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1. OZET

Meme kanseri hiicre soylarinda flurbiprofen tiirevi SGKS597 bilesiginin
antikanser etkisinin incelenmesi

Ogrenci Adi: frem ATLIHAN
Danisman Adi: Dog. Dr. Pinar MEGA TIBER
Ana Bilim Dali: Biyofizik

Amac: Bu ¢alismada, MCF-7 meme kanseri ve MCF-10A meme epiteli hiicrelerine
uygulanan flurbiprofen tiirevi SGK597 bilesiginin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin

in vitro olarak belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve yontem: MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde SGK597’nin canlilik ve
sitotoksisite {izerine etkisi WST-8 yontemi ile belirlendi. ki hiicre hatt: i¢in de ICso
degeri hesaplandi. JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi ile bu potansiyeldeki
degisimler incelendi. Western emdirimi sonucu apoptozla iliskili Bax, Bcl-2 ve c-
PARP protein ekspresyon seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism

8 istatistik programinda analiz edildi.

Bulgular: SGK597’nin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu sonrast MCF-7 i¢in ICso degeri
sirasiyla 28,74 uM ve 17,28 uM; MCF-10A i¢in ise 65,9 uM ve 50,5 uM olarak
belirlendi. Mitokondriyal membran potansiyeli, artan konsantrasyonlarda SGK597
uygulamasi sonucu MCF-7 hiicrelerinde depolarizasyon egilimi gosterirken, MCF-
10A igin ayni egilim goriilmedi. Yapilan ekspresyon deneyleri sonucunda apoptoz
belirteclerinden biri olan Bax/Bcl-2 orani1 ve c-PARP ekspresyon diizeyinde bir artig

belirlenmedi.

Sonug: Arastirmamizda, SGK597 bilesiginin  MCF-7 hiicre proliferasyonunu
baskiladigin1 ve hiicrelerde apoptotik etkiyi artirdigini tespit etmis olduk. Bu sonuglar,
SGK597’nin antikanser ajan olarak kullanilmasi yoniinde aday bir bilesik oldugunu

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Flurbiprofen, MCF-7, MCF-10A, meme kanseri, apoptoz.



2. SUMMARY

Determination of anticancer effect of flurbiprofen derivative SGK597 compound
in breast cancer cell lines

Student Name: Irem ATLIHAN
Name of Supervisor: Assoc. Prof. Pinar MEGA TIBER
Department: Biophysics

Objective: In this study, it was aimed to determine the cytotoxic and apoptotic effects
of the flurbiprofen derivative SGK597 compound applied to MCF-7 breast cancer and
MCF-10A breast epithelial cells in vitro.

Material and methods: The effect of SGK597 on cell viability and cytotoxicity in
MCF-7 and MCF-10A cells was determined by the WST-8 method. ICs value was
calculated for both cell lines. By the use of JC-1 mitochondrial membrane potential
test, the changes in this potential were examined. The protein expression levels of Bax,
Bcl-2 and c-PARP associated with apoptosis were determined using Western blot

analysis. The obtained results were analyzed in GraphPad Prism 8 statistical program.

Results: ICsp value was determined for MCF-7 as 28.74 uM and 17.28 uM; for MCF-
10A as 65.9 uM and 50.5 uM after 24 and 48 hours incubation of SGK597,
respectively. In the mitochondrial membrane potential, a depolarization tendency was
observed in MCF-7 cells, while the same tendency was not observed for MCF-10A.
Expression analyses, on the other hand, did not display any increase in Bax/Bcl-2 ratio

and c-PARP expression level, which are known as apoptosis markers.

Conclusion: In our research, we determined that the compound SGK597 suppressed
MCEF-7 cell proliferation and increased the apoptotic effect in cells. These results

indicate that SGK597 is a candidate compound for use as an anticancer agent.

Keywords: Flurbiprofen, MCF-7, MCF-10A, breast cancer, apoptosis.



3. GIRIS ve AMAC

Kanser vakalarinda hastaligin tekrar etmesinde goriilen artis ve kemoterapotik
ajanlarin ciddi yan etkileri, halihazirda kullanilan ¢esitli antikanser ilaglarin klinik
etkinligini azaltmaktadir. Bu nedenle, minimum yan etkiye sahip alternatif veya
sinerjik antikanser ilaglar gelistirmeye her zaman ihtiyag vardir (Ali ve ark., 2012).
Klasik kemoterapétik ilaglar ¢ogunlukla dogrudan hiicrenin DNA'sin1 hedef alir.
Ancak mutasyonlar, hiicrenin bu ilaglara kars1 direng gelistirmesine neden olur. Son
zamanlarda tasarlanan yeni antikanser ilaglar ise kanser hiicrelerinde anormal

ekspresyona sahip proteinleri hedeflemektedir (Meegan ve O’Boyle, 2019).

Memeli hiicrelerindeki iki sitoplazmik metiyonin aminopeptidazdan biri olan ve
kanser hiicrelerinde yiiksek ekspresyona sahip oldugu bilinen MetAP-2, daha 6nceki
caligmalarda baz1 antikanser ilaglarin hedefi olarak tanimlanmistir (Heinrich ve ark.,
2019). lyi bir MetAP-2 inhibitérii olup, 4-(4-klorofenil)-3-(1-(2-fluoro-[1,1"-bifenil]-
4il)etil)-5-((4-fluorobenzil)tiyo)-4H-1,2,4-triazol kimyasal yapisina sahip flurbiprofen
tirevi SGK597 sentez bilesigi daha Once prostat kanseri hiicre hatlarinda test
edilmistir. Bu bilesigin antikanser ve apoptotik aktiviteye sahip olabilecegi

diistintilmiistiir (Yilmaz ve ark., 2020).

Meme ve prostat kanseri, sirasiyla kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen iki
invaziv kanserdir. Bu iki kanser tiiriiniin 6nemli biyolojik benzerliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Patofizyolojilerinin anlagilmasiyla beraber meme ve prostat kanserine
kars1 yeni tedavi stratejilerinin yolu agilmigtir (Risbridger ve ark., 2010). Buna bagl
olarak, prostat kanserine karsi antikanser etki gosterebilecek bilesiklerin meme

kanserine kars1 da kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Bunun yan1 sira, non-steroidal anti-inflamatuar ilaglarin apoptozu indiikleyerek
onkolojik hastaliklara kars1 kemoprofilaktik bir rol oynayabilecegi varsayilmaktadir.
Flurbiprofen, selektif olmayan COX inhibitorii non-steroidal anti-inflamatuar
ilaglardan biridir. Insan meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan arastirmalar, COX-
2’nin asir1 ekspresyonunun meme kanseri patogenezinde dnemli bir rol oynadigini

gostermistir (Singh ve Lucci, 2002).



Bu calismada, farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde uygulanan SGK597
bilesiginin MCF-7 meme kanseri ve  MCF-10A meme epiteli hiicre hattindaki
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin WST-8, JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli
ve Western emdirimi analizi kullanilarak belirlenmesi amac¢lanmistir. Daha Once
detayli olarak incelenmemis bu unsurlarin acgikliga kavusturulmasiyla, literatiirde
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde flurbiprofen tiirevi SGK597 kullaniminin apoptozu

molekiiler olarak nasil etkiledigine dair fikir sahibi olunmasi beklenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Meme Kanseri

Kanser hiicreleri, DNA ve/veya RNA'nin mutasyonu nedeniyle normal
hiicrelerden olusur. Bu durum c¢esitli faktorlerle indiiklenebilir. Bu faktorler
radyasyon, viriisler, bakteriler, mantarlar, parazitler, 1s1, havadaki kimyasallar,
beslenme sekli, hiicre seviyesinde yaralanma, serbest radikaller, DNA ve RNA'nin

evrimi ve yaslanmasi seklinde aciklanabilir (Sharma ve ark., 2010).

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir. Diinya genelinde her y1l
1,5 milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konmaktadir. Vaka sayis1 kadinlarda
erkeklerden 100 kat daha fazladir. 2020°de her yastan kadinda insidans oranina gore

tilkelerde en ¢ok goriilen kanserler Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

Meme

Rahim agzi

Cilt

Tiroit P Uygulanamaz
I Karaciger Veri yok

Sekil 4.1. 2020 yilinda her yastan kadinda 100 000’de insidans oranina gore iilkelerde
en ¢ok goriilen kanserler (https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi: 23 Mart 2021).

Kadinlarda meme kanserinde en biiyiik risk faktorii yastir. Meme kanseri insidansi
artan yasla biiytik 6lctide iliskilidir. 2016 yilinda, Amerika'da meme kanseri ile iligkili
tim oliimlerin yaklasik %99,3'i ve %71,2'si sirasiyla 40 ve 60 yas istii kadinlarda
rapor edilmistir (Sun ve ark., 2017). Diger 6nemli risk faktorleri ise aile Oykiist,
obezite, ge¢ menopoz, erken menars, diisiik parite, diisiikk emzirme oranlar1 ve meme

kanseri ile iliskili oldugu diisiiniilen gen mutasyonlaridir (Becker, 2015).



