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Onsoz

Yiiksek lisans 6grenimim maalesef ki COVID-19 pandemisi ile basladi ve yaklasik
bir sene uzaktan egitim ile Ogrenim silirecime devam ettim. Tez asamasinin
baslangicinda yiiz yiize egitime ge¢ilmesiyle aktif olarak laboratuvarlarimizda gorev
almaya ve hiicre kiiltiirii ve molekiiler tekniklerin oldugu g¢alismalara katilmaya
basladim. Tez konumu belirleme asamasinda ilgi duydugum ve ¢alismak istedigim
konu olan kanser alaninda arastirmalar ve literatiir taramalar1 yapmaya bagladim.
Yaptigim literatiir taramalarinda ise ileri evre kanser hiicrelerinin glutamin
bagimliligim1i  gosteren caligmalar ve kanser metabolizmasinda glutaminaz
inhibitorlerinin uygulamasinin umut veren ¢aligmalart olduk¢a dikkatimi cekti.
Metabolik bir yolagin ¢ogu kanser tiiriine de katkida bulunabilecegi ve bu yolagin
inhibisyonunun etkili olabilecegini 6ngdrerek hiicre kiiltiirli ve molekiiler tekniklerin
uygulanabilirligini danisanima sundum. Glutaminaz inhibitorlerinin
uygulanabilirliginin olmasi i¢in Oncelikle sectigimiz kanser tiirii olan meme kanseri
hiicre hatlarinda glutaminaz ekspresyonlarinin olup olmadigin1 gérmek igin
ekspresyon analizi yaparak bir 6n ¢aligma yaptim. Glutaminaz ekspresyonunun
meme kanseri hiicre hatlarinda bulunmasinin ardindan tez konusunu biraz daha
genigletip baska bir metabolik yolagin daha inhibisyonunun uygulanabilirligini
arastirdim. Danigsmanim ile yaptigimiz calismalar sonucunda meme kanserinde
glutaminoliz  ve glikoliz ~mekanizmalarinin es zamanli  inhibisyonunu
aragtirabilecegimiz bir deney tasarimi i¢in uygun inhibitdrler, uygun hiicre hatlar1 ve
uygun teknikler arastirdim. Tez c¢aligmamin onayindan sonra hiicre kiltiiri
caligmalarima bagladim ve deney tasarimina goére kademe kademe ilerleyerek tez

calismami tamamladim.

Izmir, 14.09.2022 Zeynep OZILERI



Ozet
Glutaminoliz ve Glikolizin Inhibisyonlarinin Meme Kanseri Hiicre Modelinde

Antikanser Etkilerinin Arastirilmasi

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve proliferasyon ile karakterize, karmasik ve
heterojen Ozellikler gosteren ¢ok asamali bir hastaliktir. Kanser tiirleri koken
aldiklar1 organ veya dokuya gore farkliliklar gostermekte ve bu farkliliklar da hiicre
tipine gore farkli prognoz, terapotik hedef ve tedavi gesitlerini gerektirmektedir.
Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelerden farkli metabolik gereksinimler gosterirler ve
metabolizmalarindaki  degisiklikler proliferasyona ve makro molekiillerin

biyosentezine katkida bulunmaktadir.

Kanser hiicrelerinin biiylime ve sagkalim i¢in pek c¢ok bilesene ihtiya¢g duymasina
ragmen temelde iki ana besin maddesi olmazsa olmazdir: glikoz ve glutamin. Kanser
hiicrelerinin degisen metabolizmalarinda yiliksek seviyelerde glutamin tiiketimi
gozlemlenmektedir. Kanser tedavisinde glutamin metabolizmasini hedefleyen
calismalarda Glutaminaz 1 ile ilgili farkli kanser tiirlerinde pek ¢ok calisma yapilmis
ve GLS1’in sagkalim ve biiyliimeyi destekledigi one siiriilmiistiir. Ancak, glutaminaz
izoformu Glutaminaz 2’nin (GLS2) kanser hiicrelerindeki rolii hala belirsizdir.
Glutaminazin inhibisyonunda kullanilan en etkili bilesen BPTES cesitli kanser

tiirlerinde diger inhibitorlere kiyasla tistiin performans gostermektedir.

