisi

Diinyada kadmlar arsinda yaygin olan meme kanseri i¢in belirlenen biyolojik
belirteglerin fonksiyonlar1 yeterli degildir. Bu nedenle meme kanseri prognozunda
gerekli olan parametlerin arastirilmas: 6nem kazanmaktadir. Serotoninin rolii ise
meme bezi gelisiminde tanimli olmasindan dolayr meme kanserinde Kiritik bir
molekiildiir (Sarrouilhe ve ark. 2015).

Seratonin’in, bir ndrotransmitter olmas1 disinda meme icerisinde bulunan epitelyal
denge diizenlemesinde gorev alir. Ayrica 5-HT reseptorlerinin kanser hiicrelerinde

mitogenik sinyalizasyon iginde rolleri vardir. Serotonin diizensizligi sonucunda
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apoprotik yolaklarda ve hiicre poliferasyonunda diizensizlikler meydana gelir (Jose
ve ark. 2017). Meme kanseri hiicrelerinde yapilan ¢aligmada, SHT1, 5SHT2C, 5HT2B
redeptorlerininde i¢inde oldugu bir¢cok serotonin reseptoriiniin ekpresyonuda artis
oldugu goriilmiis ve bu artiglar timor evresinin artmasi ile birlikte yikselis
gostermistir. SHT 34 tiim kanser hiicrelerinde diisiik ekspresyonu olmaktayken, MCF-
7 hiicre hatlarinda sadece 3 farkli 5-HT reseptorlerinin arttigi goriilmiistiir. Bunun
yani sira MCF10A hiicrelerinde ki 5-HT tedavisinden sonra kaspaz 2 aktivasyonunu
arttirmis ve 5-HT aktivitesinin artmasi normal hiicreyi apoptoza yonlendirme bilgisi
yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir. Meme kanseri hiicrelerinde 5-HT ye bagh olarak
kanser hiicresinin biiyime inhibisyonuna direngli olabilme yetenegine sahip
olabilirken ayrica 5-HT dozuna bagli olarak memeli epitel hiicrelerinde

proliferasyonu inhibe edebilmektedir (Pai ve ark. 2009).

Meme kanserine sahip hastalarda hormon seviyelerine bakilacak olunursa, Gstrojen
seviyelerinde azalma goriiliir ve bu azaligla birlikte menapozal belirti olan ani 1s1
olusumu ortaya ¢ikar (Li ve ark. 2019). Ani 1s1, mekanistik olarak aydmnlatilmamakla
birlikte Ostrojen seviyesinin azalmasina bagl olarak gergeklesir (Casper ve Yen
1985). Ani 1s1 basmasina bagh olarak dstrojen azalmasi ile seratonin reseptorlerinin
artmasi arasinda bir iliski vardir. Cesitli serotonin reseptorlerinin sicaklik kontrolii
iizerinde etkisi bulunur. Meme kanseri hastalar1 {izerinde yapilan ¢aligmalarda ani 1s1
gosteren menapozal durum i¢in kullanilan gesitli ilaglar disinda serotonin geri alim
inhibitorleri tedavi igin hastalarda kullanilmistir (Berendsen 2000, Leon-Ferre ve ark.
2017). Depresyon tedavisinde antidepresan grubu ilaci olarak, Segici serotonin geri
alim inhibitorleri (SSRI) kullanilmaktadir. Geg¢ evre meme kanseri hastasi lizerinde
SSRI uygulamasi sonucunda, timor proliferasyonunun arttigi goriiliir. Bir istatistik
caligmasinda, SSRI kullanan hastalarin kontrol grubuna gore; meme kanseri olma
riskinin %27 oldugu ve yiiksek risk grubunda oldugu bulunmustur (Busby ve ark.
2018), (Ballou ve ark. 2018).

Serotonin iligkili protein yapilar1 olan TPH1, SERT ve 5-HT reseptorlerinin meme
timor hiicrelerinde sentezleme ve tasima mekanizmalart tanimlanmistir. Bu
serotonerjik sistem tizerinde kullanilan inhibitorlerin meme kanserine efektif etkisi
arastirilmis olup Onemli sonuclar elde edilmistir. Yapilan calismalarda, invitro

uygulamada serotonerjik sistem antagonistleri kemotropik ajanlarda beraber
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kullanilmas1 doza bagli olarak tomor capm kiiclilttiigi ve apoptozu indiikledigi

saptanmustir (Hallett ve ark. 2016), (Gwynne ve ark. 2017).

1.3. APOPTOZ

Kerr, Wyllie ve Currie’ nin ¢aligmalar1 sonucunda apoptoz terimi ilk kez 1972'de bir
bildiride yaymnlanmis ve kullanilmistir (Elmore 2007). Apoptoz teorik olarak
incelendiginde, hiicre disinda olusan lezyonlar ya da genetik faktorler yardimi ile
etkin hale gelen ve hiicrenin kendisinin programlanmis oldugu mekanizma ile hiicre
olimiinii kontrol etmekte, diger bir deyisle intihar etmektedir (Saikumar ve ark.
1999). Apoptoz embriyonik gelisim i¢in veya ¢ok hiicreli organizmalarda hemostazin
korunmasinda gerekli olan fizyolojik bir siiregtir. Ayn1 zamanda kanser basta olmak
tizere birgok patolojik durumda énemli rol oynar (Burz ve ark. 2009). Programlanmis
hiicre 6liimii olan apoptoz sadece hemeostazi korumak i¢in degil, gereksiz hiicrelerin
froman organizmasimi ortadan kaldirmak i¢in ¢ok 6nemli olan bir mekanizmadir.
Ayrica apoptoz mekanizmasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlar, insanlarda patolojik
bulgulara yol agabilir (Ashkenazi 2015).

Apoptoz i¢in uyar1 alan hiicre kendi mikro ¢evresinden uzaklasir ve komsu hiicrelerle
olan baglantismi1 koparwr. Hiicrede ilk asamada hiicrenin hacminin kiigiilmesi
(biizisme) ve ardindan ¢ekirdek igerisindeki kromatinin yogunlagsmasidir. Hiicrenin
DNA’s1 niikleozomlarindan kesilir fakat hiicrenin organelleri yapisal biitiinliiklerini
korur. Hiicre zarinin yapisindaki fosfotidil dis ylizeye lokalize olur. Cekirdek yapisi
kiigiiliir ve hiicre zar igerisinde parcalar halinde kopar. Boylece apoptotik cisimlerin
olusumu gerceklesir. Olusan apoptotik cisimler ortamdaki makrofajlar tarafindan
tanilir ve fagozite edilir. Apoptoz olayinda infalamasyon ger¢eklesmez (Burz ve ark.
2009).

Apoptoz ve nekroz hiicrede goriilen iki 6nemli 6lim seklidir. Temel olarak ikiside
hiicrenin gergeklestirdigi 6liim sekli olarak goriilse de morfolojik ve etki olarak
birbirlerinden ayrilir. Nekroz apoptozun aksine c¢ekirdek sismesi ile karaktarize
edilir. Bunu yan1 swra apoptoz sonrasinda infalamasyon olusmazken nekrozda
infalamasyon gerceklesir ve komsu hiicreler de nekroz somunda olumsuz etkilenir
(Nikoletopoulou ve ark. 2013).
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Sekil 1.8. Hiicrede gerceklesen apoptoz ve nekrozun gosterimi (Burz ve ark. 2009)

1.3.1. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptozun molekiiler mekanizmasi kaspaz bagimlilig: ile degiskenlik gostermesine
gore aymt edilen iki farkli yoldan olusur. Birbirine bagli bu iki yol kaspaz
proteazlarm hiicre i¢ci mekanizmasini aktive ederek apoptozu kontrol eder. Intrinsik
yol, hiicresel hasar ya da strese karsi reaksiyona giren BCL-2 protein ailesi iiyeleri ve
mitokondri yoluyla kaspazlara baglanir. EKstrinsik yol ise immiin efektor hiicreler
iizerinde eksprese edilen Olim ligandlarina yanit veren hiicre ylizeyi Oliim

reseptorleri yoluyla kaspazlari aktive eder (Ashkenazi 2015).
1.3.1.1. intrinsik Yolak

Intrinsik yol, diger bir ismi ile mitokondriyal yol, BCL-2 protein ailesi tarafindan
kontrol edilir ve diizenlenir ve mitokondriyal dig membran gecirgenligi (MOMP) ile
apoptoz olay1 gerceklestirilir (Kalkavan ve Green 2018). MOMP, kaspaz yolagini
aktive etmek i¢in mitekondriden sitoplazmaya sitokrom ¢, SMAC/DIABLO gibi
faktorlerin transfer olmasimi saglar. MOMP mitokondriden proteinleri sitoplazmaya
salinimin1 sagladigi zaman hiicre i¢in apoptoz geri doniisiimsiiz bir nokta olarak
goriiliir. MOMP'dan sonra, kaspaz aktivasyonu birka¢ dakika i¢cinde gerceklesir ve
bu da hiicre 6liimiine yol acar (Pena-Blanco ve Garcia-Saez 2018). Intrinsik yol
icerisinde rol oynayan BCL-2 proteini anti-apoptotik bir proteindir ve diger anti-
apoptotik molekiillere bagimlidir (Gibson ve Davids 2015).
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1.3.1.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolakta apoptoz transmemran reseptorler araciligi ile interaksiyona
dayalidir. Timor nekroz faktorii (TNF) reseptor geni siiper ailesi tiyeleri olan FasR,
TNFR, DR3-5 reseptorlerine sirasiyla Fas Ligandi (FasL), TNF-a, Apol3L ve
Apol2L ligandlarmin baglanmasiyla sinyal aktivasyonu olusur (Rai ve ark. 2005). Bu
yolunun aktive edilmesi ile kaspaz-10 ya da kaspaz-8’in tetiklendigi gozlemlenir.
Tetiklemenin sonucunda apoptotik mekanizma baslatilir ve hiicre kendini 6liime
stiriikler. (Schrader ve ark. 2010).

Hem intrinsik yolakta hem de ekstrinsik yolakda ortak olarak olusan aspartik asit
kalmtilari, yani kaspazlar i¢in spesifik sistein proteazlarinin aktivasyonuna yol agar

(Pena-Blanco ve Garcia-Saez 2018).
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Sekil 1.9. Intrinsik ve ekstinsik apoptotik yolak (Zaman ve ark. 2014)
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1.4. EPITEL MEZANKIMAL GECIS (EMT)

Epitel mezankimal ge¢is (EMT) epiteryal hiicre fenotipinin mezenkimal hiicre
fenotipine doniisiim yaptig1 biyolojik siirectir. Fizyolojik kosullarda EMT, organ
gelisimi, yara onarimi doku tadilati, kanser ve metastatik ilerlemede 6nemli rol
oynamaktadir (Liu ve ark. 2015). Embriyonik gelisimde, hiicreler epitelyum
mezenkimal durumlar arasinda oldukga hizli ve dinamik gegis yapabilirler (Nieto ve
ark. 2016). EMT ilk zamanlarda embriyonik gecis sirasinda 6nemli bir farklilasma
olarak goriilse de giiniimiizde iltihaplanma, fibroz ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin
fizyolojisinde ve ilerlemesinde dnemli patolojik bir mekanizma olarak kabul edilir

(Wang ve ark. 2010).

EMT, epitelyal hiicrelerin, biyolojik olaylarin bir kademesi boyunca bir mezenkimal
fenotip ve hareketlilik elde ettigi karmagik bir programdir. Tespit edilen {i¢ farlkli
EMT programi vardir. Bunlardan birinci olan tip, embriyogenez, gastrulasyon ve
noral kret formasyonu ile ilgilidir. Tip 2 olarak tanimlanan tiirii ise doku yenilenmesi
ve yara iyilesmesi ile alakalidir. Tip 3 ise her iki tipten farli olarak patolojik stiregleri
icine alir ve malignite, invazyon ve metastaz ile iligkilidir (Felipe Lima ve ark.