Meme kanseri ile ilgili bircok gen tamimlanmigtir. Onkogenlerin ve anti-
onkogenlerin mutasyonlar1 ve anormal amplifikasyonu, tiimér baglatma ve ilerleme
siireclerinde anahtar rol oynar. BRCA1 ve BRCA2, meme kanseri riskine kars1 bilinen
iki anti-onkogendir. Her ikisi de tiimor baskilayici proteinleri kodlar. Bir birey BRCA 1
veya BRCA2 genlerinde zararli mutasyonlari ailesinden miras alirsa meme kanseri
riski biiyiik 6l¢iide artabilir. Bunun yani sira insan epidermal biiylime faktorii reseptorii
2 (HER2), meme kanserinde O6nemli bir onkogendir. Primer meme kanserlerinin
yaklasik %20'sinde tespit edilen HER2'nin asir1 ekspresyonu, kanser kok hiicre
sayisin1 artirir. Ayrica EGFR proteini, tirozin kinaz ailesinin bir hiicre yiizeyi
glikoproteinidir ve EGFR'nin agir1 ekspresyonu, ¢ok agresif bir meme kanseri alt tipi
olan enflamatuar meme kanseri vakalarinin %30'undan fazlasinda bulunur (Sun ve
ark., 2017).

4.1.1. Meme kanseri alt tipleri

Meme, glandiiler ve stromal olmak iizere iki ana doku tipinden olusur. Glandiiler
dokular siit bezleri (lobiil) ve kanallar1 (duktus), stromal dokular ise memenin yag ve

bag dokularini igerir. Bu yapilar Sekil 4.2°de goriilmektedir.

Siit kanallan

Meme
basi

Siit bezleri

Sekil 4.2. Memenin anatomik yapis1 (http://www.drerkanozturk.com, Erisim tarihi: 16
Temmuz 2020).

Meme kanserleri hangi hiicre kokenli olduguna bagli olarak, karsinomlar ve

sarkomlar olmak {izere iki genis sinifa ayrilabilir. Karsinomlar memenin epitel



hiicrelerinden, sarkomlar ise stromal hiicrelerinden kaynaklanir. Cogu meme kanseri

karsinomdur (Feng ve ark., 2018).

Invaziv olmayan meme kanseri hiicreleri (karsinoma in situ) yalnizca siit bezleri
ve kanallariyla sinirlidir ve memenin ¢evresindeki yag ve bag dokularini istila etmez.
Siit bezleriyle sinirli oldugunda lobiiler karsinoma in situ (LCIS), siit kanallariyla
siirl oldugunda ise duktal karsinoma in situ (DCIS) olarak bilinir. invaziv meme
kanseri hiicreleri ise kanallar ve lobiiler duvardan geger ve memenin ¢evresindeki yag
ve bag dokularini istila eder. Evre IV veya ileri meme kanseri olarak da bilinen

metastatik meme kanserleri ise, viicuttaki diger organlara yayilmis meme kanserleridir

(Sharma ve ark., 2010).

Meme kanseri hiicrelerinde, hormonlarin veya HER2 proteininin hiicrelere
yapigabilecegi ve hiicrelerin  biiylimesini  tesvik  edebilecegi  reseptorler
bulunabilmektedir. Hormonlar, 06zellikle Ostrojen, meme kanseri hiicrelerinin
biiyiimesini tetikleyebilmektedir. Ostrojen hormonu igin reseptdrleri olan meme
kanserine Ostrojen reseptorii pozitif (ER pozitif) meme kanseri denir. Meme
kanserlerinin yaklasik %70' ER pozitiftir. Ostrojen hormon reseptdrii olmayan meme
kanserine ise Ostrojen reseptorii negatif (ER negatif) meme kanseri denir. Meme
kanseri hiicrelerinin ayrica progesteron hormonu igin de reseptorleri olabilir ve bu
hiicreler progesteron reseptorii pozitif (PR pozitif) olarak bilinir. Baz1 meme kanseri
hiicrelerinin yiizeyinde ise HER2 reseptorii fazlaca bulunur. Bunlar da HER2 pozitif
meme kanseri olarak bilinmektedir. (https://www.macmillan.org.uk, Erigim tarihi: 16
Temmuz 2020)

Belirli genlerin ekspresyon paternine dayanarak meme kanserleri bes intrinsik
veya molekiiler alt tipe ayrilir: Luminal A, Luminal B, HER2, {i¢lii negatif/bazal

benzeri ve normal meme benzeri.

e Luminal A alt tipi: ER ve/veya PR pozitif, HER2 negatiftir. Diistik Ki-67
seviyelerine sahiptir. Tiim meme kanserlerinin yaklagik %40'im1 olusturur.
e Luminal B alt tipi: ER ve/veya PR pozitif, HER2 pozitiftir. Yiiksek Ki-67

seviyelerine sahiptir. Luminal A kanserlerinden daha hizl gelisir.



e HER2 alt tipi: Meme kanserlerinin %10-15"ini olusturur. ER ve PR
ekspresyonunun olmamasi, HER2 ve proliferasyon gen kiimelerinin
yiiksek ekspresyonu, luminal ve bazal kiimelerin diisiik ekspresyonu ile
karakterizedir.

e Uclii negatif/bazal benzeri alt tipi: ER negatif, PR negatif ve HER2 negatif
olarak karakterize edilir. Genellikle diger meme kanseri tiplerinden daha
agresif davranir. Tim meme kanserlerinin yaklasik %20'sini olusturur.

e Normal benzeri alt tipi: Luminal A alt tipine benzer. ER ve/veya PR
pozitif, HER2 negatiftir. Disiik seviyelerde Ki-67 proteinine sahiptir.
Prognozu, luminal A prognozundan biraz daha kétidiir (Feng ve ark.,
2018).

4.1.2. Tiirkiye’de meme kanseri

Kanser insidans ve 6liim orani, Tiirkiye de dahil olmak iizere gelismekte olan
iilkelerde giin gectikce artmaktadir. Tiirkiye’de meme kanseri insidansit 1993’te
24/100 000 iken 2015°te 43,8/100 000 seviyesine ulasarak neredeyse iki katina
ctkmistir. Hatta 2017°de 50/100 000 olarak bildirilmistir. Ozellikle Tiirkiye nin
batisinda goriilen bu artis, yasam tarzi ve beslenme aligkanliklarindaki degisiklikler,
yaslanma, artan niifus ve firsatg1 tarama programlar ile agiklanmaktadir. Sosyal,
kiiltiirel, egitimsel ve ekonomik faktdrler nedeniyle meme kanserinin sikligi, tani
evresi ve tedavisi Tiirkiye'nin her bolgesinde ayni degildir (Ozmen ve ark., 2019).
2020 yilinda Tirkiye’de kadinlarda en ¢ok goriilen kanser ve kansere bagli 6liim

oranlar sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir.



Meme %23.92
Tiroit %10.91
Kolorektal %9.11
Akciger %7.01
Rahim %5.91
Mide %4.80

* Yumurtalik %4.00
Diger %34.33

Sekil 4.3. Tirkiye'de 2020 yilinda kadinlarda goriilen tahmini yeni kanser vaka
oranlari (https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi: 23 Mart 2021).

S

Meme %15.10
Akciger %13.30
Kolorektal %10.10
Mide %8.20
Pankreas %7.40
Yumurtalik %5.80
BNS %5.00

Diger %35.10

Sekil 4.4. Tirkiye'de 2020 yilinda kadinlarda goriilen kansere bagli 6liim oranlari
(https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi: 23 Mart 2021).

Tirkiye Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu (TMHDF) tarafindan
2005’ten beri yiiriitilen Ulusal Meme Kanseri Veri Taban1 (UMKVT), 36 farkh
merkezden veri toplayarak iilke genelindeki meme kanseri hastalarina dair bir kayit
defteri olusturmaktadir. 1 Mayis 2005-17 Nisan 2017 tarihleri arasinda veri tabaninda
kaydedilen veriler degerlendirildiginde Tiirkiye'de meme kanseri tanist konmus
yaklagik 20 000 hastanin %57,7'sinin luminal A, %20,6'sinin luminal B, %9,6'sinin
HER2, %12,1'inin ii¢lii negatif tipinde oldugu goriilmektedir. Tiirkiye Cumhuriyeti



Saglik Bakanlig1, 50 yasin altindaki meme kanseri vakalarinin, tiim vakalarin % 47'sini
olusturdugunu ortaya koyan UMKVT sonuglar1 nedeniyle {icretsiz mamografi tarama

yasini 50-69°dan 40-69’a degistirmistir (Ozmen ve ark., 2019).

Bununla birlikte, gelismis iilkelerde erken teshis ve gelismis tedavi yontemleriyle
insidans ve Olim oranlar1 diismektedir. Tirkiye’de erken teshiste yasanan
gecikmelerin bir kismi, meme kanserini ihmal etmekle iligkilendirilmektedir. Yapilan
bir aragtirmaya gore Tiirk kadininin yalmizca %11’inin mamografi cektirdigi ve
%56’sinin meme kanseri hakkinda yeterli bilgiye sahip oldugu goriilmektedir (Ozmen
ve ark., 2014). Erken teshis, tani, cerrahi, radyasyon terapisi ve ilag tedavisine
yapilacak katkilarin Tiirkiye'deki mevcut saglik hizmetleri programlarina entegre

edilmesiyle oranlar iyilestirilebilir (Ozmen, 2008).