Glutamin metabolizmasinin yani sira glikoliz metabolizmasi da kanser hiicrelerinde
olduk¢a Onemlidir. Glikolizin anahtar regiilatér enzimlerinden birisi olan 6-
fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bifosfataz (PFKFB), fruktoz-2, 6-bifosfatin (F26BP)
hem sentezinden hem de degredasyonundan sorumludur. PFKFB’nin dort adet
izoformu bulunmakta ve bunlar i¢inden en ¢ok 6ne ¢ikan PFKFB3’tiir ve birgok
insan tiimorlerinde asirt ifade edilmektedir. Ayrica PFKFB3’iin diger izoformlara
gore ylksek kinaz aktivitesi bulunmakta ve Ozellikle kanser tedavisinde glikolizi
hedef almakta olduk¢a One ¢ikmaktadir. PFKFB3’iin kinaz aktivitesinin kii¢iik
inhibitér molekiiller ile inhibisyonu kanser tedavilerinin ¢aligmalar1 i¢in gelecek vaat
etmektedir. PFKFB3’lin spesifik inhibitorlerinden biri olan PFK15 ¢esitli kanser
tiirlerinde antitimor etkiler gostermistir ve kanser tedavisinde kullanilabilecek

potansiyel hedef olabilmektedir.



Meme kanseri, meme epitel hiicrelerindeki genetik farklilagmalar sonucunda ortaya
cikan ve oldukca heterojen ozellikler sergileyen bir hastaliktir. Tedavi genellikle
cerrahi miidahale, radyasyon terapisi ve ila¢ tedavilerinin kombinasyonu seklinde
uygulanmaktadir. Terapilerde, ¢ogu kanser cesidinde degiskenlik gosteren hiicresel

metabolizma ara tirlinlerini hedef alan ¢alismalar son zamanlarda artmaktadir.

Kanser hiicrelerinin metabolizmasinda anahtar rolii olan glikoliz ve glutaminolizin,
BPTES ve PFK15 ajanlarinin kombinasyonu aracili baskilanlamasiyla, meme kanseri
hiicre modelinde proliferasyonun inhibisyonu ve apoptozun indiiklenmesi
amaglanmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda; meme kanseri hiicre modelinde BPTES
ve PFK15’in sitotoksisitesi belirlenecek, BPTES+PFK 15 kombinasyonunun apoptoz
tizerine etkileri arastirilacaktir. Ayrica, GLS2 transkripsiyon faktorii GATA3 ve
aktivatorii MYCN'nin ekspresyon seviyeleri mRNA diizeyinde belirlenecektir. Son
asamada BPTES+PFK15 kombinasyonunun meme kanseri hiicre hatlarinda glikoliz
ve glutaminoliz mekanizmalar lizerine etkisi degerlendirilecektir. BPTES ve PFK15
kombinasyonunun meme kanseri ve daha sonrasinda diger solid kanser tiirlerinde de
mevcut tedavilere katkida bulunmasi hususunda ileri aragtirmalarin yapilmasina

olarak saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler; Meme Kanseri, Kanser Metabolizmasi, Glikoliz,

Glutaminoliz, BPTES, PFK15



Abstract
Investigation of Anticancer Effects of Inhibitions of Glutaminolysis and
Glycolysis in a Breast Cancer Cell Model

Cancer is a multistage disease characterized by uncontrolled cell growth and
proliferation, with complex and heterogeneous features. Cancer types differ
according to the organ or tissue they originate from, and these differences require
different prognosis, therapeutic targets and treatment types according to the cell type.
Cancer cells show different metabolic requirements than healthy cells, and changes
in their metabolism contribute to proliferation and biosynthesis of macromolecules.
Although cancer cells require many components for growth and survival, two main
nutrients are essential: glucose and glutamine. High levels of glutamine consumption
are observed in the altered metabolism of cancer cells. In studies targeting glutamine
metabolism in cancer treatment, many studies have been conducted on Glutaminase
1 in different cancer types and it has been suggested that GLS1 supports survival and
growth. However, the role of the glutaminase isoform Glutaminase 2 (GLS2) in
cancer cells is still unclear. BPTES, the most effective ingredient used in the
inhibition of glutaminase, shows superior performance in various cancer types
compared to other inhibitors.