2016).

EMT aktivasyonu, hiicrenin fizyolojik yapisinda bircok degisimlere sebep olur.
Hiicre iskeletinde meydana gelen degisimler, hiicre morfolojisinde olusan ig benzeri
uzanmig formlara bagli degisimler, yapiskan ve bosluklu kavsaklarin varhigi
epideryalden mezankimale gegiste karsilasilan degisimler arasinda gosterilebilir.
Bunun yani1 swra bu geciste meydana gelen epitel hiicre-hiicre baglantilarinin
coziilmesi, apikal-bazal polarite kayb1 ve eslik eden 6n-arka polarite kazanci gibi
morfolojik durumlar i¢in en az 400 genin ekpresyonu ile yapilandirildig:

belirlenmistir (Shibue ve Weinberg 2017).

EMT aktivasyonu sirasinda Slug, Snail, Twist ve Zebl2 gibi EMT iligkili
transkripsiyon faktorleri aktif olur ve epiteyal hiicre formunu koruyan E-kaderini
inhibe eder (Ungefroren ve ark. 2018). Epitel hiicre belirtecleri olarak, E-kaderin,
Klaudin, okludin, tip IV kollajen, laminin I vedesmoplakin iken mezenkimal hiicre
belirtecleri N-kaderin, integrin, vimentin, fibronektin, tip I kollajen ve laminin 5’dir.

TGF-B, Wnt, Noct, Hedgehog gibi sinyal yolaklari EMT mekanizmasinin
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regiilasyonunda gorev alan ve destekleyen sinyal yollaridir. Bu sinyal yollarinin

merkezi hedefi E-kaderin ekspresyonu diizenlemektir (Liu ve ark. 2015).

EMT belirteglerinin ekpresyonu, kanser hiicrelerinde migrasyon, metastaz ve
invazyon gibi patolojik sonuglar olusmasina neden olur. Vimentin, meme kanserinde
tiimor agresifligini ve EMT yolagin1 diizenleyen bir gendir. Uclii negatif meme
kanserinde, vimentin aktivasyonu kotii prognostik faktor oldugu belirlendi. Ayni
zamanda HER2'yi agir1 eksprese eden normal insan meme epitel hiicrelerinde yukari

regiilasyonu saptandi (Geng ve ark. 2014).

1.5. RESEPTOR TiROZIN KINAZLAR

Reseptor tirozin kinazlar (RTK), memeli hiicrelerinin hiicre dig1 ortamdaki
degisikliklerini algilayan plazma memran reseptor ailesidir. RTK larin proliferasyon,
hiicre canliligi, hiicre farklilasmasi ve motilite olmak iizere bir¢ok 6nemli hiicresel
islevleri oldugu belirlenmistir (Tan ve ark. 2017). Bunun yani sira vezikiiler gegisleri
bolimlendirmede ve hiicresel bilesenlerin uygun sekilde swralanmasinda kilit rol
oynar (Fraser ve ark. 2017). Insanlar 28 alt aileye giren 58 cesit tane RTK
molekiiliine sahiptir. RTK’nin aktivasyonu reseptor oligomerizasyonu gerektirir. Bu
reseptor iliskisi ligand baglanmasina cevaben gergeklesir (Chung 2017). Ligand
baglanmasindan sonra oligomerizasyona ugrayan reseptorler fosforilasyona
ugrayarak konformasyon degistirir ve aktive olur. Baglayici proteinler hiicre ici
sinyalizasyon baslamasinin ardindan fosforile olmus reseptor ligand kompleksini
tanir. Aktif formadaki RTK’ lar mitojen-aktive protein kinaz (MAPK), Janus kinaz /
sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii (JAK / STAT) ve rapamisinin
fosfoinositol-3-kinazin aktivatorii (PI3K) / Akt / mTOR olmak {izere bir ¢ok sinyal
kaskadini tetikler (Mendoza ve ark. 2011). RTK’ larin hiicre sag kalimi ve
biiyiimesindeki kritik rolii, EGFR (epidermal biiylime faktor reseptorii), PDGFR
(trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptor) ve IGF-1R (insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 reseptor) regiilasyonun saglamasi ile gercgeklestirilir. Bu reseptorlere olan
etkisi ile kanser basta olmak iizere birgok patolojik durumda anahtar rol oynar
(Fraser ve ark. 2017).

RTK’ larin hiicrede gerceklesen, hiicre dongiisii, invazyon ve metaztaz iizerinde

etkisi oldugu son yapilan c¢aligmalarda belirlenmistir. RTK’ larda meydana gelen
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mutasyonlar ve anormal aktivasyonlar, yapilan arastirmalarda kanser, diyabet,
infalamsyon, siddetli kemik bozukluklari, arteriyoskleroz ve anjiyogenez gibi

hastaliklarin olusmasi ile iliskilendirilmistir (Schlessinger 2000).

RTK’ larin meme kanserindeki ekpresyon seviyesi ve fizyolojik etkileri
arastirilldiginda; EGFR, VEGFR1-3 ( vaskiiler endotel biiyiime faktori), c-Kit
molekiillerinin HER2- ve {iglii negatif meme tiimorlerinde asir1 eksprese edildigi
saptanmustir. Invitro ortamda yapilan deneylerde MCF-7 ve MDA-MB-231 gibi
hiicre hatlarinda EGFR molekiiliiniin yikilmasi poliferasyonu azalttig1 kanitlanmigtir

(Yan ve ark. 2018).
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Sekil 1.10. Reseptor tirozin kinaz sinyal yolu (Fraser ve ark. 2017)

1.6. JAK/ STAT SINYAL YOLU

Janus Kinaz / Sinyal Transdiiserleri ve taranskripsiyon Aktivatorsleri ( JAK/ STAT)
sinyal yolagi, tanimlamas1 1980 yilinda interferonlarin sinyalizasyonunda araci olan
bir yolak olarak ag¢iklandi. Giliniimiizde yetmis farkli sitokin ve interforonun JAK/
STAT yolagini kullanmasi ile hiicre gelisimi ve fonksiyonu agisindan 6nemli oldugu
belirlenmistir. Bu sinyal yolagi interferon yanit veren genlerin sinyal iletiminin
arastirilmasi ile kesfedilmistir (Yan ve ark. 2018). JAK / STAT yolu, interferon-yanit
veren genleri sinyal iletimini sinyallerle iliskilendiren ¢alisma ile kesfedildi. Cok
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miktarda sitokin tarafindan kullanim alanina sahip olan transdiiksiyon kaskadi olarak
adlandirilan JAK/STAT yolagi, immiin sistemi aktive etmek veya diizenlemek ve
infalamatuar immiin yanit1 smirlamak gibi rollerinden dolayr kritik bir yolaktir

(Pencik ve ark. 2016).

Dogal immiiniteyi baglatmak, adaptif immiin sistemleri diizenlemek ve nihai olarak
enflamatuar ve immiin yanitlar1 smirlamak igin kritiktir. Sitokinler, ligand olarak
trozin kinaz reseptore baglanarak, fosfarile eder ve konformasyonel degisiklige
neden olur. Bu degisim sonucunda JAK molekiilii aktive olur. Aktive formdaki Jak
daha sonra STAT molekiillerinin aktivasyonunu saglar. STAT molekiilleri, SH ile
etkileserek homo ve ya heterodimerler yapilar olusturur. Dimerizazyon isleminden
sonra STAT ¢ekirdege loklize olur ve hedef genlerin transkripsiyonunda rol oynar
(Pencik ve ark. 2016), (Benveniste ve ark. 2014).

JAK/ STAT yolag1 iizerindeki molekiiller immiin yanit disinda kok hiicre
farklilagsmasinda, onkogenez, anjiyogenez, migrasyon ve apoptoz  gibi
mekanizmalarda 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira meme bezi gelisimi,
laktasyon ve adipogenez gibi fizyolojik siireglerde de mekanistik bir islev sahibidir.
Bu yolakta meydana gelebilecek mutasyonlar belirtilen siiregleri olumsuz etkiledigi

yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Igaz ve ark. 2001).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Model Hiicre Hatlar

MCF-7, ilk olarak 1970 yilinda Kafkasyali 69 yasindaki kadinin meme dokusundan
izole edilmis Gstrojen pozitif ve invaziv meme kanseri hiicre hattidir. Ad1 Michigan

Kanser Kurulusu-7'nin bas harflerinden olugsmaktadir. Boliinme siireleri 29 saattir.

2.1.2. Hiicre Kiiltiiri Donanimlari

Ek A’da hiicre kultiiriinde kullanilan tiim donanimlar bulunmaktadir.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar Ek B’de, deneyler esnasinda kullanilan

kimyasallar ise Ek C’de bulunmaktadir.

2.1.4. Cozeltiler

Ek D’de deneyler esnasinda kullanilan ¢ozeltiler yer bulunmaktadir.

2.2. YONTEM

2.2.1. Sivi Azottan Hiicre A¢ma

Kullanilan hiicrelerin uzun siire, genomuna, hiicresel metabolik faaliyetlerine ve
temel fizyolojik ozelliklerine herhangi bir zarar vermeden saklayabilmeleri i¢in sivi
azot ile -196°C de uygun tekniklerle dondurulmalari gergeklestirilmistir. Diisiik
pasaj sayilarina sahip sivi azotta dondurulmus olan hiicrelerin agilmasi yapilan
deneyler icin kisa siirede kullanilabilmelerinin ziyadesinde c¢aligmalar sirasinda
olusabilecek olan kontaminasyon, stres faktorleri yolu ile hiicre kaybinin sonrasinda
kullanilmas1 saglanmistir. Sivi azottan cikarilan hiicreler hizlica eritilerek uygun
besiyeri igerisine aktarilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu 2000 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilir. Coktiiriilen pellet kismi hiicreleri igerirken, iist fazda sivi
azotta dondurulmak amaciyla besiyerine eklenen dimetilsiilfoksit bulunur.
Dimetilsiilfoksit hiicrelerde toksik etki olusturarak stres faktorii olabileceginden {ist

fazin atilmasi1 gerceklestirilir. Kalan pellet {izerine 1 ml uygun besiyeri eklenerek
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pelletin homojen olarak dagitilmas: saglanmis olup homojenize edilen hiicre
stispansiyonu T25-T75'lik flaska ekilmistir. Ekimi yapilan hiicreleri mikroskopta
goriintiilerine bakilarak yogunluklart ve morfolojileri goézlemlenir. T25-T75'lik

flasklar %5 CO,, 37°C sicakliga sahip inkiibatore alinmstir.

2.2.2. Hiicre Kiltirua

MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicreleri (ATCC No; HTB 22), DMEM besiyerinde
(% 10 sigir fetiis serumu (FBS) ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik) , % 5
CO; bulunan ve 37°C sartlarini olusturan hiicre inkiibatériinde (Hera Cell 1501,
Thermo), %95 nem ortaminda biiyiitiilmiistiir. Hazirlanmis olan besiyeri 0.22 um’ lik

filtrelerden gegirilip +4°C sicakliginda muhafaza edilmistir.