4.1.3. MCF-7 hiicre hatti

Hiicre hatlari, kanser arastirmalarinda in vitro modeller olarak siklikla
kullanilmaktadir. Ozellikle meme kanserinde molekiiler tan1 igin hiicre hatlar1 kilit bir

unsur olarak goriilmektedir.

MCF-7 hiicre hatti, 1973 yilinda Michigan Kanser Vakfi’'ndan Dr. Soule ve
meslektaslari tarafindan 69 yasindaki bir Kafkas kadindan izole edilmis, ismini vakfin
bas harflerinden almistir. ER pozitif ve PR pozitiftir. Luminal A molekiiler alt tipine
ait yapisan hiicrelerdendir. Zayif-agresif, invaziv olmayan ve disiik metastatik
potansiyele sahip oldugu diisliniilmektedir. Antikanser ilaglar1 da dahil olmak iizere
meme kanseri arastirmalar i¢in uygun bir model hiicre hatti oldugu kanitlanmistir
(Comsa ve ark., 2015; Camarillo ve ark., 2014). Mikroskop altindaki goriintiisii Resim
4.1°de goriilmektedir.
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ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7

Low Density Scale Bar= 100pm  High Density Scale Bar = 100um

Resim 4.1. MCF-7 meme kanseri hiicreleri (https://www.lgcstandards-atcc.org, Erisim
tarihi: 16 Temmuz 2020).

4.1.4. MCF-10A hiicre hatt1

Insan normal meme epiteli hiicre hattt MCF-10A, toksisite calismalarinda bir
model olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Yapisan oOzellikteki MCF-10A
hiicreleri, 36 yasindaki bir Katkas kadindan izole edilmistir. Mikroskop altindaki

goriintlisii Resim 4.2°de gosterilmistir.

ATCC Number: CRL-10317
Designation:  MCF-10A

Low Density High Density

Resim 4.2. MCF-10A meme epitel hiicreleri (https://www.lgcstandards-atcc.org,
Erisim tarihi: 16 Temmuz 2020).

11



4.2. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii apoptoz olarak bilinmektedir. Bu siire¢ dokulardaki
hiicre popiilasyonlarini korumak i¢in homeostatik bir mekanizma veya hiicrelerin zarar
gormesi gibi bir durumda savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar. Apoptozu
tetikleyebilen ¢ok cesitli uyaran ve kosullar olmasina ragmen, her hiicre ayn1 uyarana
ayni yanitt vermeyecektir. Bazi durumlarda ise uyaran tiirii ve dozu, hiicrelerin
apoptoza m1 nekroza m1 gidecegini belirler. Nekroz, genellikle genis alanlari etkileyen
kontrolsiiz ve pasif bir siiregtir. Oysa apoptoz kontrollii bir siiregtir, enerjiye baglidir
ve belirli hiicreleri etkiler. Is1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik antikanser ilaglar1 gibi
cesitli uyaranlar diisiik dozlarda apoptozu indiikleyebilir, ancak yiiksek dozlarda

nekroza neden olabilir.

Apoptoz mekanizmalart bir dizi molekiiler olay icerir ve olduk¢a karmasiktir.
Bugiine kadar arastirmalar iki ana apoptotik yolak oldugunu gostermektedir: ekstrinsik
ve intrinsik. Ekstrinsik sinyal yolaklari, transmembran reseptdr aracili etkilesimleri

icerir. Intrinsik sinyal yolaklari ise hiicre i¢cinde mitokondriyal olarak baslatilir.

Mitokondriyal dis zarda pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein gruplarini igeren
Bcl-2 protein ailesi bulunmaktadir. Anti-apoptotik proteinler apoptozu inhibe eder ve
bazilar1 Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL olarak siralanabilir. Pro-apoptotik proteinler ise
apoptozu indiikler ve bazilari Bax, Bak, Bad olarak siralanabilir. Pro-apoptotik

proteinler normal kosullarda inaktiftir.

Intrinsik yolu baslatan uyaranlar, pozitif veya negatif hiicre igi sinyaller iiretir. Bu
uyaranlar mitokondriyal permeabilite gegis porlarin1 acar. Saglikli hiicrelerde
sitozolde bulunan Bax gibi pro-apoptotik proteinler bu bolgelere baglanir ve anti-
apoptotik proteinler baskilanir. Béylece mitokondriyal zarda degisiklikler meydana
gelir. Bunun sonucunda kaspaz aktivatorii olan sitokrom ¢, mitokondriden sitozole
gecer ve bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanarak ATP yoluyla Prokaspaz-9’u
aktive eder. Olusan kompleks yapiya apoptozom denir ve bu yapi bir dizi proteolitik
kaspaz aktivasyonunu baslatir. Ozellikle poli ADP riboz polimeraz (PARP), bu kaspaz

aktivasyonu sonucu pargalanarak klivaj olmus PARP (c-PARP) haline doniisiir.
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Sonunda hiicre apoptoza gider (EImore, 2007; Boulares ve ark., 1999). Bu mekanizma

Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Hiicre membrant T AT E AT ARY

T R A

Mitokondri

Prokaspaz-9

Sitokrom ¢

A 4

Apoptozom

Kaspaz-3
Kaspaz-7

Sekil 4.5. Intrinsik apoptoz mekanizmas: (Erekat, 2018’den degistirilerek
kullanilmigtir).

Pro- ve anti-apoptotik proteinlerin orani dengesizlestiginde timor gelisimi ve
kanser tedavisine kars1 direng kolaylasabilir (Campbell ve Tait, 2018). Apoptozun bu
biyokimyasal mekanizmalarinin bilinmesi, kanser hiicrelerini hedefleyen ve hiicre
oliimiinii tetikleyen yeni tedavilerin gelistirilmesine yol agmistir (Nguyen ve Pandey,
2019).

4.3. Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Mitokondri, ATP iiretir ve hiicresel enerjiyi kontrol eder. Mitokondrinin ayrica
apoptotik siiregte onemli ve hatta merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir (Ly ve ark.,
2003). I¢ kismu elektronegatif olan mitokondri, ATP iiretmek igin mitokondriyal zar
boyunca bir elektrokimyasal proton gradyani olusturur ve oksitlenebilir substratlar
kullanir. Mitokondriyal membran potansiyelinin yonii, katyonlarin ice ve anyonlarin
disa dogru tasinmasini saglayacak, boylece mitokondride katyon birikimini tesvik
edecek sekildedir. Bu elektrokimyasal gradyan, ATP sentezini saglar. Mitokondrinin

yapist Sekil 4.6’da gosterilmistir.

13



Sekil 4.6. Mitokondri yapisi (https:/www.thermofisher.com/tr/en/home.html, Erisim
tarihi: 13 Agustos 2020).

Apoptoz sirasinda mitokondriyal permeabilite gegis porlarinin agilmasiyla
elektrokimyasal gradyan kayb1 yasanir ve mitokondriyal membran potansiyeli (MMP,
AWw) azalir. MMP'deki azalma, matriks yogunlagmasina ve sitokrom c'nin zarlar arasi
bosluga gecmesine neden olarak apoptozu kolaylastirir. Bu nedenle AWwm, hiicre
sagliginin bir gostergesi olarak kullanilabilen mitokondriyal fonksiyonun temel bir
parametresidir. Mitokondriden sitokrom ¢ ve diger apoptojenik faktorlerin salinimi,
apoptozun baglatilmasinda 6nemli bir olaydir, ancak salinimin gercek mekanizmasi

hala tartisilmaktadir (Gottlieb ve ark., 2003; Sivandzade ve ark., 2019).

4.4. Non-Steroidal Anti-inflamatuar ilaclar

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar (NSAIi'ler) diinya capinda en sik recete
edilen ilaclar arasindadir. Flurbiprofen, ibuprofen, mefenamik asit, selekoksib, aspirin
ve diklofenak NSAII’lere 6rnektir. Bu ilaglar antipiretik, analjezik ve anti-inflamatuar
ozelliklere sahiptir. Kronik inflamasyon ve kanser arasindaki iliski 1863’te Rudolf
Virchow tarafindan kesfedilmistir. Bu nedenle, inflamasyonu engelleyen bu ilaglarin
kanser tedavisinde veya Onlenmesinde yararli olabilece§ine inanilmaktadir. Son
yillarda, NSAIi’lerin anti-inflamatuar &zellikleri apoptozu indiikleme, anjiyogenezi
inhibe etme ve hiicresel bagisiklik tepkilerini artirma yetenekleri nedeniyle kanser

tedavisi ve Onlenmesinde kullanimi konusunda giderek daha fazla aragtirma
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yapilmaktadir. Literatiirde NSAll'lerin kanserden koruyucu etkileri ile ilgili gok sayida
rapor bulunmaktadir. Pek c¢ok calismada bu ilaclarin meme, prostat, kolorektal,
yumurtalik ve bas ve boyun kanserleri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde kanser riskini

azalttig1 distniilmustiir.

Inflamasyona neden olan uyaranlar, fosfolipaz A2 (PLA2) enzimi aracilifiyla
hiicre membranindaki fosfolipitlerden arasidonik asit (AA) koparir. Siklooksijenaz
(COX) enziminin iki izoformu olan COX-1 ve COX-2, arasidonik asitten ¢esitli
prostaglandin (PG) formlarmin sentezini katalizler. PG’ler inflamasyonun bilinen
mediatérleridir. NSAIl’ler COX enzimini ve buna bagl olarak COX iiriinlerinin
sentezini inhibe etme yetenegine sahiptir (Wong, 2019). Bu mekanizma Sekil 4.7’de

gosterilmistir.

Hﬁme POV OCREIVCAIIVINSIVVOORCARVNCOGOIORDICLONICIICIFPIVVCPTOOROSHOOGRE

membranindaki
fosfolipitler

BP0LOROBITVNENCRVOONDODICDBAHAORRICRICPIVIGTORIARPORHIVOPARCIDSEHGOD

PLA2 €—— Fiziksel, kimyasal, inflamatuar veya
mitojenik uyaran

NSAl| —» X COX-1/COX-2

v

Cesitli PG formlari

Sekil 4.7. NSAIl'lerin etki mekanizmas1 (Peesa ve ark., 2016’dan degistirilerek
kullanilmstir).

Giiniimiizde NSAII’lerin meme kanserini 6nlemedeki roliinii kanitlayan
caligmalar mevcuttur. NSAII kullanimiyla diisen PG seviyesi, dstrojen sentetaz olarak
da bilinen aromataz aktivitesini inhibe eder. Bu da serum Ostrojen seviyesinin
diismesine ve sonug olarak hormon reseptorii pozitif timdr insidansinin azalmasina
neden olur. Ayrica COX-2 enzimi meme kanserinde normal meme dokusuna kiyasla
yaklasik %40 daha fazla eksprese edilir. Bu noktada NSAIi’ler icerisinde secici olarak
COX-2 inhibitorii olan ajanlar kanser arastirmalarinda 6nemli rol oynar (Moris ve ark.,
2016).
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4.4.1. Flurbiprofen ve flurbiprofen tiirevi bilesikler

Flurbiprofen 2-[2-floro-4bifenil]propiyonik asit kimyasal yapisina sahip,
fenilalkanoik asit tiirevi, anti-inflamatuvar, antipiretik ve analjezik etkiye sahip,
selektif olmayan COX inhibitdrii NSAIi’lerden biridir (McCormick ve Moon, 1983).

Flurbiprofenin 2-boyutlu ve 3-boyutlu kimyasal yapisi sirasiyla Sekil 4.8 ve Sekil
4.9°da gosterilmistir.

Sekil 4.8. Flurbiprofen’in 2-boyutlu yapisi (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim
tarihi: 16 Temmuz 2020).

Sekil 4.9. Flurbiprofen’in 3-boyutlu yapisi (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, Erigim
tarihi: 16 Temmuz 2020).
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Yapilan caligmalar, flurbiprofen ve yapisal tiirevlerinin antikanser aktivitesi
sergiledigini bildirmistir. Metastatik meme kanserli hastalarda kemoterapiye
flurbiprofen eklendiginde bu hastalarin tedaviye daha iyi yanit verdigi goriilmiistiir
(Powles ve ark., 1978). Medulloblastoma ve glioblastoma multiformdan tiiretilen
tiimdr hiicre hatlarinin biiylimesini baskilamak i¢in flurbiprofenin etkinligi incelenmis,
flurbiprofenin ¢esitli tiimdr hiicrelerinin biiyiimesini doza bagli olarak etkili bir sekilde
inhibe ettigi ortaya konmustur (King ve Khalili, 2001). Insan MG63 osteosarkom
hiicrelerinde, flurbiprofenin hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonu ve hiicre proliferasyonu
tizerindeki  etkisi  arastirilmis,  sonuglar  flurbiprofenin  proliferasyonu
degistirebilecegini ve Ca?* artisini1 engelleyebilecegini diisiindiirmiistiir (Tseng ve ark.,
2006). COX inhibitorii olmayan R-flurbiprofen fareler iizerinde test edilmis ve kolon
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigi, polip ¢ogalmasini Onledigi
goriilmistiir. Bu sonuglara dayanarak R-flurbiprofen'in profilaksi ve tedavi
caligmalariin insanlar iizerinde denenmesi Onerilmistir (Wechter ve ark., 1997).
Mikrodalga destekli reaksiyonlarla sentezlenen flurbiprofen hidrazit-hidrazon
bilesiklerinden birinin biiylimeyi HL-60 (TB) l6semi kanser hiicrelerinde %66,37,
OVCAR-4 yumurtalik kanser hiicrelerinde ise %77,34 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir (Aydin ve ark., 2013). Bir baska ¢aligmada ise yeni flurbiprofen hidrazit
tirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerden birinin antikanser aktivitesi,
%20,8 ile en belirgin etkiyi 16semi kanseri hiicre hatti tizerinde gostermistir (Cikla ve
ark., 2013).

4.4.2. Flurbiprofen tiirevi SGK597 bilesigi

SGK597 bilesigi, 4-(4-klorofenil)-3-(1-(2-fluoro-[1,1'-bifenil]-4il)etil)-5-((4-
fluorobenzil)tiyo)-4H-1,2,4-triazol kimyasal yapisina sahip flurbiprofen tiyoeterdir.
Bu bilesik ayn1 zamanda diisiik baglanma enerjisi ve iyi baglanma moduna sahip, iyi
bir metiyonin aminopeptidaz-2 (MetAP-2) inhibitériidiir. MetAP'lar, metiyoninin yeni
sentezlenen proteinlerin amino terminalinden ¢ikarilmasindan sorumlu proteazlardir.
DNA onarimi, sinyal transdiiksiyonu, hiicre transformasyonu ve anjiyogenez gibi
bir¢cok temel hiicre fonksiyonu i¢in metiyoninin MetAP tarafindan proteinlerden
eksizyonu gereklidir. Okaryotlarda, MetAP-1 ve MetAP-2 olarak bilinen iki proteinin
MetAP aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir. Mevcut raporlar MetAP-2'nin

17



anjiyogenez olayindaki yeri nedeniyle farkli tiimér tiplerinin bliylimesinde énemli bir
rol oynadigmi diistindiirmektedir. Hatta MetAP-2'nin bir onkogen olarak islev
gorebilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, bu enzim konsantrasyonlarinda azalma
saglanarak kanser hiicrelerine kars1 kullanilabilir. MetAP-2 inhibit6rii oldugu bilinen
TNP-470 bilesiginin metastatik meme kanseri tedavisinde insan klinik ¢aligmalarina
girdigi bilinmektedir (Selvakumar ve ark., 2006; Selvakumar ve ark., 2009). TNP-470
bilesiginin sirasiyla 4,9 ve 4,4 pg/ml ICsg degeriyle PC-3 (prostat kanseri) ve MDA-
MB-231 (meme kanseri) hiicrelerinin biiyiimesini sitotoksik olarak inhibe ettigi de

belirlenmistir (Yamaoka ve ark., 1993).

Yapilan ¢alismalar SGK597 bilesiginin androjen reseptorii negatif prostat kanseri
PC-3 ve DU-145 ile androjen reseptorii pozitif prostat kanseri LNCaP hiicre
proliferasyonunu 24 saatlik inkiibasyon sonucu sirasiyla 27,1, 6,9 ve 106,7 uM ICsxo
degerleri ile inhibe ettigini gostermistir (Yilmaz ve ark., 2020). SGK597°nin kimyasal
yapist Sekil 4.10°da gosterilmistir.

CHj

Cl
F

Sekil 4.10. Flurbiprofen tiirevi SGK597’nin kimyasal yapist (Y1ilmaz ve ark., 2020).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Geregler

5.1.1. Kullanilan cihazlar
Etiv

Ters 151k mikroskobu
Laminar flow kabini
Elisa reader

Otoklav

Distile su cihazi

Blok 1sitict

Manyetik karistiric

pH metre

Santrifiij

Mikro santrifiij

Plaka santrifii

Vorteks karistirici
Hassas terazi

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Buzdolab1

Calkalayici

Pipet tabancasi

Mikro pipetler

Dikey elektroforez cihazi

Gli¢ kaynag1
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New Brunswick Galaxy 48R
Olympus CKX41
Tezsan

BioTek Synergy H1

GFL

Stuart SBH200D
WiseStir MSH-20A
WTW

Beckman Coulter Allegra X-30R
Eppendorf 5415R
Tehtnica Centric 322A
LMS VTX-3000L
Kern EMB 600-2
Bosch

Thermo Scientific
Argelik

Barnstead MaxQ 4000
Nichiryo

Thermo Scientific
XCell SureLock

Wealtec Elite 300 Plus



Kemiliiminesans goriintiileme cihazi Biostep Celvin

5.1.2. Kullanilan kimyasallar

DMEM/F12 Gibco

DMEM Gibco

DMSO Santa Cruz

At Serumu

FBS Gibco

Pen/Strep Gibco

PBS Invitrogen

EDTA

Tripsin Gibco

Aquaguard-1 Solution Biological Industries
Tripan mavisi Wisent Inc.