2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yapisan hiicreler ¢ogaldik¢a kullanilan besiyeri hiicreler i¢in yetersiz hale gelir ve
bulunduklar1 kiiltiir kabinda yer olmadigindan dolayr kontakt inhibisyon
mekanizmasi ile hiicrelerin poliferasyonunda artis meydana gelmez. Yapilan deney
dogrultusunda ve petri kabindaki hiicrelerin belli bir yogunluga ulasmasi sonucunda
pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Hiicreler %S5 CO; inkibatoriinden alinip
icerisinde bulunan besiyeri uzaklastirilmistir. T75 flaska 2 ml, T25 falaska 1 ml PBS
ile yikama sonrasinda flask icerisindeki PBS ¢ekilip atilmistir. T75 flask i¢in 2 ml,
T25 falask icin 1 ml tripsin-EDTA eklenmis olup ve %5 CO;'li etiivde hiicreler 5
dakika bekletilmistir. 5 dakikanin sonunda inkiibatérden alinan flasktaki hiicrelerin
kalkip kalkmadigi kontrol edilmis ve hiicrelerin tripsinle olan reaksiyondan zarar
gbérmesini dnlemek i¢in petri kabina tripsin oran1 kadar DMEM besiyeri eklenmistir.
Flasktaki hiicrelerin duvari hiicre siispansiyonu ile yikanarak 2000 rpm'de 5 dakika
boyunca santriflij yapilmustir. Santrifiij sonrast olusan pelletin miktarma gore
hiicrelerin iizerine besi yeri eklenerek iyice pipetaj yapilir ve homojen hale gelen
hiicreler yogunluk g6z Oniinde bulundurularak deneysel silirece gore ekimi
yapilmistir. Uzerine hiicre hatti, pasaj numarasi, tarih yazilarak %5 CO; igeren

inkibatore kaldirilmistir.

2.2.4. MTT Hiicre Canhhik Testi

Hiicre canliligmm en 6nemli belirteglerinden biri olan mitokondriyel aktivitenin

Olglimiine dayali MTT ayiract 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
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bromide kimyasali bu deney esnasinda kullanilmigtir. MTT testi yapilip serotoninin
farkli konsantrasyonlarindaki hiicrelere uygulanmasi sonucunda hiicre canlilig1
iizerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu nedenle, 1X10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu petri kaplarma MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicreleri
(ATCC No; HTB 22), ekimi yapildikyan sonra bir gece boyu yapismalari ve
morfoloji almalar1 i¢in beklenmistir. Hiicrelere 0-100 puM arasi serotonin
konsantarasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmigtir. MTT tetrazolium tuzuyla 4
saat bekletildikten sonra poliferasyona ugrayan hiicreler artan dehidrogenaz aktivitesi
ile tetrazolyum tiirevi olan MTT'yi formazana doniistiistiiriirler. Reaksiyon
sonucunda olusan renk degisimi absorbans olarak spektrofotometrik ol¢iim ile ilag
uygulanmamis kontrol Orneklere kiyaslama yapilarak serotoninin hiicre canliligi

iizerine etkileri belirlenmistir.

2.2.5. Floresan Indikatorler Aracihgiyla Hiicre Oliimiimiin Belirlenmesi

5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere MCF-7 meme kanseri
hiicreleri ekilip gece boyu petriye yapismalar1 i¢in hiicreler inkiibatorde
bekletilmistir. Hiicrelere uygun dozda serotonin uygulanarak 24 saat bekletilmistir.
Daha sonra PI (Propidium Iyodiir), DIOC6 (3,3’Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir)
floresan boyalar1 uygun konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak

floresan mikroskop (Olympus 1X70) altinda incelenmistir.

2.2.6. RNA lzolasyonu

60 mm lik petrilere ekilen hiicrelere 50mikromolar serotonin uygulanip %35 CO2'li
etlivde 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonra petrilerdeki hiicreler ¢oktiiriiliip olusan
pellet tizerine 500 pl TriPure (Roche) ajani eklenip ve oda sicakliginda 5 dk boyunca
bekletilmistir. Kullanilan TriPure oranma goére 100 pl kloroform eklenmis ve 15
saniye kadar elde calkalanmistir. 15 dakika kadar oda sicakliginda bekletilen
ornekler maksimum hizda +4 °C'de 15 dk siirede santrifiij edilmistir. Ust faz yeni
mikrofiij tlipline aktarilmis olup ve kullanilan TriPuru oranma gore 250 pl
isopropanol eklenmistir. Mikrofiij tiipii hafifce karistirilarak ve 5 dakika siire ile oda
sicakliginda birakilmigtir. 10 dakika boyunca +4°C de santrifiij yapilan 6rneklerin st
fazi1 RNA pelletine zarar vermeden dokiilmiistiir. Ornekler iizerine 250 pl kadar %70
oraninda hazirlanan EtOH eklenip ve 8000 rpm de +4°C de 5 dakika boyunca ile

santrifiij yapilmistir. Etanol, RNA pelletine zarar verilmeden dikkatlice dokiilmiistiir.
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Pellet oda sicakliginda etanolden tamamen arinana kadar kurutulmaya birakilmstir.
Pellet tizerine 20-50 pl arasinda RNase-free su eklenilerek ¢6ziinmesini saglanmigtir
ve 55°C de 15 dk bekletilmistir. RNA 6rnekleri uzun siire muhafaza edilebilmesi i¢in

-80 °C de saklanmustir.

2.2.7. cDNA Cevirimi

iScript cDNA sentez kiti (170-8890 Bio-Rad) kullanilarak c¢DNA sentezi
gerceklestirilmistir (Tablo 1).

Tablo 1:cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesenleri

Icerik Reaksiyon miktarl
5x reaksiyon tamponu 4 ul

iScript RT enzimi 1 ul

Niikleazdan armdirilmis steril su Degisken

RNA 1000 ng

Toplam Hacim 20 ul

2.2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu( PZR)

iScript cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA'ya cevrilen 6rnekler 2x PCR karigima,
forward primer, reverse primer, kalip cDNA(1000ng) ve niikleaz- free steril su
kullanilarak 25 pl’ lik PCR ornekleri hazirlanmistir. 95°C' de 5 dk baslangic
denatiirasyon, 95°C'de 30 sn denatiirasyon, kullanilan primere gore degiskenlik
gosteren baglanma sicakliginda 30 sn, 72°C'de 1 dk uzama protokolii ile 35 tekrar
seklinde gerceklestirilmistir. Son olarak, 72°C'de 10 dk final uzama amplikasyon
dongiisii ile PZR tamamlanmustir. PZR ile ¢ogaltilan 6rnekler %1’ lik agoroz jelde

goriintiilenmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. PZR i¢in reaksiyon bilesenleri.

Icerik Reaksiyon miktar
PCR reaksiyon karisimi (2X) 12,5 ul

Primer A 1 ul

Primer B 1 ul

Niikleazdan arindirilmig steril su Degisken

cDNA 1000 ng

Toplam Hacim 25 nl

2.2.9. Protein Izolasyonu

Yaklasik 1x10° hiicre icerisinde olacak bigimde protein izolasyonu i¢in 100 mm'lik
petrilere ekim yapilmistir. Serotoninin i¢in secilen dozun uygulanmasini takiben
hiicrelerden toplam protein icerigi elde edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda petriler 1X
PBS ile yikanarak hiicreler toplanmistir. 13200 rpm'de periyotlar halinde yapilan
santrifiij sonrasinda st faz atilip ve pellet miktarina gére CLB (Cell Liziz Buffer)
eklenmistir. Pipetaj sonrast 20 dk boyunca oda sicakhiginda 3D orbital rotatorda
bekletilip 20 dk boyunca +4°C' de 13200 rpm'de santrifiij yapilmistir. Protein
orneklerinin bulundugu iist faz yeni ependorf tiipiine alinarak, -20 °C* de muhafaza
edilmistir. Bradford (Biorad, Bradford ¢ozeltisi) yontemi ile BSA standartlari
iizerinden ¢izilen standart grafigi baz alinarak elde edilen proteinlerin miktarlar1
hesaplanmistir. Toplam protein Oziitleri, 595 nm absorbans degerinde

spektrofotometrik olarak tespit edilmistir.

2.2.10. immiinoblotlama

Western immunoblotlama yontemi i¢in orneklerden alinan protein miktar1 55 pg
olacak sekilde esitlenmistir. Konsantrasyona gore miktarlar1 belirlenen proteinler
yiikleme i¢cin 4X Laemli boyas ile karigtirilarak 95°C'de 5 dakika boyunca 1siticida
isitilmigtir. +4°C'de 13200 rpm'de 30 saniye boyunca santrifiij yapilmistir. %12
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sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS- PAGE) hazirlanmistir. Hazirlanan
ornekler, protein belirtegleri kullanilarak 2,5 saat SDS igeren yliriitme tamponu
icerisinde 75 Volt’da yiiriitiilmiistiir. Jel islak transfer i¢in hazirlanip ve membran
metanolle aktive edilmistir. Jel lizerinde olan protein 6rnekleri PVDF membrana
transfer tamponu araciligiyla TransBlot Turbo araciligiyla transfer edilmistir.
Transferi yapilan membran yagsiz siit tozu ile 1 saat oda sicakliginda 3D orbital
rotatorda c¢evrilmistir. 3D orbital rotatordan alinan membran proteine 6zgii birincil
antikorla bir giin boyunca +4°C'de bekletilmistir. Primer antikor Kitine (Cell
signalling technology, 1:1000) alinan membran ikinci giin TBS-Tween ¢ozeltisinde
10 dk boyunca ii¢ kere yikanmigtir. Daha sonra primere uygun ikincil anti-rabbit
veya anti- Mouse antikor (Cell signalling technology, 1: 3000) uygulanmasi ile 10
dakikalik stiregleri igeren TBS- T ile ii¢ kez yikama ve 5 dakikalik TBS ile yikama
gergeklestirilip, +4°C'de bir giin bekletilmistir. Isimalar1 goriintiillemek amaciyla ECL
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Karanlik odada TBS i¢inden alinan membran karanlikta ECL
cozeltisi iginde 1-2 dk bekletildikten sonra Image-lab yazilimi yardimiyla
ChemiDoc'ta goriintiillenmistir. Sonuglar B-Actin, B-Tubulin, GAPDH yiikleme

kontrolleri ile karsilastirilarak tartisilmistir.
2.2.11. Reseptor Tirozin Kinaz Testi

10X lizis tamponu (CST 9803) 1X ile diliie edilip ve total konsantrasyon 1mM
olacak sekilde igerisine Fenilmetilsiilfonil (PMSF) eklenmistir. Toplam protein
izolasyonu i¢in 1x10° hiicre olacak sekilde 100 mm'lik petrilere ekilip, serotonin
uygulamasina takiben PBS ile yikanmustir. Petriye 1X Lizis Tamponu eklenip 5 dk
buzda bekletilmistir. Buz lizerindeyken yapilan kazima isleminden sonra +4 °C’de 10
dk santrifiij edilmistir. Protein iceren iist faz yeni Ependorf tiipiine alinmis ve -80
°C’de saklanmistir. Protein miktar analizi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir (Bio-
Rad). Cok kuyucuklu 6rnek yiikleme preparti, silikon tabaka ve metal kiskaglar
yardimu ile oda sicakligma getirilmis cam slaytla uygun bir sekilde birlestirilmistir.
Kuyucuklar 1X Array Blocking Buffer ekleyip oda sicakliginda 15 dk 3D orbital
rotarda inkiibe edilmistir. 1X Array Blocking Buffer dokiiliip, 1000 pg/pul’ den
hazirlanan protein lizatlar1 her kuyucuga 150 pl olacak sekilde Array Diluent Buffer
ile diliie edilip kuyucuklara yiiklenmistir. Ornekler gece boyu +4 °C’de 3D orbital
rotarda inkiibe edilmistir. Kuyucuklara bosaltilarak 1X Array Wash Buffer ile 5’er
dakikalik 4 kez yikama islemi gerceklestirilmistir. Detection Antibody Coctail
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kullanarak 6rnekler oda sicakliginda orbital rotarda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Takiben 1X Array Wash Buffer ile yikama islemi tekrar edilmistir. 1X HRP-linked
Streptavidin eklenen 6rnekler 30 dk oda sicakliginda orbital rotarda inkiibe edilip
yikama asamalar1 gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi cam slayt sisteminden
cikartlip 1X Array Wash Buffer ile yikanmistir. Ornekler, hazirlanan
LumiGLO®/Peroxide reaktifi ile kaplanip 30 sn igerisinde ChemiDoc'ta
gorlintiilenmistir. PathScan slaytlarinda elde edilen 1s1ma goriintiller Imagel
programinda kantitatif verilere doniistiiriilmiistiir. PathScan hedef haritas1 RTK