SGK597 Marmara Universitesi
Cell Counting Kit 8 (CCK-8) Abbkine

JC-1 MMP Assay Kit Cayman

Proteaz inhibitdr kokteyli

NaF Santa Cruz

RIPA Santa Cruz
Akrilamid Mix PanReac Applichem
Tris

APS AppliChem
TEMED

Glisin AppliChem

Gliserol

Bromofenol mavisi
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Protein marker

Metanol

BSA

Mouse monoclonal -aktin primer antikoru
Mouse monoclonal Bax primer antikoru
Mouse monoclonal Bcl-2 primer antikoru
Mouse monoclonal c-PARP primer antikoru
Mouse monoclonal B-aktin sekonder antikoru
Mouse monoclonal Bax sekonder antikoru
Mouse monoclonal Bcl-2 sekonder antikoru
Mouse monoclonal c-PARP sekonder antikoru
NaCl

KCI

Tween 20

Western emdirimi 6l¢lim kiti

5.2. Hiicre Kiiltiiri

Merck

BioFroxx

Advansta WesternBright ECL

5.2.1. Dondurulmus MCF-10A meme epiteli hiicre hattimin ¢oziilmesi

%80 DMEM/F12, %10 at serumu ve %10 DMSO ile cryo tiip igerisinde -80°C’de
dondurularak biyolojik aktiviteleri durdurulmus MCF-10A meme epiteli hiicre hatti
dondurucudan ¢ikarildi. 50 mL’lik falkon tiipiine 10 mL DMEM/F12 kondu ve {izerine
MCF-10A meme epiteli hiicre hatt1 aktarildi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan hiicre pelletine dokunmadan serolojik pipet yardimiyla
stipernatant atildi. Hiicre pelletinin tizerine 5 mL DMEM/F12 eklenip pipetaj yapilarak
karismalar sagland1 ve 25cm?’lik flaska aktarildi. 37°C’de, %5 CO> iceren etiivde

inkiibe edildi.

21



5.2.2. Dondurulmus MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin ¢oziilmesi

%80 DMEM, %10 FBS ve %10 DMSO ile cryo tiip igerisinde -80°C’de
dondurularak biyolojik aktiviteleri durdurulmus MCF-7 meme kanseri hiicre hatti
dondurucudan c¢ikarildi. 50 mL’lik falkon tiipline 10 mL DMEM kondu ve iizerine
MCF-7 meme kanseri hiicre hatti aktarildi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijin ardindan hiicre pelletine dokunmadan serolojik pipet yardimiyla
stipernatant atildi. Hiicre pelletinin iizerine 5 mL DMEM eklenip pipetaj yapilarak
karismalar1 sagland1 ve 25cm?’lik flaska aktarildi. 37°C’de, %5 COz igeren etiivde
inkiibe edildi.

5.2.3. MCF-10A meme epiteli hiicre hatti kiiltiirii

MCF-10A meme epiteli hiicreleri igin 500 mL DMEM/F12 igerisine 25 mL at
serumu, 100 uL EGF, 250 uL hidrokortizon, 50 pL kolera toksini, 500 uL insiilin ve 5
mL Pen/Strep eklenerek medyum hazirlandi. Hicreler yeterli miktarda medyum
kullanilarak 37°C’de, %5 COz2 igeren etiivde inkiibe edildi. Medyum haftada 3 kez
degistirilerek hiicreler ¢cogaltildi.

5.2.4. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kiiltiirii

MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in 500 mL DMEM igerisine 50 mL FBS ve 5
mL Pen/Strep eklenerek medyum hazirlandi. Hiicreler yeterli miktarda medyum
kullanilarak 37°C’de, %5 CO:2 igeren etiivde inkiibe edildi. Medyum haftada 3 kez
degistirilerek hiicreler ¢ogaltildi.

5.2.5. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler sikisik duruma geldiginde ortamdaki medyum yetersiz kalir ve kontakt
inhibisyon nedeniyle hiicrelerin ¢ogalmasi durur. Bu sebeple hiicrelerin pasajlanmasi

gerekir.

e Pasaj islemleri i¢in 25cm?’lik flasktaki hiicrelerin sikisikligi mikroskop
altinda degerlendirildi.

e Yaklasik %70 yogunluga ulasildiginda flasktaki medyum atildi. Hiicreler
2 kez PBS/EDTA ve 1 kez PBS ile yikandi.

e Tripsin ile 37°C’de, %5 COz igeren etiivde 5 dakika muamele edildi.
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e Medyum eklenerek tripsin inaktive edildikten sonra falkona alinan
hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiijiin ardindan hiicre pelletine dokunmadan pipet yardimiyla
siipernatant atildi.

e Hiicre pelleti tizerine 1 mL medyum eklenip pipetaj yapildi.

e Hiicre saymmi yapildiktan sonra hiicreler istenilen yogunlugun elde
edilecegi sekilde seyreltilerek 75cm?’lik flaska ekildi.

e Hiicreler 37°C’de, %5 COz igeren etiivde inkiibasyona kaldirildu.

5.2.6. Hiicrelerin hemositometrik sayim

Hiicrelerin hemositometrik sayimi igin tripan mavisi ad1 verilen negatif yiiklii bir
boya kullanildi. Hiicre canliysa ve membrani zarar gormemisse bu boya hiicre igine
girmemektedir. Ancak canli olmayan hiicreler boyay1 absorbe etmekte ve mikroskop
altinda mavi goriinmektedir. Sayim i¢in uygulanan islem basamaklar1 asagida

siralanmis ve Sekil 5.1°de gosterilmistir.

@ Ornek ve Tripan Mavisinin Hazirlanmasi

- -
\§; A.’Jan Mavisi i

Thoma Lami

@ Canli Hiicre Sayimi

‘ ' —— Canli Hiicre
(boyanmamisg)

- -'-*r. olii Hiicre
... (boyanmis)
v

Sekil 5.1. Hemositometrik hiicre sayim1 asamalari (https://biorender.com kullanilarak
¢izilmistir, Erisim tarihi: 14 Subat 2021).

e Canli hiicre sayimimi gerceklestirmek i¢in 200 pL’lik eppendorfa 10 pL

tripan mavisi ve 10uL 6rnek 1:1 oraninda eklendi.
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e Hazirlanan hiicre siispansiyonu, thoma lamimin bdlmelerine 10’ar pL
kondu.

e Thoma lami mikroskopa yerlestirildi ve boyanmamis canli hiicreler
sayild.

e Toplam canl1 hiicre sayisini hesaplamak i¢in sayma alanlarindaki ortalama
canl1 hiicre sayis1 N, seyreltme faktorii 2, sayma hacmini mm*’ten mL’ye
doniistiirmede kullanilan ¢arpim faktodrii 10* olmak iizere asagidaki formiil

kullanildi.
1 mL’de toplam canli hiicre sayis1 = N x 2 x 10*

5.3. Hiicre Canlihigi ve Sitotoksisite Analizi

5.3.1. Flurbiprofen tiirevi SGK597’nin hazirlanmasi

Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Ana Bilim
Dali’ndan beyaz renkte toz halde temin edilen 50 mg SGK597, 1 mL DMSO iginde
coziilerek 96 mM’lik ana stok hazirlandi. Daha sonra hiicrelere uygulanacak diisiik

konsantrasyonlar i¢in bu ana stok kullanildi.