Signaling Array Kit i¢in Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2. 1. Coklu veri analizi i¢in kullanilan. PathScan RTK Array Kit i¢in hedef

proteinlerin isimleri ve lam tizerinde yerlestirilmis semasi (cellsignal.com)
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2.2.12. ReadyPrep 2-D Starter Kit

ReadyPrep 2-D Starter yontemi kullanilarak ilk olarak protein saflagtirma (clean-up)
islemi ile O6rnekler muamele edilmistir. Clean-up i¢in her bir 6rnekten 380 pg
kullanilmistir. Clean-up sonrasi elde edilen pellete uygun miktarda Rehidratasyon
buffer1 ilavesi yapilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan soliisyon 30 saniye boyunca
vortexlenmis ve oda sicakliginda 3-4 dakika bekletilmistir. Bekletildikten sonra
pellet 1 dakika boyunca vortexlenmis ve pipetaj yapilarak ¢6ziinmesi saglanmistir. 5
dakika 18.000 rpm de oda sicakliginda santrifiij edilmis ve st faz yeni mikrofiij

tiiptine alimmustir. 80°C’ de saklanmustir.

Sonrasinda, 1. boyut izoelektrik odaklama icin, odaklama plakasinda (FocusingTray,
Bio-Rad, USA) belirtilen + ve - yiikli elektrotlarin {izerine gelecek sekilde
konulmustur. Protein Orneklerine rehidrasyon tamponu ve Bromofenol Mavisi
eklenmistir. Readystrip IPG Strips (Bio-Rad) plakadaki + ve — yerler ile eslesecek
sekilde  yerlestirilerek  Orneklerin  IPG  striplerdeki  jele  emdirilmesi
gerceklestirilmistir. Rehidrasyon ve izoelektrik odaklama PROTEAN IEF Cell
cihazinda (Bio-Rad) yapilmistir. Cihazda meydana gelen akim ile jelin zarar
gérmemesi i¢in mineral yagi ile muamele edildi. Cihaz, 20°C’de 250 V da 20 dk
lineer akimda ardindan 2 saat 4000 Volt lineer akimda olmak {izere toplamda 5 saat

14000 Volt hizli akimda IEF basamagi gerceklestirilmistir.

Proteinlerin pl noktalarma gore 1. boyut odaklama isleminin ardindan SDS-PAGE
isleminene tabi tutulmustur. Bu basamakta proteinlerin SDS ile denature olmalari,
DTT ile distlfit baglarmin rediiklenmesi ve iodoasetamid ile alkillenmeleri
saglanarak yeniden disiilfit baglar1 olusturmalar1 engellenmistir. Ik olarak odaklama
plakasimdan alman IPG  Stripleri rehidrasyon/denge saglama plakasma
(rehidratation/equlibriation tray) alinir. Denge Tamponu I, eklenir ve 15 dakika oda
sicakliginda calkalanmistir. Ardindan Denge Tamponu II eklenerek yeniden 15
dakika oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida dondiiriilmistiir. Bu asamadan sonra
SDS-PAGE gecilmistir. Proteinler i¢in %12’lik Poliakrilamid jel hazirlanmistir.
Plakasindan alinan strip, Tris-Glisin ve SDS igeren ylirlitme tampon ile yikandiktan
sonra hazirlanan jelin {izerine, yiirlitme tamponu ile yikanan IPG strip
yerlestirilmistir. IPG stripin yaninda kalan kismina filter kagidina emdirilmis protein
markir1 da yiiklenmistir. SDS-PAGE jelin iizeri % 0,8’lik Agaroz ¢ozeltisi ile
kaplanmistir. Hazirlanan jel, Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad) kasedine
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yerlestirilip, Tris-Glisin-SDS yiiriitme tampon ile doldurulmustur. 200V°da 1 saat
boyunca yiiriitiilmiistiir. Jelin yiirimesinden sonra, IPG Stripi jelin iizerinden
ayrilmis ve SDS’den arindirilmistir.  Distile su ile yikanarak Coomassie boyama
soliisyonun igine almarak 1 saat bekletilmistir. Boyama isleminin ardindan jel su
icerisine  almarak  15-30 dakika arasinda boyadan arindirma iglemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra jel, Image-lab yazilimi yardimiyla ChemiDoc'ta

goriintiilenmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. Serotoninin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Hiicre Canliig Uzerine

Etkisinin Gosterilmesi

MCF-7 hiicre hattinda serotoninin sitotoksik etkisini belirlemek i¢cin MTT testi
yapilmistir. 96 kuyucuklu petri kaplarma 10x10* hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre
ekimi yapilip DMEM besiyerinde %5 CO2 igeren 37°C’ lik etiivde gece boyu
yapigmalart  beklendikten sonra, hiicrelere 0-100 mikromolar araligindaki
konsantrasyonlarinda serotonin uygulanmistir. Zamana bagli olarak serotoninin
hiicreler tizerindeki toksisite degisimini incelemek igin hiicreler 24 ve 48 saat

boyunca serotonine maruz brrakilmistir.
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Sekil 3. 1. Doza ve zamana bagl serotonin uygulamasmm MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde bagil canlilik iizerine etkisi. Hiicreler 10x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
96 kuyucuklu petrilere DMEM besiyeri ile ekilmistir. 0-100 uM doz araliginda
serotonin 24-48 saat boyunca uygulanmistir. Ardindan, 10 pl MTT ajani eklenmis
ve 4 saat sonra 100 ul DMSO uygulanarak 570-655 nm dalga boyunda absorbans
Bio-rad 96 kuyucuklu petri okuyucu (ELISA) yardimi ile Olgiilmistiir. Bar
grafiklerinde gosterilen standart sapma degerleri £SD 4’er tekrarli olarak 5 bagimsiz

deney sonucu elde edilmistir.
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Sekil 3.1’de belirtildigi gibi, serotonin uygulanmig MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda bagil canlilik yiizdeleri doza bagli olarak azalmistir. Hiicrelere 24 saatlik
serotonin (50 pM) uygulamasini takiben, hiicrelerin bagil canlilik yiizdesi azalma
gozlemlenirken, 48 saat sonunda hiicre canliliginda benzer sonu¢ elde edilmistir.
Yapilan MTT testi sonuglar1 dogrultusunda MCF-7 meme kanseri hiicrelerine
uygulanacak serotoninin etkin dozu 50 uM olarak belirlenmistir. Serotoninin hiicre
iizerindeki etkin dozunun bulunmasiyla beraber, MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda serotoninin zamana bagli olarak hiicre canlilifina etkisini belirlenmek i¢in
24 saat ve 48 saat serotonin uygulanmasi sonrasinda elde edilen sonuglar
incelenmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda serotoninin etkisinin ilk 24 saat
icerisinde gerceklestigi ve ardindan etkisinin azaldigini ortaya ¢ikarmistir. Boylece
50 uM etkin dozu belirlenen serotoninin, uygulama siiresinin de 24 saat olacagi

belirlenmistir.

3.2. Serotoninin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Hiicre Oliimii ve

Mitokondri Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

Pl (propidyum iyodiir) DNA’ya baglanabilen florojenik bir boya olmasina takiben
olii hiicreleri total hiicre popiilasyonundan ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Olii
hiicrelere nufus ederek hiicrelerin goriiniir bir hale gelmesini saglayan Pl boya,
saglikli hiicrelerin membranlarindan gecemez ve apoptoza ugrayan hiicrelerin
membranlarmin  biitlinligliniin  bozulmas1  nedeniyle apoptotik  hiicrelerin
membranlarindan gecerek DNA’larina baglanabilir. PI boyamada apoptoza ugrayan
hiicrelerin membranlarindan gegtigi i¢in kirmizi renkte gézlemlenmektedir. MCF-7
meme kanseri hiicre hatlarinda 24 saat siire ile 50 pM serotonin uygulamasi
sonucunda kontrol grubuna kiyasla Oli hiicre sayisindaki degisim miktarlari
belirlenmistir. Serotonin hazirlanirken %96'lik etanolde ¢6ziildiigi icin 50 uM EtOH

i¢ kontrol grubu olarak kullanilmistir.
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Sekil 3. 2. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki
hiicre 6liimiiniin fluoresan problar ile belirlenmesi. Serotonin (50 uM) ve etanol (50
uM) 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. PI boya ile boyanan hiicreler fluoresan

mikroskobunda incelendi (x10).

Sekil 3.2°te, 24 saat siire 50 uM ile serotonine uygulanan MCF-7 hiicrelerinde PI ile
boyanan hiicre sayisinda (kirmizi ok ile gosterilen) artis oldugu gézlemlenmektedir.
Boylece serotonine maruz birakilan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore apoptotik
Olim gozlenen hiicre sayisinda ciddi bir artis olmakla beraber, etanol uygulanan

hiicrelerde kayda deger bir artis gozlenmemistir.

Pozitif yiik tastyan DIOC6 boyasi negatif yiiklii mitokondri organeli tarafindan
tutulabilmektedir. Apoptotik 6liime giden hiicreler membran potansiyeli bozulmus
hiicrelerdir. Membran potansiyelinde ger¢eklesen bu bozulma beraberinde DiOC6
boyasmin membrana tutulmasmi engelleyerek boyanan hiicre sayisinda azalma
meydana getirir. Bu 6zellik baz alinarak serotonin uygulanmis hiicrelerde DiOC6

boyama ile mitokondri kaynakli apoptotik 6liim belirlenmistir.

36



24 saat

EtOH - + 2
Serotonin - - +

Isik mikroskobu

Dioc6

Sekil 3. 3. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki
mitokondriyal membran potansiyelinin fluoresan problar ile belirlenmesi. Serotonin
(50 uM) ve etanol (50 uM) 24 saat boyunca siireyle hiicrelere uygulandi. DiOC6 ile

boyanan hiicreler fluoresan mikroskobunda incelendi (x10).

Sekil 3.3’te, 24 saat siire ile 50uM serotonine uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ile
DiOC6 boyana hiicre sayisinda (yesil renk ile gosterilen) azalma oldugu
gozlemlenmektedir. Serotonine maruz birakilan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore
daha apoptotik 6liim gozlendigi i¢in membran potansiyelindeki bozulmay1 takiben
DiOC6 boyasini tutmamiglardir. Boylece boyanan hiicre sayisinda ciddi bir azalig
olmak ile beraber, etanol uygulanan hiicrelerde kayda deger bir azalma

gbézlenmemistir

Sonug olarak yapilan fluoresan indikatorler olan Pl ve DIOC6 boya ile yapilan
deneyler ile serotoninin 50 puM konsantrasyonda 24 saat uygulamasiyla cesitli

yolaklar etkileyerek hiicreyi apoptotik 6liime gotiirdiigii belirtilmistir.
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3.3. Serotoninin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Hiicre Oliimii ve

Epiteryal Mezankimal Degisimle Tlgili Hedef Genlerin Uzerine Etkisi

Serotonin meme kanseri hiicrelerinde birgok hiicresel mekanizmay1 etkiledigi gibi
hiicre farklilasmasma bagli olarak EMT yolagmi ve hiicre 6limii gerceklestirerek
apoptoz yolagmi tetiklemektedir Buna takiben bazit EMT ve apoptotik yolak
iizerindeki hedef genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon degisimi irdelenmistir.

Serotonin ve tastyict EtOH uygulamasi gerceklestirilen MCF-7 hiicrelerinde sirasi ile
hiicre 6liimii ve hiicre farklilagsmasi ile ilgili hedef genlerin ifade diizeyleri uygulama
sonras1 24. saat de RT-PCR teknigi ile bakilmistir. Bax ifadesi kontrole oranla
Serotonin uygulamasi sonucunda degismemistir. p53 ifadesi ise hiicrelerde kontrole
oranla artis gostermistir. Hiicrelerde 6zellikle hiicre i¢i oksidatif stresin arttigi
digiiniilmiis ve hiicre canlihgindaki azalma verileri ile bu sonu¢ uyumlu olarak

degerlendirilmistir.

TIMP2, MMP’ leri baskilayan bir faktor olarak serotonin uygulamasi sonucunda
azalmigtir. Bu durumda Serotonin uygulamasinin invazyon ile pozitif etkisi
olabilecegini diisiindiirtmiistiir. Ancak MMP2 ve MMP9da gériilen ¢ok az miktarda
gorillen azalma dikkati cekmistir. WNT3a ve SNAIL’in sadece Serotonin
uygulamasi1 sonucunda azalmasi tim EMT yolaginda Serotonin’in baskilayici
etkisini gostermektedir. Vimentin ifade diizeyinde ise mRNA olarak azalma

goriilmemistir.
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Sekil 3. 4. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki
hiicre 6liimii degisimi ile ilgili hedeflerin gen ifadelerinin belirlenmesi. Serotonin (50
uM) ve etanol (50 uM) 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. GAPDH yiikleme

kontroli olarak kullanildi.
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3.4. Serotoninin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Reseptor Tirozin Kinaz

Hedefleriyle Protein ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Serotonin uygulamasmin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 iizerindeki etkisinin
anlagilabilmesi i¢in reseptor tirozin kinaz hedefleri ¢aligma kapsaminda

irdelenmistir.

[lag tastyicis1 EtOH uygulamasma karsin Serotonin’in etkisi temelde STAT3, AKT1,
MST1R, ERBB2, MET, KDR, KIT, LCK, ABL1, NTRK1, EPHB1, FLT3 gibi
hedefleri iizerinden irdelenmistir. Ifade diizeylerinde goriilen farkliliklara gore
STRING protein etkilesim ag1 lizerinde merkezi rol oynayabilecek protein hedefleri
belirlenmeye calisilmig ve ilgili biyolojik fonksiyonlar konusunda Serotonin’in
etkileri tanimlanmigtir. MCF-7 hiicre hatlarinda Serotonin temelde Ephrin ailesi
iyelerinin yani sira, M-CSFR, TrkA ve Met gibi hedefleri etkilemekte oldugu
gosterilmistir. Bu hedefler lizerinde ifade diizeyinde EtOH uygulamasina karsin ifade

diizeyinde artig belirlenmistir.

STATI bu anlamda Ephrin ailesi ile hem gen ifadesi beraber diizenlenme hem de
etkilesimde oldugu bilinen hedeflerden birisi oldugu in silico olarak
tanimlanmaktadir. Bu nedenle Serotonin etkilesiminde hiicre sagkalim yolaklar1 ile
birlikte tlimor mikro cevresinin diizenlenmesinde ve ndroendokrin degisimlerde

etkili olabilecek gen hedefleri irdelenmistir.
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Sekil 3. 5. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki
protein ifade diizeylerindeki degisim reseptor tirozin kinaz hedefleri agisindan dot
blot yontemi ile irdelendi. Serotonin (50 uM) ve etanol (50 pM) 24 saat boyunca
hiicrelere uygulandi. K: Uygulama yapilmamis kontrol, S: Serotonin uygulamasi, E:
EtOH uygulamasi. B. STRING veri seti ile incelenen proteinler i¢in iligki analizinin

belirlenmesi.
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3.5. Serotonin MCF-7 Hiicrelerinde Protein Hedeflerinin ifade Diizeyindeki
Biyolojik Fonksiyonlarin STRING Veritabaniyla Analizi

STRING ile gerceklestirilen proteinlerin iliski analizlerinde Serotonin tarafindan
tetiklenen protein sinyal kaskadlar1 konusunda bilgi edinilmistir. Bu anlamda RTK
analizinde elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak STAT3 wve iligkili noronal

indiikleyiciler Ephrin ailesinin iligki analizi ger¢eklestirilmistir.

Serotonin

EtOH

Sekil 3. 6. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde Reseptor Tirozin Kinaz Hedefleri
Acisindan Proteinlerin ifade Diizeylerinin Analiz Edilmesi. Serotonin ile uygulama
yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki protein ifade diizeylerindeki
degisim reseptdr tirozin kinaz hedefleri agisindan ilag tasiyicisi EtOH’a karsin
Serotonin uygulamasi sonucunda farkli gen ifadesi goriilen protein hedeflerinin ifade
diizeylerinin analiz edilmesi. Serotonin (50 uM) ve etanol (50 pM) 24 saat boyunca

hiicrelere uyguland:.
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Sekil 3. 7. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki
protein ifade diizeylerindeki degisim reseptor tirozin kinaz hedefleri agisindan ilag
tastyicist EtOH’a karsin Serotonin uygulamasi sonucunda farkli gen ifadesi goriilen
protein hedeflerinin ifade diizeylerinin analiz edildikten sonra ilgili biyolojik

fonksiyonlar STRING veritabani ile analiz edilmistir.
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3.6. Serotoninin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Reseptor Tirozin

Kinaz Yolag: Uzerinde Etkisinin Gosterilmesi

Serotonin uygulanmasi ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde bazi
hedef genlerin protein ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Hiicrelerde meydana
gelen protein ifade diizeylerindeki degisim reseptdr tirozin kinaz (RTK) ve epitelyal

mezankimal gegis (EMT) hedefleri acisindan belirlenmistir.

50 uM konsantrasyonda 24 saat Serotonin uygulamasinin kontrole ve tasiyict EtOH’a
karsin hedef genler {izerindeki etkisi immunoblotlama yontemi ile irdelenmistir.
Serotonin, c-Abl ve AKT’mn ifade diizeyinde artisa neden olmaktadir. Bu etki p-
AKT’m Serd473 rezidiisiindeki fosforilasyon diizeyinin artiyor olmasi ile ayrica
dogrulanmistir. mRNA sonuclarinin aksine Slug artmakta oldugu i¢in hiicrelerde
Serotonin etkisinin hiicre sagkalimi ve iliskili onkogenez ve farklilasma siireglerini

tetikledigi seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 3. 8. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki
protein ifade diizeylerindeki degisim reseptor tirozin kinaz hedefleri agisindan ilag
tastyicist EtOH’a karsin Serotonin uygulamasi sonucunda farkli gen ifadesi goriilen
protein hedeflerinin ifade diizeyleri agisindan immunoblotlama ile analiz edilmistir.
Herbir 6rnek i¢in en az 30 pg protein yiiklenmis ve %12 SDS jelinde ayrimlandirma
yapilmustir. Sonuglar iki farkli biyolojik tekrardan elde edilmis ve tekrarlardan biri

sunulmustur.
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3.7. MCF-7 Hiicre Hattinda Seroronin Uygulanmasinin Jak/Stat Yolag:
Uzerindeki Etkisi

Serotonin zamana bagl bir sekilde Jak2 mRNAsmm yapiminda etkili olmaktadir.
Jak2 mRNA ifadesini ilk 6. Saat icerisinde azaltirken, daha sonra zamana bagli bir
sekilde arttirict etki gdstermistir. Coklu reseptor tirozin kinaz hedeflerinin
gosterildigi  kemiluminisans deneyinde elde edilen STAT hedeflerinin ifade
diizeyindeki artis immunoblotlama ile gosterilememistir. Bu nedenle protein yiikleme
konsantrasyonu ve kullanilan deneysel standart kontrolii amaci ile yiikleme
standartlarinin belirleyici oldugu sonucuna varilmistir. mRNA diizeyinde Jak2
miktarlariin artmasi nedeni ile Serotonin uygulamasmin JAK-STAT ve onceki

sonuglarla AKT sinyal ekseni iizerinde etkili oldugu bu ¢calismada modellenmistir.

A .
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188 rRNA
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EtOH o _ +

B T ———
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Sekil 3. 9. Serotonin zamana bagli uygulamasi yapilan hiicrelerde JAK/STAT
yolagmin irdelenmesi. A. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri
hiicre hatlarindaki Jak2 gen ifadesinin RT-PCR ile belirlenmesi. A18S rRNA
yikleme kontrolii olarak kullanilmistir. B. STATI1/STAT3 protein ifade
diizeylerindeki degisimin Serotonin ve EtOH uygulamasi ile kontrole karsin
immunoblotlama ile degerlendirilmesi. Her bir 6rnek igin en az 30 pg protein
yiklenmis ve %12 SDS jelinde ayrimlandirma yapilmistir. Sonucglar en iki farklh

biyolojik tekrardan elde edilmis ve tekrarlardan biri sunulmustur.

46



3.8. Serotonin Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinde izoelektrik Noktalarina pH 1-7

Arahginda Ayrilan Hedef Proteinlerin Gosterilmesi

Daha onceki ¢aligma sonuglarimiz ile birlikte global diizeyde protein ifadesinin
belirlenmesi 6nem kazanmistir. Bu amagla 50 pM Serotonin uygulamasi yapilan
hiicrelerden elde edilen protein lizatlar1 IEF yontemi ile 2 boyutlu jel
elektroforezinde degerlendirilmistir. Degisen spotlar temelde artan ve azalan olarak
degerlendirilmis ve daha sonraki ¢alismalar kapsaminda global protein ifadesindeki

degisime yonelik deneylerin kurgulanmasinin 6nemi ortaya ¢ikartilmaistir.

Mavi alan igerisine alinan bolgede protein spotlarinin serotonin uygulanan hiicrelerde
tastyicis1 EtOH uygulananlara gore degisim oldugu belirlenmistir. Kirmizi, alan
icerisinde gdsterilen proteinler serotonin uygulanmasinda artarken, mavi ile belirtilen
noktalarda protein seviyelerinde azalmalar meydana gelmektedir. Bu protein
ekspresyon degisimleri baz alinarak serotoninin hiicresel fonksiyondaki etki
mekanizmalarinin ~ yapilacak olan sonraki ¢alismalarda a¢iga kavusmasi

beklenmektedir.
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Sekil 3.10. Serotonin ile uygulama yapilan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarmdaki

protein ifade diizeylerindeki degisim pH 1-7 aralifinda izoelektrik noktalarina gore
aymrmu ile ilag tasiyicis1 EtOH’a karsin Serotonin uygulamasi sonucunda farkli gen
ifadesi goriilen protein hedeflerinin ifade diizeyleri agisindan 2-D jel elektroforezi ile
analiz edilmistir. Herbir 6rnek i¢in en az 380 pg protein yiiklenmis ve %12 SDS
jelinde ayrimlandirma yapilmistir. Sonuglar en iki farkli biyolojik tekrardan elde

edilmis ve tekrarlardan biri sunulmustur.