5.3.2. WST-8 testi protokolii

WST-8 testi, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu 6l¢mede kullanilan kolorimetrik
bir yontemdir. WST-8’e dayanan CCK-8 deney kitinde, hiicre igine rahat¢a girip
elektron tasima gorevi yapan mediatorlerle birlikte heterosiklik organik yapidaki
renksiz, hiicre membranin1 gegemeyen, negatif yiiklii WST-8 tetrazolyum tuzu (2-(2-
metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum,
monosodyum tuzu) kullanilir. WST-8 tetrazolyum tuzu, hiicresel dehidrojenazlar
tarafindan mediatorler araciligiyla elektron alarak suda ¢oziinebilen turuncu formazan
tirliniine indirgenir. Bu olay yalnizca aktif mitokondri varliginda goriiliir. Dolayisiyla
canlt olmayan hiicreler renk reaksiyonuna neden olamazken, canli hiicreler kiiltiir
ortamini turuncuya doniistiiriir. Spektrofotometrik yontemlerle absorbans olgiimii

yapilarak ortamdaki canli hiicre sayist hesaplanir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Uygulanan islem basamaklari agsagida siralanmis ve Sekil 5.2’de gosterilmistir.
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@ Hiicre Ekimi ve ilag @ CCK-8 Soliisyonu @ Inkiibasyon
Uygulama

@ Kolorimetrik Reaksiyon @ Absorbans Olgiimii
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Sekil 5.2. WST-8 testi protokol asamalari (https://biorender.com kullanilarak
cizilmistir, Erigim tarihi: 14 Subat 2021).

e Hiicreler 96 kuyulu iki ayr1 plakaya, her kuyuda 100 uL medyum ve 1500
hiicre olacak sekilde ekildikten sonra 24 saat siireyle 37°C’de, %5 CO2
iceren etiivde inkiibasyona kaldirildi.

e Inkiibasyon sonrast medyum degistirildi ve ila¢ uygulanmayan kontrol
grubu, %0,1 DMSO igeren kontrol grubu, artan konsantrasyonlarda (10,
25, 50, 75, 100 uM) SGK597 igeren deney grubundan 3’er tekrar olacak
sekilde uygulama yapildu.

e 24 ve 48 saatlik inkiibasyon periyotlarindan sonra kuyulardaki medyum
atildi. Her kuyuya 100 pL taze medyum ve 10 puL CCK-8 soliisyonu
eklendi. Plaka, c¢alkalayiciya 5 dakika konduktan sonra 37°C’de, %5 CO2
iceren etiivde 4 saatlik inkiibasyona kaldirildu.

e FElisa Reader kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbansi dl¢iildii.
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5.4. Apoptoz Tayini

5.4.1. JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi protokolii

JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi, saglikli ve apoptotik hiicrelerde
MMP’yi tespit etmek icin kullanilan bir yontemdir. Lipofilik ve katyonik o6zellik
gosterip yesil floresans veren bir boya olan JC-1 (5,5,6,6’-tetrakloro-
1,1°,3,3 tetraetilbenzimi-dazolilkarbosianin iyodiir) mitokondriye girme kabiliyetine
sahiptir. Saglikli hiicrelerde mitokondrinin yiiksek elektronegatifligine bagl olarak
JC-1, mitokondriye girer ve kirmiz1 floresans veren J agregatlari olusturur. Buna
karsin, apoptotik hiicrelerde elektrokimyasal potansiyel kayb1 yasayan mitokondriye
¢ok daha az JC-1 boyasi girdigi igin yeterli miktarda J agregatlari olusamaz ve yesil
floresans gortiliir (Sivandzade ve ark., 2019). Yesil/kirmizi floresans oranina bakilarak

MMP depolarizasyonu ve apoptotik hiicre orani1 degerlendirilebilir.

Uygulanan islem basamaklar1 asagida siralanmis ve Sekil 5.3’te gosterilmistir.

@ Hiicre Ekimi ve ilag @ JC-1 Boyasi @ Inkiibasyon

Uygulama

E 30 dakika

@ J Agregasyon @ Santrifiij ve @ Floresans Olgiimii
Tamponlama

Yiiksek membran potansiyeli Diigiik membran potansiyeli

0 ® D Cagd e |
' ““"‘O
LS

yon | ¢ 3“
‘ |
'/J agrega O JC-1 boyasi

Sekil 5.3. JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi protokol asamalar
(https://biorender.com kullanilarak ¢izilmistir, Erisim tarihi: 14 Subat 2021).
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e Hiicreler 96 kuyulu siyah plakaya, her kuyuda 100 uL medyum ve 50 000
hiicre olacak sekilde ekildikten sonra 24 saat siireyle 37°C’de, %5 CO2
iceren etiivde inkiibasyona kaldirildi.

e Inkiibasyon sonrasi medyum degistirildi. ila¢ uygulanmayan kontrol grubu
ve artan konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100 uM) SGKS597 igeren
deney grubundan 3’er tekrar olacak sekilde uygulama yapildi.

e 48 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyulardaki medyum atildi. JC-1 boyas1
medyum ile 1:9 oraninda seyreltildi. Her kuyuya karanlik ortamda 5 uL
seyreltilmis JC-1 eklenip pipetaj yapildi. 37°C’de, %5 CO: igeren etiivde
30 dakika inkiibasyona kaldirildu.

e Plaka, 2100 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra kuyulardaki
slipernatant atildi1 ve her kuyuya 150 pL tampon ¢6zeltisi eklendi. Bu islem
bir kez daha tekrarlandiktan sonra plaka 2100 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi, kuyulardaki siipernatant atildi, her kuyuya 100 pL tampon ¢ozeltisi
eklendi.

o Elisa Reader kullanilarak saglikli hiicreler i¢in 535 ve 595 nm’de sirasiyla
uyarma ve emisyon dalga boyunda floresans yogunlugu, apoptotik
hiicreler i¢in 485 ve 535 nm’de uyarma ve emisyon dalga boyunda

floresans yogunlugu ol¢iildii.

5.4.2. Western emdirimi protokolii

Western emdirimi, bir numunedeki spesifik bir proteini, o proteine 6zgii antikoru
kullanarak tayin etme yontemidir. Proteinler pozitif veya negatif yiiklii olabilmektedir.
Negatif yiiklii sodyum dodesil siilfat (SDS) protein basina esit miktarda baglanan bir
gesit iyonik deterjandir. Yiiksek sicaklikta denatiire olan proteinlerin tamami SDS ile
muamele edildiginde negatif yiliklenir. Boylece proteinler arasinda sekilden ve yiikten
kaynaklanan farklar elimine edilir. SDS’ye ek olarak kullanilan B-merkaptoetanol
(Bmet) ile proteinlerin disiilfit baglar1 kirilarak denatiirasyon desteklenir. Numunelerin
kuyulara dogru ve kolay sekilde ytliklenebilmesi i¢in yogunlugu artiran gliserol ve renk

veren bromofenol mavisinden faydalanilir.

Proteinler belirli oranlarda akrilamid ile hazirlanan gézenekli yiiriitme jelinde

hareket eder ve molekiil agirligina gore ayrisarak (Sieving etkisi) protein bantlarini
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olusturur. Olusan bantlar nitroseliilloz membrana transfer edildikten sonra membran ve
antikorlar arasinda spesifik olmayan baglanmalar1 en aza indirmek icin blokaj iglemi
yapilir. Ilgili proteine dzgii primer antikordan sonra konjuge enzim iceren, primer
antikora 0zgii sekonder antikor ile muamele sonrasi kemiliiminesans goriintiilleme

yapilir.

Uygulanan islem basamaklar: asagida siralanmis ve Sekil 5.4’te gosterilmistir.

@Hi.icre Pelleti Toplama @Hi.icre Lizati ve Protein Tayini @ SDS-PAGE
( _ .‘ Protein
A rele A
i A® e
VY v ¢ vV
@ Elektro-Transfer @ Ozgiil Antikorlarla isaretleme Kemiliminesans

Goriintiileme
Substrat  Sinyal

*

3z
@ - - - - p- Sekonder antikora

o ) bagl enzim
| ‘/ \Y Primer antikora 6zgli
- | sekonder antikor

" Proteine dzgii
primer antikor

nitroseliiloz membran

Sekil 5.4. Western emdirimi protokol asamalar1 (https://biorender.com kullanilarak
¢izilmistir, Erigim tarihi: 14 Subat 2021).

e Her 6rnek i¢in 25cm?’lik flaska S mL DMEM igerisinde 800 000’er hiicre
ekildi. 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi flasklardaki medyum atildi ve taze medyum eklendi. Deney grubu
icin hiicreler 10, 25, 50 uM SGK597 ile 37°C’de, %5 COz igeren etiivde
48 saat muamele edildi. Flasklardaki medyum atildiktan sonra hiicreler
sirastyla 2 kez PBS/EDTA ve 1 kez PBS ile yikandi, tripsin ile 5 dakika
muamele edildi. DMEM eklenerek tripsin inaktive edildikten sonra
falkonlara alinan Ornekler 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijiin ardindan hiicre pelletine dokunmadan pipet yardimiyla
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siipernatant atildi. Ornekler, 1 mL DMEM eklenip pipetaj yapilarak
eppendorflara alindi ve 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atildiktan sonra 1 mL PBS eklenerek 10 000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi ve bu islem iki kez daha tekrarlandi. Elde edilen hiicre
pelletleri -80°C’de deney giiniine kadar saklandi.