4. TARTISMA

Meme kanserinin glinimiizde kadinlar arasinda en biiyiik malignant tehdit oldugu
bilinmektedir. Yeni teshis konulan kadinlardaki kanserlerin %30'u meme kanseri
kokenlidir. Etnik ve ilkelerin gelismislik durumlarma gore kanser olusumu ve
ilerlemesi degisiklik gosterse de meme kanseri yliksek insidans 6zelligi nedeniyle

yapilan ¢caligmalarin 6nemi daha da vurgulanmaktadir (Yiiksel ve ark. 2017).

5-HT, otokrin ve parakrin aktivesi; laktasyon ve evrim sirasinda meme bezi
gelisiminde 6nemli rol oynar. Meme igerisinde bulunan siit bezlerini kuvvetlice
uyarrr. Ozellikle serotonin reseptdrlerinden olan 5-HT7, meme sekansindaki hiicre
yapisma ve hiicre doniisiimiine katki saglar. Salgilama ve laktasyon kapasitesini
koruma gibi birgok eylem i¢in gerekli bir molekiildiir. Bununla ilgili yapilan
caligmalardan biri, 5-HT; nakavt fareler kullanilarak, meme gelisimindeki siirecler
izlenmistir. 5-HT7 nakavt farelerde, meme bezinde fizyolojik ve morfolojik
degisimler olusmamis bununla beraber siit salgilama stiregleri belirgin bir diizeyde
azalmistir. Meme epitelyum hiicreleri normal farelere gore daha kiiciik ve daha az
olarak belirlenmistir. 5-HT7; nakavt farelerin yavrular1 ise yetersiz beslenmeden
kaynakli kontrol farelerine gore daha az sag kalim ile sonu¢lanmistir (Pai ve ark.

2015).

Serotonin, ¢esitli hiicre tiplerinde ve malign hiicrelerde bir¢ok farkli fonksiyonunun
bulunmasinin yani sira 6nemli mitojen bir faktorii olarak tanimlanmustir. Mitojenik
etkisini ¢ok c¢esitli 5-HT reseptor tipleri ile etkilesime girerek gostermekte olduguna
dair artan miktarda biyolojik kanit literatiir de yer bulmaktadir. Kanser gelisimi,
ilerlemesi ve tedavisi ile ilgili makalelerde, baz1 serotonin geri alim inhibitorlerinin,
hayvanlarda ve insanlarda meme kanserini tesvik ettigini gostermektedir. MCF-7
hiicreleri meme kanseri modeli olarak yaygim bir sekilde kabul géren bir in vitro
ortamda ¢aligmaya yardimci olan bir hiicre hattidir. 5-HT,a serotoninerjik reseptor
alt tipinin ekspresyonu, RT-PCR, Western blotlama ve immiinofloresan analizleri
dogrulanmustir. Serotonin uygulanan MCF-7 hiicreleri {izerinde artan diizeyde
mitojenik etki goriildiigiine dair bulgular mevcuttur. 5-HT,a reseptdr alt tipinin,
mRNA ve reseptor proteinini kodlama agisindan MCF-7 insan meme kanseri hiicre
hattinda tamamen ifade edildigi bilinmektedir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda

bulunan 5-HT ,a reseptoriiniin, insan trombositlerinde ve insan serebral korteksinde
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bulunan 5-HT;a, reseptoriiyle ayni oldugunu bilinmektedir. Ayrica, bu reseptoriin
plazma zarinda oldugu imiinofluoresan ile gosterilmistir. MTT ¢ogalma analizleri,
segici bir 5-HT,a reseptor alt tipi agonisti olan serotoninin MCF-7 hiicresini
uyardigimi gostermektedir. Bu sonuglar, 5-HT' nin, neoplastik meme hiicrelerinde
mitojenik bir rol oynadigina dair biyolojik kanitlar olarak gosterilmektedir (Sonier ve
ark. 2006).

Bunun tersine gosterilen diger yayinlarda ise Serotonin sitotoksik etkilere neden
olabilen bir ajandir. Anti-depresan ilaglardan selektif serotonin geri alim inhibitorleri
(sertralin, fluoksetin, paroksetin, sitalopram, essitalopram) ve serotonin-norepinefrin
geri alim inhibitorleri (venlafaksin, duloxetin) ile gerceklestirilen hiicre canliligi
XTT deneylerinde 24 saat icerisinde sitotoksik etki gosterdikleri ifade edilmektedir.
[laglarin konsantrasyona bagli bir sekilde hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve Sertralin
(1C50~ 16 uM) veya (IC es degerde paroksetin, duloksetin ve fluoksetin, ardindan en
kuvvetli oldugu 50~ 31-36 uM), sitalopram, essitalopram ve venlafaksin onemli
Olciide zayif etkiler gostermistir. Sertralin, hiicrelerde morfolojik degisiklikler,
fosfatidilserinin dis zara atimi1 ve poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) kirilimini
tetikledigi belirlenmistir. MCF-7 biiyliimesinin inhibe edilmesinde serotonin geri alim
inhibitorlerinin 6zellikle sertralinin, meme kanseri onleyici tedavide potansiyel
kullanim igin daha fazla degerlendirilmesi gerektigini gostermistir. Serotonerjik
sistem igerisindeki, SHT reseptor, serotonin geri alim tasiyicisi olan SERT ve TPH1
antogonistleri doza bagimli olarak HCC1954 meme kanseri tiimor hiicrelerinde kiire
olusumunu engelledigi yapilan caligmalarla kanitlanmistir. Litaratiirde, SERT
inhibitdrii olarak kullanilan Vilazodon, kemoteropik ajan olarak kullanilan Docetaxel
ile doza bagimli kombine tedavide, BTIC hiicrelerini hedef alarak apoptozu indiikler
ve timor ¢apini azalttigi belirlenmistir (Gwynne ve ark. 2017). Meme kanser hiicre
hatlarinda SERT asir1 ekpresyonu bu serotonerjik sistemdeki molekiile gosterilen
ilgiyi arttrmistir. Docetaxel kemotorapik ajani ile kombine tedavi iizerinde bir¢ok
calisma yapilmstir. In vivo olarak devam eden bu ¢aligmalarda fare modellerinde
timor baslatici hiicreler hedef alinmistir. SERT aktivitesini inhibe eden bir SSRI
olan Sertlarine, kemotopatik ajan Docetaxel ile birlikte null farelere uygulandiginda
BTIC hiicrelerinin olusturdugu tiimdrlerde azalma meydana gelip yapilan Onceki
caligmalar1 destekleyici sonuglar elde edilmistir. Kombine tedavi uygulanan fare

dokularma, immiinohistokimyasal boyama sonucunda proliferasyon markir1 olan
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Ki67+ hiicrelerde kontrol hiicrelere gore belirgin azalma oldugu saptanmistir. Bu
sonuglar yorumlandiginda, Docetaxel ve SSRI ajanlarinin birlikte kombine tedavisi,
apoptotik yolaklar1 uyarak aktivasyonunu gerceklestirir ve hedef hiicrelerin

poliferasyonundaki etkisi litaratiir bilgisi olarak gosterilmistir (Hallett ve ark. 2016).

Meme kanseri ileri evrelerinde artmig sistematik S5-HT seviyesi ile koleredir.
Terapotik ajan olarak kullanilan SSIR tiimor biiylimesi %50 artirmasinin yani sira
IL-10 ve IFN4 gibi sitokinleri inhibe ederken IL- ekpresyonunu arttirdigi1 yapilan
invitro c¢aligmalarla belirlenmistir (Arreola ve ark. 2015). Bu c¢alismalarin
beraberinde edinilen litartiir bilgisine gore, 5-HTa reseptorii inflamatuvar siireglerde
bir role sahiptir. Ozellikle, TNF-o igerisindeki hiicresel mekanizma inflamasyonda
anahtar bir role sahiptir. 5-HT,a reseptoriiniin agonist(R)-DOI segici aktivasyonu
TNF-o'nin sistematik etkilerini bloke edebilir. Ayni1 zamanda DOI, TNF-a tarafindan
uyartlmis IL-6 artisini Onledigi belirlenmistir. 5-HT,a reseptdrlerinin  agonizmi
inflamatuvar hastaliklarim tedavisi i¢in kiiciik molekiil temelli terapotiklerin

gelistirilmesinde yeni bir yaklasim olusturabilir (Nau ve ark. 2013).

Serotonin  meme kanseri ile dogrudan iliskili oldugu bir¢ok c¢alismada
gosterilmektedir. Ozellikle SHT reseptorlerinin anormal ifadesi ile serotonin
biyosentezinin tiim6ér mikro ¢evresinde hizlanmasi hastaligin kotii prognozu ile
iligkili olarak gosterilmektedir. Meme kanseri dokusunda tutarli bir sekilde gosterilen
serotonin biyosentezinde dncili aminoasit triptofanin artan enzimatik degradasyonu,
ayrica artan serotonin sentezi i¢in 6nemli bir substrat kaynagi saglar. Hem triptofan
hidroksilaz 1 (TPH1) ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO), ileri hastalik evresi ile
koreledir ve zayif prognozla baglantili olabilir. Bu degisimler ile birlikte Serotonin
biyolojik fonksiyonlarmin tiimorigenezde arastirilmasi ilgi ¢ekmektedir (Juhasz ve
ark. 2012). Son zamanlarda, meme kanseri hiicrelerinde eksprese edilen SHT
reseptor alt tiplerinin, teshis prognostik belirtegler olarak faydasi olabilecegi One

stirilmiisttir (Kopparapu ve ark. 2013).

5-HT biyosentezinin artan kapasitesiyle birlikte, 5-HTR anlatiminda ¢oklu

degisimler ve insan meme kanseri hiicrelerinin malignant progresyonunun da

degismesine neden olmaktadwr. Litaratiir bilgisine bakildiginda, 6zellikle SHT2A

reseptoriiniin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, mRNA ve reseptor proteinini

kodlama agisindan ifade edildigi ve kanser gelisiminde diizenleyici anahtar rol

oynadig1 bildirilmistir (Sonier ve ark. 2006). Klinik diizeyde yapilan g¢alismalar,
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dolasimdaki serotoninin 6zellikle trombositler icerisindeki konsantrasyonu 6l¢iilmiis
ve kot prognoz ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir. Plazmada potansiyel olarak
onemli serbest serotonin havuzu mevcuttur. Son zamanlarda meme kanseri
hiicrelerinin, timor bliylimesini desteklemek i¢in kullanilan SHT'yi normal hiicrelere
kiyasla daha fazla sentezleyebildigi gosterilmistir. Meme kanseri i¢in en yaygin
kullanilan serum bazli timdr belirleyicisi olan Cal5.3 ile serotonin seviyeleri
plazmada karsilastirildiginda erken meme kanserinin degerlendirilmesinde plazma
serbest serotoninin uygulanabilirligini degerlendirilmistir. Siklikla tekrarlayan meme
kanserinde serotonin seviyelerinin smirli hasta grubunda tanimlayici olabilecegi

ifade edilmistir (Frobe ve ark. 2014).

Serotonin hiicre farklilagmasi, progresyon ile iliskili oldugu kadar hiicre 6liimiinii
tetiklemektedir. 5-HT varhiginda kiiltiirlenen Grup 1 Burkitt Lenfoma hiicrelerinde
24 saat icerisinde mitokondri kokenli i¢sel apoptotik mekanizmanin aktiflendigi,
kaspaz aktivasyonunun bu siirece eslik ettigi gosterilmistir (Sarafeim ve ark. 2002).
Bunun yami swa yapilan caligmalarda elde edilen bulgulara gore, Centaurea
tohumundan izole edilen N- (p-koumaroil) serotonin (CS) MCF-7 hiicrelerinde
apoptotik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu amagla gosterilen sonuglarda CS hiicre
canliligini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Hiicre 6liimiiniin indiiksiyonu ve hiicre dongiisii
durmasi, akis sitometrisi kontrolleri ile dogrulanmustir. CS ile tedaviden sonra, CD24
/ CD44 | CD58 / CD71 ekspresyonunda hiicre igerisinde doza bagli azalma
gozlemlense de, CD56 ve CD15 ekspresyonunda bir degisiklik olmadigi bulgular
1s18inda gozlenmistir (Mitsis ve ark. 2018). Serotonin basta apoptoz olmak tizere
metastaz, anjiyogenez, migrasyon ve invazyon gibi hiicresel mekanizmalardaki etkin
rolii, meme kanserindeki teropotik etkisini aydinlatmada arastirmacilar tarafindan
kilit nokta haline gelmistir. 5-HT bagimli anjigogenez 5-HT1 reseptor bagh GPBy/
Src/PI3K, sinyal yolu ile gosterilmistir. 5-HT, VEGF sinyal similasyonu olan GBy/
Src/PI13K, AKT/mTOR ve ERK/p38 yolaklarmi HUVECs hiicrelerinde indiikledigi
belirtilmistir. Bu yolaklarin indiiklenmesi ile anjiyogenez bagimli ROS iiretimi artar
timor olusumu ve proliferasyonu gergeklestigi yapilan ¢aligmalarda kanitlanmigtir.
Bu ¢aligmalar ek olarak, SHT1 reseptorii antogostik karakterine sahip BJ-1108 ajanin
anjiyogenez sinyalizasyonu inhibe ederek VCFR inhibitorii etkisi olusturdugu igin,
hiicre NOX yolu ile olusan ROS iiretimini de durdurmakta oldugu in vitro deneylerle

kanitlanmistir (Banskota ve ark. 2016).
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Tiimor invazyonu olusurken hiicre adezyonu ve migrasyonundaki degisimler EMT
yolagma benzetilmektedir. EMT yolagi tiimor hiicrelerinin olustugu dokudan
cikarak, uzak mesafedeki doku, organlara go¢ etmesi ayrica onkogenik siiregleri ve
metastazi saglayan timor gelisimindeki kritik siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Epitel
hiicre polaritesinin fonksiyonel kaybi olusurken mezankimal hiicre fenotipine
gecerek tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu arttirmaktadir. Serotoninin EMT yolag1
tizerindeki kritik etkisi arastirmalar kapsaminda belirlenmistir. 5-HT1g ve 5-HT1p
reseptorleri, E-kaderinin up-regiilasyonu ile iligkili oldugu bilgisine dayanarak, hiicre
icerisinde olusan sinyallesmeye ve EMT siirecine yol acan B1 integrin-aracili
proliferasyon ve invazyonun aktivasyonuyla 5-HTig ve 5-HTip reseptorlerinin etkili
oldugu 6nerilmistir (Gurbuz ve ark. 2014).

5-HT, her grupta birkag alt tipi olan toplam 15 reseptor ailesine sahiptir. Bu
reseptorlerin biiyiime faktorii olarak hareket ettigi ve miyometriyum ve kanser
hiicresi proliferasyonu da dahil olmak tizere gesitli normal hiicrelerde baz1 molekiiler
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Serotonin i¢in ana kaynaklardan biri olan
mast hiicreleri timor dokularinda IL-la ve IL-1B salimmimna yol agar. Ayrica,
serotoninin norotransmisyon, bagirsak hareketleri, hafiza isleme ve uykunun
diizenlenmesi gibi bircok hiicresel etkiye dahil oldugu gosterilmistir. Son
zamanlarda, 5- HTie reseptorlerinin, NF-kB, Src / FAK, integrin B1, doku
transglutaminaz  dahil olmak ftizere ¢esitli klinik sinyallesme yollarinin
indiiklenmesini tesvik ederek hiicre ¢ogalmasi, motilitesi, invazyon ve malign

hiicrelerin hayatta kalmasinda rol oynadig1 gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada, zamana ve doza bagl olarak serotoninin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki toksisite diizeyi incelendi. 50uM serotonin konsantrasyonundan sonraki
her artan konsantrasyonda hiicreler {izerinde sitotoksit etki olusumu goézlemlendigi
icin deney siiresince devam edilen konsantrasyon 50 uM olarak belirlendi. Yapilan
MTT deneyinde serotonin 24 saatten sonra hiicreler iizerindeki fonksiyonel etkisini
azaldig1 i¢in buna takiben etkin zaman diliminin 24 saat olarak belirlenmistir (Sekil
3.1). MTT sonucunda doza bagimh hiicre proliferasyonunda meydana gelen
azalmalar baz alindiginda 50uM serotonin konsantrasyonun apoptotik yolaklari
tetikleyebilir oldugu Ongdriilmiistiir. Litearatiirde yapilan birgok ¢alismada,
serotoninin apoptotik yolaklar iizerindeki mekanistik etkisi bilinmektedir. MCF-7

hiicrelerinde serotonin uygulanmasi sonrasinda florasan indikatér boyalar1 olan
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DiOC ve PI boyamalari ile apoptoz varligi belirlenmeye c¢aligilmistir. Her iki boyanin
da ozellikleri paralellinde elde edilen bulgulara gore, 50uM serotonin
konsantrasyonunun apoptotik yolaklarin tetiklendigi ve hiicrenin apoptoza
yonlendirildigi belirlenmistir (Sekil 3.2), (Sekil, 3.3).

Serotoninin apoptoz lizerinde gosterdigi efektif etkisi, RT-PZR ile incelenmistir.
Apoptoz markirlari olan BAX (BCL2-associated X Protein) ve p53 proteinlerin ifade
diizeylerine bakilmis olup, her ikisinin de kontrole oranla, mRNA diizeyinde
ekpresyonunda artis gosterdigi belirlenmistir. 50 uM serotonin uygulanan MCF-7
hiicrelerinde apoptozun uyarildigi ve hiicrenin kontrollii 6liimii ile prolifrasyonun
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 3.4). Buna bagl olarak, literatiirde yer alan serotonin

apoptotik yolaklar1 etkiledigi bilgisi elde edilen sonuglarla kolerasyon gdstermistir.

Serotoninin invazyon siirecindeki etkisi sik¢a yapilan ¢aligmalarda yer almaktadir.
Efektif olarak invazyon siirecini etkiledigi ve hiicredeki EMT mekanizmasini
uyardigi bilinmektedir. MCF-7 kanser hiicrelerinde ise invazyon siirecindeki etkisi
gorebilmek miimkiindiir. Yapilan RT-PZR sonuclarinda invazyonda etkili olan
TIMP2’ ni serotonin uygulanmasi sonucunda mRNA diizeyinde azaldigi
gozlenmigtir. TIMP2 ayn1 zamanda MMP2- MMP9 faktorlerini de etkiler. TIMP2’
deki ekpresyon degisimi MMP2-MMP9 faktorlerinde mRNA diizeyindeki
ekpresyonunu etkilemistir (Sekil 3.4). Bu faktorlerdeki azalma serotoninin invazyon
stirecinde teropotik bir ajan olarak kullanimi sorusunu akla getirir. Ayn1 zamanda
WNT3a ve SNAIL gibi EMT markirlarinda meydana gelen azalma sonucunda
serotoninin epitelyal hiicre toplulugundan mezankimal hiicre topluluguna gecisinde
etkin rol oynadigina yonelik bulgular elde edilmistir. WNT3a ve SNAIL mezankimal
geciste oynadigi rol tanimhidir. Ekspresyon seviyerinde meydana gelen bu azalma
mezakimal gegisi inhibe ettigi ve EMT mekanizmasinin serotonin tarafindan

inhibisyonunun gerceklestirildigi elde edilen bulgularca belirlenmistir.

Reseptor tirozin kinaz (RTK) testi kullanilarak serotonin uygulanan MCF-7
hiicrelerinde bu yolak iizerindeki serotonin etkisi tespit edilmesi amaglanmigtir. RTK
yolaginda gorev alan proteinlerin ifade diizeylerinde goriilen farkliliklara gore
STRING protein etkilesim ag1 {izerinde merkezi rol oynayabilecek protein hedefleri
belirlenmeye caligilmistir. Yapilan analizlere gore bu merkezi proteinin STAT3
olarak belirlendigi ve ndronal indiikleyiciler Ephrin ailesi ile iliskili oldugu bulgular
dogrultusunda belirlenmistir (Sekil 3.7). RTK’larin proliferasyon, hiicre canliligy,
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hiicre farklilasmas1 ve motilite olmak tizere bir¢ok dnemli hiicresel islevleri oldugu
literatiir bilgisinde tanimlanmistir. Serotoninin RTK iizereinde efektif etkisi goz
oniinde bulundurulursa, hiicresel proliferasyona, farklilasmaya veya motiliteye RTK

sinyalizasyonu yolu ile etki edebilecegi ongdriilmektedir

Serotonin RTK yolag1 iizerinde olan etki mekanizmasi yapilan arastirmalarda
kanitlanmistir. 50 uM serotonin uygulamasi sonucunda yaptigimiz reseptor tirozin
kinaz testi sonuglarina gore anlamli diizeyde ekpresyon gosteren proteinlerle
sonuglar1 konfirme etmek amacli immiinoblotlama tekniginden yararlanilarak protein
diizeyleri belirlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, serotonin, c-Abl ve AKT in
ifade diizeyinde artisa neden oldugu ve etkinin p-AKT’in Serd73 rezidiisiindeki
fosforilasyon diizeyini de arttirmasi sonuglarlar ile dogrulanmistir (Sekil 3.8).
Serotoninin c-Abl c-Kit onkogen proteinler tizerindeki etkisi hiicre sag kalim ile
iliskili olan onkogenezi tetikledigi belirlenmistir. Onkogenez siirecindeki etkisi
meme kanseri prognozunda etkili bir mekanizmaya sahip oldugu bu dogrultuda
uygulanacak tedavi yollarinin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismalarin genisletilmesi
diisiiniilmelidir. Immiinoblotma sonucunda EMT markir1 olarak bilinen mezankimal
gegiste rol oynayan SLUG protein ekspresyon seviyesinin artis1 dikkat ¢ekmektedir
(Sekil 3.8). RT-PZR ile yapilan sonuglarin aksine SLUG artis1 ile serotoninin EMT
yolagmi tetikledi goriilmektedir. Bu durum, serotoninin etkin konsantrasyonda
hiicrelere uygulanmasi ile transkripsiyon diizeyinde EMT yolag: iizerinde inhibe
edici etki oldugu fakat translasyon siirecinde bu etkinin tetikleyici yonde degistigi
bilgisi ongoriilmektedir. Serotoninin EMT yolag1 tizerindeki etkisinin daha net bir
sekilde anlasilmast i¢in ileri tarama testleri ve kontrollerinin yapilmasi

gerekmektedir.