Ornekler deney giinii -80°C’den ¢ikarildi. Her drnek i¢in 8 uL proteaz
inhibitor kokteyli, 2 uL. NaF, 190 puL RIPA parcalama (lizis) tamponu
kullanilarak lizis soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan soliisyondan her 6rnege
200’er puL eklenip pipetaj yapild1 ve 30 dakika muamele edildi. Ornekler
+4°C’de 14 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Proteinleri igeren
siipernatant, pipet yardimiyla alinarak yeni eppendorflara aktarildi. Elisa
Reader kullanilarak protein konsantrasyonu (ug/uL) belirlendi. Deneyde
kullanilmak tizere 50 pg protein igin gerekli hacim hesaplandi.
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) igin iki tekrar olacak
sekilde %12’lik yiiriitme jeli ve %4’liik yiikleme jeliyle kasetler hazirlanip
tanka yerlestirildi. Tank, Kuyularin seviyesini ge¢ene kadar 1X yiiriitme
tamponu (25 mM tris, 192 mM glisin ve %0,1 SDS igerir) ile dolduruldu.
Her 6rnekten alinan 50 pg protein, hesaplanan miktarda distile su, fmet ve
4X yiikleme tamponu (1 M Tris-HCI, %100 gliserol, %20 SDS, %0,1
bromofenol mavisi ve distile su igerir) ile karigtirilip +95°C’de 5 dakika
bekletilerek denatiire edildi. Denatiire edilen 6rnekler protein belirtegleri
ile birlikte kuyulara dikkatlice yiiklendi. Kapak kapatildiktan sonra
elektrotlar baglandi1 ve 150 V’ta 2 saat yiiriitme saglandi.

Yiiriitme esnasinda 5X transfer tamponu (25 mM tris, 192 mM glisin ve
%20 metanol icerir) hazirland1. Transfer i¢in gereken siinger, filtre kagidi
ve nitroseliiloz membranlar bu tampon ile 1slatilarak +4°C’de saklandi.
Yiiritme tamamlandiktan sonra tanktaki yiiriitme tamponu atildi ve jel,
kasetten ¢ikarildi. Arada hava kabarcig1 kalmamasina dikkat ederek pens
yardimiyla transfer kaseti hazirland1 ve transfer tamponu ile doldurulan
tanka yerlestirildi. Kapak kapatildiktan sonra elektrotlar bagland1 ve 25

V’ta 2 saat transfer saglandi. Transfer sonunda membranlar, pens
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yardimiyla alind1 ve blokaj islemi i¢in %5’lik sigir serum alblimin (BSA)
ile ¢alkalayicida 1 saat muamele edildi.

Membranlar, %1 BSA igeren 1X TBS-T igerisinde ¢oziilen B-aktin, Bcl-2,
Bax ve c-PARP primer antikorlari ile +4°C’de calkalayicida gece boyu
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonras1 membranlar ¢alkalayicida 1X
TBS-T (pH degeri 8 olacak sekilde 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 3 gtrisile 1 L’ye
tamamlanarak hazirlanan 1X TBS ve %0,1 Tween 20 igerir) ile ti¢ defa
10’ar dakika yikandi. Yikama sonrast membranlar %1 BSA igeren 1X
TBS-T igerisinde ¢oziilen sekonder antikor ile calkalayicida 2 saat
muamele edildikten sonra 1X TBS-T ile ii¢ defa 10’ar dakika yikandi.
Membranlarin tiim yilizeyine kemiliiminesans substrat ¢ozeltisinden 1 mL
uygulandi ve 2 dakika beklendi. Miktar tayini, kemiliiminesans
gorlintiileme sistemi Biostep Celvin ve TotalLab 1D yazilimi kullanilarak

yapildi.
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6. BULGULAR

6.1. WST-8 Testi Sonuclar1

MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin, farkli konsantrasyonlarda SGK597 ile 24 ve
48 saatlik inkiibasyonu ig¢in yontemler boliimiinde agiklandigi gibi WST-8 testi
protokolii uygulanmistir. Elde edilen absorbans degerlerinin analizi sonrasi, hiicre
canlilik orant ve ICsp degerlerinin hesaplanmasi igin GraphPad Prism 8 istatistik

programi kullanilmistir.

Elde edilen istatistiksel verilere gore SGK597°nin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu i¢in ICsg degeri sirasiyla 28,74 uM ve 17,28
uM; MCF-10A meme epitel hiicrelerinde ise 65,9 uM ve 50,5 uM olarak
belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda SGK597 uygulamasi i¢cin MCF-7 hiicre
canliik oram1 Sekil 6.1°de, MCF-10A hiicre canlibk orani ise Sekil 6.2°de
gosterilmistir. Uygulanan 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM SGKS597 igin logaritmik
konsantrasyon degerleri sirasiyla -6, -5, -4,6, -4,3, -4,125 ve -4 M olarak verilmistir.

MCF-7
150
- 24h

g 1004 == 48h
5
T 50+
8
©
8] ~
3 0 T T T T
= 60 -55 -50 -45 -40 -35

50 log konsantrasyon (M)

Sekil 6.1. Artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle SGK597 uygulanan MCF-7
meme kanseri hiicrelerinin canlilik orani.
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Sekil 6.2. Artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle SGK597 uygulanan MCF-
10A meme epitel hiicrelerinin canlilik orani.

MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri icin diger program ¢iktilar: sirasiyla Tablo 6.1 ve

Tablo 6.2°de gosterilmistir.

Tablo 6.1. Farkli konsantrasyonlarda SGK597 ile 24 ve 48 saat muamele edilen MCF-
7 meme kanseri hiicre hatti igin GraphPad Prism 8’de belirlenen istatistiksel sonuglar.

Nonlin fit MCF-7 24h MCF-7 48h
log(inhibitor) vs. normalized response --
Variable slope
Best-fit values
LoglC50 -4.542 -4,762
HillSlope -5.292 -3,266
IC50 2.874e-005 1,728e-005
95% CI (profile likelihood)
LoglC50 -infinity to +infinity -4,879 to +infinity
HillSlope -infinity to 0.2766 -infinity to -1,880
IC50 77? 1,322e-005 to ???
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 16 16
R squared 0.06123 0,8911
Sum of Squares 25567 3735
Sy.x 39.97 15,28
Number of points
# of X values 18 18
# Y values analyzed 18 18
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Tablo 6.2. Farkli konsantrasyonlarda SGK597 ile 24 ve 48 saat muamele edilen MCF-
10A meme epiteli hiicre hatti i¢cin GraphPad Prism 8’de belirlenen istatistiksel

sonugclar.
Nonlin fit MCF-10A 24h MCF-10A 48h
log(inhibitor) vs. normalized --
Variable slope
Best-fit values
LoglC50 -4,181 -4,297
HillSlope -1,865 -4,477
IC50 6,590e-005 5,050e-005
95% CI (profile likelihood)
LogIC50 ??? to +infinity -4,568 to ???
HillSlope -infinity to +infinity -infinity to 0,4212
IC50 ?77? 2,702e-005 to ???
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 10 10
R squared -0,4668 0,1745
Sum of Squares 20638 15866
Sy.x 45,43 39,83
Number of points
# of X values 12 12
# Y values analyzed 12 12

MCEF-7 hiicre canlih@indaki degisimin morfolojik etkileri mikroskop altinda

incelenmistir. Artan konsantrasyonlarda SGK597 uygulanan hiicrelerin sekil ve

bliytikliiklerinin doza baglh olarak degistigi goriilmiistiir. Hiicreler kiiciilmiis,

bliziismiis ve yuvarlaklasmistir. Bu degisimler Resim 6.1°de gosterilmistir.
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Resim 6.1. MCF-7 hiicrelerinin (a) 0, (b) 10, (c) 25 ve (d) 50 uM SGK597 ile 48 saat
inkiibasyon sonras1 mikroskop altindaki goriintiisti.

6.2. JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Testi Sonuglari

MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin, farkli dozlarda SGK597 ile 48 saatlik
inkiibasyonu i¢in JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli testi protokolii
uygulanmigtir. Saglikli hiicrelerde kirmizi, apoptotik hiicrelerde ise yesil floresans elde
edilmigtir. Bu degerlerin analizi i¢in GraphPad Prism 8 istatistik programi

kullanilmastir.

MCF-7 hiicrelerinde doza bagli olarak mitokondriyal membran potansiyelinde
genel olarak diistis (depolarizasyon) ve apoptotik hiicre oraninda artis belirlenirken,
MCF-10A hiicrelerinde siirekli bir degisiklik goriilmemistir. Bu durum sirasiyla Sekil
6.3 ve Sekil 6.4’te gosterilmistir.
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Sekil 6.3. MCF-7 hiicre hattinin, artan dozlarda SGK597 ile 48 saat inkiibasyonu
sonrast yesil/kirmizi floresans orani.
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Sekil 6.4. MCF-10A hiicre hattinin, artan dozlarda SGK597 ile 48 saat inkiibasyonu
sonrast yesil/kirmizi floresans orani.

6.3. Western Emdirimi Sonuglari
SGKS597 ile 48 saat inkiibe edilen MCF-7 hiicreleri i¢in Western emdirimi
protokolii uygulanarak Bax, Bcl-2, c-PARP proteinleri tayin edilmistir. Bu protein

seviyelerinin normalizasyonu igin 3-aktin protein miktar1 da belirlenmistir. Elde edilen

sonuglarin analizi i¢in GraphPad Prism 8 istatistik programi kullanilmistir.