Serotonin uygulanmasi hiicrelerdeki JAK/STAT yolu iizerindeki mekanizmay1 da
uyardig1 yapilan deneyde gosterilmistir. Serotonin zamana bagh olarak JAK 2
ifadesinin mRNA diizeyinde arttig1 buna bagli olarak, immiinoblotlama ile bakilan
STATI1 ve STAT3’linde serotononin uygulanmas: ile arttirdigi belirlenmistir (Sekil
3.9). Buna takiben serotonini ligand olarak baglayan hiicrelerin reseptdr tirozin Kinaz
aktivitesini saglayarak JAK2’yi uyararak arttirildigi sonucuna varilabilir. Uyarilan
JAK2, yolak tizerindeki STAT1 ve STAT3 ekpresyonunu arttirir ve hiicre icerisinde

immiin yanit1 tetikleyebilecegi diistintilmektedir.
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Serotonin uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde elde edilen protein lizatlar1 IEF
yontemi kullanilarak 2 boyutlu jel elektroforezinde gosterilmistir. Serotonin
tastyicisinin  kontrol olarak kullanildigi durumda serotonin uygulanan lizatlarda
bir¢cok proteinde meydana gelen degisim spotlar tizerinde belirlenmistir (Sekil 3.10).
Serotonin uygulananlarda, EtOH uygulananlara gore farkli alanlarda protein
ekpreseyonunda artig ve azalis meydana gelmistir. Analiz siireci tamamlanmayan bu
caligmada, degisen spotlar temel alinarak daha sonraki ¢alismalar kapsaminda global
protein ifadesindeki degisime yoOnelik deneylerin kurgulanmasinin  6nemi

vurgulanaktadir.

Sonug olarak, bu aragtirma ile elde edilen bulgularla, serotonin MCF-7 hiicreleri
tizerinde apoptotik bir ajan gibi etki ettigi tespit edilmistir. Buna takiben serotoninin
EMT yolag1 {izerindeki mRNA ekspresyon diizeyindeki baskilayict etkisi
bulunurken, translasyon gecisinde bu etkinin ortadan kalktigi hatta epitelyum
mezankimal gegisi tetikledigi elde edilen bulgular arasindadir. Ayrica RTK
sinyalizasyonunda anahtar rol oynadigi hiicresel poliferasyona, farklilasmaya veya
motiliteye etkisi olabalicegi 6n goriilmektedir. JAK/STAT yolag1 tizerindeki
sinyalizasyonu arttirict etkisi sayesinde hiicre i¢i immiin yanit1 tetikledigi elde edilen
bulgular arasinda yer alir. Bu calismada, serotoninin MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarindaki teropotik etkisi tanimlanmaya ve etki ettigi yolaklar iizerinde yapilan
analizler sonucunda ileri ¢alismalara zemin olusturulmaya c¢aligilmistir. 5-HT'nin
meme tiimorlerindeki ¢esitli ve karisik mekanistik etkisi halen acikliga
kavusmamustir. Apoptoz, hiicre farklilasmasi, migrasyon, invazyon ve metastaz gibi
hiicresel fonksiyonlarin serotonin iligkiligi aydinlatilmasiyla birlikte yeni olas1
terapotik tedaviler gelistirilebilecektir. Buna takiben serotoninin meme kanseri
hiicrelerindeki fonksiyonel etkinin belirlenmesi ile uygun konsantrasyonlarda tedavi
amagli Iin vivo deneylere gegebilmesi amaglanmaktadir. Serotoninin  meme
kanserindeki roliiniin agiga kavusmasi ile birlikte meme kanseri hastalarmin

tedavisinde yeni terapotik opsiyonlarin ortaya ¢ikmasi miimkiin olabilecektir.
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7. EKLER

EK A. Hiicre Kiiltiirii

Tablo 3. Hiicre kiiltiirii donanimlari.

ADI FIRMA ADI URUN KODU
DMEM Gibco 41966-029
Tripsin-EDTA Pan Biotech P10-0231
Penisilin/Streptomisin Pan Biotech P06-07100
Fetal Bovine Serum Pan Biotech P290310
MCF-7 ATCC HTB-22
Kriyoviyal tiip NUNC V7634
75cm®  hiicre  biiyiitme | TPP 90076
kaplar1

25cm°  hiicre  bityiitme | TPP 90026
kaplar1

100 mm hiicre biyiitme | TPP 93100
kaplar1

60 mm hiicre biiylitme | TPP 93060
kaplar1

6 kuyucuklu petri TPP 92006
Muhtelif mikropipet uglar1 | CAPP -

(10 -100 -1000 pl)

Enjektor (5-10-25 cc) Set Inject B25107
Filtreler (0,22 pm) TPP 99722
Hemastometre Sigma Aldrich 7359629
Laminar flow Thermo 12469
Etiiv Thermo Heracell 1150
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EK B. Cihaz Listesi

Tablo 4. Kullanilan cihazlarm listesi

ADI FIRMA ADI URUN KODU
Santrifiij Eppendorf 5417R

Spin mini spin plus LabNet SNO0708

Santrifiij Eppendorf 5810R

Buzdolabi (No frost) Arcelik 4263TMB

-80 °C

New Brunswick Scientific

Ultra Low Temperature
Freezer, U725 innova

Derin Dondurucu Argelik 2041D

Otoklav Niive 0OTO32

Vorteks Stuart/ProLab SA8

Inkiibator Niive EN 025

Laminar Flow HeraSafe Model: 12469,2000
Floresan Mikroskobu Olympus Model: 1X71
Manyetik Karistiric Stuart/ProLab SB162

pH Metre SEM/Mettler Toledo N315

Distile Su Cihazi TKA-Pacific D56412

Inverted Mikroskop SOIF Model: XDS-1B
Hassas Tart1 Sartorius LE6202S
Calkalayici BioRad

Kar- buz makinesi ScotsMan AF80
Spektrofotometre Biosciences Ultraspec 2100 pro
Mikropipet (0,5-10 pl) Thermo EH52836
Mikropipet (10-100 ul) Thermo EH46925
Mikropipet (100-1000 ul) | Thermo T27274

PVDF Membran Thermo 88518

Transfer Cihazi BioRad 10016505C
Mikroplaka okuyucu BioRad 680
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Elektroforez sistemi Bio-Rad 165-8000
Gili¢ Kaynagi BioRad PowerPac/B
Stv1 azot tanki Air Liquid Arpege 40
Kantitatif es zamanli PCR | Bio-Rad PTC-1148C
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EK C. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 5. Deneylerde kullanilan kimyasallarimn listesi

ADI FIRMA ADI URUN KODU
2-merkaptoetanol Merck S4805940517
1 kb Marker Fermantas SM1163

10X PBS Pan Biotech P04-53500
100 bp Marker Fermantas

4X yiikleme Tamponu Fermentas R0631
Agaroz Applichem A2114,1000
Asetik Asit Merck K37230062
Amonyum persiilfat Sigma A3678
Akrilamid/Bis Sigma Aldrich A3699
Akrilamid 30%

Coomassie Blue Bio-Rad 500-0006

Pl Invitrogen D1306
DiOC6 Fluka 2129966
Etidyum Bromiir Fluka 46067

Fenol Kloroform Applichem A2279
Etanol Sigma-Aldrich A3452
DMSO Sigma-Aldrich D5879

Etanol Sigma-Aldrich A3452
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Fetal Bovine Serum | Pan Biotech P290310
(FBS)

Glisin AppliChem A1067
Hidrojen peroksit Merck K39218400838
[zopropanol Rieel-de Haen 24137
Laemli Tamponu Sigma S3401-1V
Luminol Sigma Aldrich A8511
Metanol Sigma-Aldrich 24229
MTT Soliisyonu Sigma M2003-1G
Page Ruller Prestained | Fermentas SMO0671
Protein Ladder

Koumaric Asit Sigma Aldrich C9008
Propidium lodide Applichem A2261
SDS (Sodyum dedosil | Applichem A3452
stilfat)

Protein Izolasyonu | Fermentas K0301
Tamponu

Serotonin Hidroklorid SIGMA H9523
Yagsiz siit tozu Cell Signaling 9999
Sigir Serum Albumin | Bio-Rad 500-0007
(BSA)

Saf Etanol Rieel-de Haen 32221
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Tris Baz Applichem A2264
TEMED Applichem Al1148
Yiikleme standart | Cell Signaling 5142
antikorlar1

Tween 20 Merch S4927784802
Tris-HCI Applichem A3452
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EKD

Cozeltilerin Hazirlanmasi
1) Hiicre lizis tamponu

150 mM NaCl, % 1 NP-40, 50 mM Tris-HCI kimyasllar karistirilarak distile su
icerisinde ¢oziniir (pH 8,0). Olusturulan lizis tamponu -20°C’de muhafaza edilir.
Kullanima alinmadan tampon icerisine 1 mM PMSF ve proteaz inhibitor eklenir.
Proteaz inhibitorii hazirlama siirecinde her bir tablet icin 1 ml steril PBS igerisinde
¢oziiniir ve daha sonrasinda -20°C’de muhafaza edilir. 1 mM PMSF i¢in ise metanol
icerisinde ¢oziinen kimyasal hazirlandig1 gibi taze bir sekilde kullanilir. 1 ml lizis
tamponu i¢in kullanilmasi gereken Proteaz inhibitdrii miktar1 50ul olmasi

gerekmektedir.

2) TBS-Tween Hazirlanisi

500 pl miktarindaki Tween 20, 500 ml 1X TBS igerisine karistirilarak hazirlanir.
3) 10X TBS Hazirlanisi

12,11 g Tris-Baz ve 86,6 g NaCl kimyasallar1 karistirilir (pH 8,0). Daha sonrasinda
distile su kullanilarak karisim ile 1000 ml‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS

soliisyonu kullanima hazir olmak tizere 1X TBS’ e ¢evrilir.
4) Tris-HCI (pH 6,8): 100 ml

6 g Tris baz1 kimyasali 60 ml’ ye kadar distile su igerisinde ¢Oziiniir ve

6 N HCl asidi eklenir (pH 6,8). Hazirlanan ¢ozelti otoklav ile steril edilir.
5) Yagsiz siit tozu (% 5(w/v)): 50 ml

2,5 g siit tozu tartilir ve 50 ml ‘ye kadar distile su ile tamamlanir. Vortekleme

isleminden sonra memran ardindan bloklama i¢in kullanilir.
6) Tris-HCI (pH 8,8): 150 ml

27,23 g Tris baz1 kimyasali yarim 6l¢ii distile su igerisinde ¢6ziiniir ve 6 N HCI asidi
eklenerek pH’s1 ayarlanir. Olusturulan karigim 150 ml’ye tamamlanir. Kullanilmadan

once otoklav ile steril edilir.
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7) Amonyum persulfat-APS

10 ml APS c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1 gr APS tartilir ve distile su igerisinde
¢cozdiriilir. Daha sonra kullanilana kadar ¢ozelti -20°C’de saklanir. APS

kullanilmadan 6nce ¢ozdiiriiliir.
8) Yiirtitme Tamponunun Hazirlanigi

20 gr SDS, 60.4 g Tris-Baz, ve 228 g Glisin kimyasallar1 tartilir ve karistirilir.
Olusturulan karisim 2 It olarak hazirlanir ve 10X yiiriitme tamponu olarak konsanstre
bir sekilde hazirlanmis bir sekilde etiketlenir. Jel yiiriitmesi esnasinda kullanilmak

iizere 10X tampon 1X’ e cevrilir.
9) Transfer Tamponunun Hazirlanigi

20 gr SDS, 60.4 g Tris-Baz, ve 228 g Glisin kimyasallar1 tartilarak karistirilir.
Karigim Boylece 2000 ml distile su i¢inde c¢oziilerek 10X transfer tamponu

hazirlanir. Jel yiiriitmesi esnasinda kullanilmak i¢in hazirlanan tampon 1X’ e gevrilir.
10) Yiirtitme Jelinin Hazirlanmasi

Elde edilen proteinlerin kDA’ larina gére ayrim yapilmasi igin uygun oranlarda
TEMED, APS, Akrilamid/Bisakrilamid, SDS kimyasallar1 kullanilarak i % 12-15’ lik
SDS poliakrilamid jelde hazirlanir.
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