Bax/Bcl-2 protein orani incelendiginde, SGK597’nin MCF-7 hiicrelerinde bu
orani degistirmedigi goriilmistiir. Elde edilen Bax ve Bcl-2 protein bantlari ile orani,

Sekil 6.5’te gosterilmistir.
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Sekil 6.5. Western emdirimi analizi sonucu elde edilen (a) Bax, Bcl-2, f-aktin protein
bantlar1 ve (b) Bax/Bcl-2 protein orani.
Ote yandan, c-PARP protein ekspresyonunda da kayda deger bir degisim
gozlenmemistir. Elde edilen c-PARP protein bantlar1 ve ekspresyon seviyeleri Sekil

6.6’da gosterilmistir.
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Sekil 6.6. Western emdirimi analizi sonucu elde edilen (a) c-PARP protein bantlar1 ve
(b) c-PARP protein ekspresyonu.
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7. TARTISMA ve SONUC

Flurbiprofen tiirevi SGK597°nin daha oOnce prostat kanseri hiicrelerine karsi
antikanser etkisi olabilecegi saptanmistir (Yilmaz ve ark., 2020). Prostat kanserinin
nedenleri karmasiktir ve tam olarak belirlenmemistir. Olas1 risk faktorleri yas, 1rk,
cografya, aile Oykiisii ve genetik faktorlerdir. Bu risk faktorleri arasinda aile oykiisii,
prostat kanseri gelisimi i¢in en bilinen risk faktorlerindendir. Ailesel prostat kanseri
riskinin yaklasik %35'1 bilinen genlerle agiklanmaktadir. BRCA1 ve BRCA2, kalitsal
meme ve yumurtalik kanserine neden olan iki ana gendir. Ailede meme kanseri oykiisii
bulunan BRCA1 ve BRCA2 mutasyon tastyicilarinda prostat kanseri riskinin arttigina
dair kesin kanitlar vardir. Ayrica 6nceki ¢alismalar, birinci derece akrabalarda meme
kanseri aile Oykiisiiniin prostat kanseri ile iliskili oldugunu da bildirmistir (Ren ve ark.,

2019).

Onceki ¢alismalara dayanarak prostat kanserine karsi faydali etkiler gosteren
ajanlarin meme kanserine karsi da etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Karboksiamido-
triazol’lin, in vitro olarak meme ve prostat kanseri go¢iiniin segici bir inhibitori oldugu
kesfedilmistir ve bu bilesigin kanser hastalarinda faz III klinik deneylerine girdigi
bilinmektedir. Fenilboronik asit ise farelerde meme ve prostat kanseri go¢iinii ve timor
metastazint  secici olarak inhibe ettigi gosterilen karboksiamido-triazol ve

migrastatin’in in vitro 6zelliklerine olumlu bir sekilde benzemektedir (Bradke ve ark.,
2008).

Yapilan bir caligmada insan prostat kanseri hiicre hatlar1 PC-3 ve LNCaP farelere
deri altindan agilanmais, yesil ¢ayda bol miktarda bulunan epigallokatesin gallat enjekte
edildiginde ise prostat kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve boyutlarini hizla
azalttig1 goriilmiistiir. Epigallokatesin gallat, insan meme kanseri hiicre hattt MCF-
7°de de in vivo olarak denenmis ve timdor gelisimini inhibe ettigi ortaya konmustur.
Hatta bu sonugla yesil ¢ayin yiiksek tiikketimi ile baz1 Asya tilkelerinde prostat ve meme
kanserlerinin diislik goriilme siklig1 arasinda bir iligki olabilecegi diistintilmiistiir (Liao

ve ark., 1995).

Sinnamik asit tiirevlerinin de meme ve prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesi

iizerindeki inhibe edici etkileri test edilmistir. Incelenen bilesikler arasinda 3,4,5-
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trihidroksisinnamik asit desil ester, apoptozun indiikklenmesiyle kanser hiicresi
biiyiimesinin en giiglii inhibisyonunu gostermistir. Bu bilesigin meme ve prostat

kanserine kars1 yeni bir antikanser ajan olabilecegi belirtilmistir (Imai ve ark., 2019).

Bir bagka calismada ise tamoksifen, Ostrojen ve artemisine dayali bir dizi hibrit
bilesik sentezlenmis ve insan prostat (PC-3) ve meme (MCF-7) kanseri hiicre hatlarina
kars1 in vitro aktiviteleri agisindan analiz edilmistir. Bazi hibritlerin PC-3 ve MCF-7

hiicre hatlarinda antikanser aktivite gosterdigi belirtilmistir (Frohlich ve ark., 2020).

Bu ¢alismada ise artan konsantrasyonlarda SGK597°nin 24 ve 48 saat siireyle
MCF-7 hiicre hattina uygulanmasiyla ICsg degeri sirastyla 28,74 uM ve 17,28 uM;
MCF-10A hiicre hattina uygulanmasiyla ise 65,9 puM ve 50,5 puM olarak
hesaplanmistir. PC-3 prostat kanseri hiicre hattinin SGK597 ile 24 saatlik inkiibasyonu
icin belirlenen ICso degerinin 27,1 uM oldugu bilinmektedir. Bu degerin MCF-7 igin
belirlenen deger ile yakin olmasi, iki kanser tiirii arasinda bir iligki olabilecegi
diistincesini  beslemektedir. Ancak ICso degeri hiicresel fonksiyonlarin sekteye
ugradig1 sessiz, biiylimesi duran, 6lii, erken veya gec apoptotik siirecteki hiicrelerin
tamamina gore belirlenmektedir. Dolayisiyla uygulanan WST-8 testi apoptozu

gosteremez. Ancak hiicrelerin canliligl ve metabolik aktivitesi hakkinda fikir verir.

[lag tasarimi sirasinda viicudumuzdaki olas1 etkilesimler ve zararlar
diisiiniilmektedir. Yeni ila¢ adaymnin ICso degeri ne kadar diistikse, ilgili hastalik i¢in
yeni ila¢ haline gelme potansiyeli o kadar yiiksektir. Bu nedenle ilerleyen testlerde
MCF-7 hiicreleri igin 48 saatlik inkiibasyon tercih edilmistir. Ote yandan, MCF-10A
meme epitel hiicrelerinde 1Cso degeri ¢cok daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durum, MCF-7
icin uygulanacak SGK597’nin ayni inkiibasyon siiresinde MCF-10A’da 6nemli bir

etkiye neden olmayacagini diislindiirmektedir.

Apoptoz belirteglerinden biri  oldugu bilinen mitokondriyal membran
potansiyelinin MCF-10A hiicrelerinde SGK597’nin diisiik konsantrasyonu i¢in radikal
olarak degismemesi, SGK597 nin normal meme epiteline ciddi zarar vermeyecegini
akla getirmektedir. Ote yandan, MCF-7 hiicrelerinde SGK597’nin artan
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu mitokondriyal membran potansiyeli diislis

seyri gdstermistir. Bu durum apoptotik veya nekrotik hiicre 6liimiine bagl olabilir.
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SGK597°nin  MCF-7  hiicrelerinde  apoptotik  etkisinin daha detayh
degerlendirilmesi igin yapilan Western emdirimi sonucunda Bax/Bcl-2 protein
oraninda ve c-PARP protein ekspresyonunda bir degisiklik goriilmemistir. Apoptoza
giden hiicrelerde Bax/Bcl-2 oraninin ve c-PARP ekspresyon seviyesinin artmasi
beklenmektedir. Elde edilen sonuca gore SGK597°nin MCF-7 hiicrelerini apoptoza
gotiirmedigi fikri gliclenmektedir. Bunun disinda apoptozla iligkili Bax/Bcl-2 orani ve
c-PARP protein ekspresyonunda bir degisiklik olmamasina ragmen JC-1
mitokondriyal membran potansiyeli testi sonucu goriilen depolarizasyon, hiicrelerde
bir miktar apoptotik uyarim oldugunu ve SGK597’nin proliferasyonu baskilamanin
yaninda apoptotik bir ajan olarak kullanilabilme potansiyelinin oldugunu
diisiindiirmektedir. Farkli proteinlerle yapilacak c¢aligmalar, ilacin farkli yolaklar
tizerinde etkili oldugunu gosterebilir. Western emdirimi nicel degerlendirme
bakimindan ¢ok hassas degildir ve deneylerin en az ii¢ kez tekrarlanmasi1 gerekir.

Apoptotik hiicre 6liimiiniin kesin tayini i¢in daha ileri testlere ihtiya¢ vardir.

Calismamizda SGK597 nin proliferasyonu baskilayici etkisi gozlenmis, ayrica bu
etkinin kanser hiicre hattinda saglikli hiicre hattina gére 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Mitokondriyal membran potansiyeli 6l¢timleri SGK597 nin apoptotik
etkisi oldugunu da diistindiirmektedir. Ancak bu gézlemin apoptozu gosterecek farkl

yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.

NSAIil'lerin meme kanseri iizerindeki etkisine yonelik calismalarin geliskili
sonuglara yol agtign aciktir. Bu farkliliklarin ilag tasarimina mi1 yoksa NSAIl'lerin
meme kanserinin dogal seyri {lizerindeki etki mekanizmasinin tam olarak
anlagilmamasina mi bagli oldugu bilinmemektedir. Bu etkilerin anlagilmasi, yapilacak

ileri caligmalara muhtactir.
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