In addition to glutamine metabolism, glycolysis metabolism is also very important in
cancer cells. 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase (PFKFB), one of
the key regulatory enzymes of glycolysis, is responsible for both the synthesis and
degradation of fructose-2,6-bisphosphate (F26BP). There are four isoforms of
PFKFB, the most prominent of which is PFKFB3, which is overexpressed in many
human tumors. In addition, PFKFB3 has higher kinase activity compared to other
isoforms and is particularly prominent in targeting glycolysis in cancer treatment.
Inhibition of the kinase activity of PFKFB3 with small inhibitor molecules is
promising for studies of cancer treatments. PFK15, one of the specific inhibitors of
PFKFB3, has shown antitumor effects in various cancer types and may be a potential
target that can be used in cancer therapy.

Breast cancer is a disease that occurs as a result of genetic differentiation in breast
epithelial cells and exhibits highly heterogeneous features. Treatment is usually a

combination of surgery, radiation therapy, and drug treatments. In therapies, studies
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targeting cellular metabolism intermediates, which vary in most cancer types, have
been increasing recently.

It is aimed to inhibit proliferation and induce apoptosis in a breast cancer cell model
by suppressing glycolysis and glutaminolysis, which have key roles in the
metabolism of cancer cells, by the combination of BPTES and PFK15 agents. In
accordance with this purpose; The cytotoxicity of BPTES and PFK15 in breast
cancer cell model will be determined, and the effects of BPTES+PFK15 combination
on apoptosis will be investigated. In addition, the expression levels of the GLS2
transcription factor GATA3 and its activator MYCN will be determined at the
MRNA level. In the final stage, the effect of BPTES+PFK15 combination on
glycolysis and glutaminolysis mechanisms in breast cancer cell lines will be
evaluated. The combination of BPTES and PFK15 will enable further research to be
conducted on the contribution of the existing treatments in breast cancer and later in

other types of solid cancer.

Keywords; Breast Cancer, Cancer Metabolism, Glycolysis, Glutaminolysis,
BPTES, PFK15
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Kanser ¢cok agamali bir hastalik olup, kanser hiicreleri kontrolsiiz ve hizli bir sekilde
proliferasyona ugramaktadir ve bu nedenle kanser hiicrelerinde metabolik siireclerde
de farkliliklar bulunmaktadir. Cogu kanser hiicresinde artan glikoliz ve anabolik
yolaklar yoniinden anormal metabolizma 0&zellikleri gozlemlenmektedir. Kanser
hiicrelerinin anormal metabolizmast hem genetik mutasyonlarin fenotipi olarak
ortaya ¢ikmakta hem de tiimor sinyal iletim yollarin1 ve hiicresel reaksiyonlarin
dogrudan etkilemektedir. Kanser hiicreleri ATP iiretimi ve biyosentez
mekanizmalarmi yeniden diizenlerler ve bu hiicrelerin metabolizmalarindaki

degisiklikleri hedefleyen molekiiller potansiyel terapotik ilag adaylaridir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Kanser hiicrelerinin degisen metabolizmasinda 6nemli rol oynayan glikoliz ve
glutaminoliz mekanizmalarinin BPTES ve PFK15 etken maddelerinin uygulanmasi
ile es zamanlt inhibisyonunun meme kanseri hiicre modelinde antikanser etkileri
incelenmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda inhibitérlerin kombinasyonunun
kanser hiicrelerinin canliligini ne Olgliide etkileyecegi ve ilgili gen

ekspresyonlarindaki farkliliklar aragtirilacaktir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

BPTES ve PFK15 etken maddelerinin kombinasyonunun meme kanseri hiicre
hatlarinda glikoliz ve glutaminoliz mekanizmalarin1 inhibe ederek antiproliferatif
etkilerin bulunmasi beklenmektedir. Bu dogrultuda, BPTES ve PFKI15 etken
maddelerinin ve bu iki etken maddenin kombinasyonunun meme kanseri hiicre
modelinde ¢esitli uygulamalarda hiicre 6liimiine yol agmasi beklenmektedir. Ayrica
glikoliz ve glutaminoliz mekanizmalar ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinde
degisiklikleri analiz ederek, yeni metabolizma bazli antikanser ilaglari i¢in potansiyel

terapotik hedefler olusturmay1 amacliyoruz.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Kanser hiicrelerinin degisen metabolizma 06zelliklerine dayali olarak, bir¢cok

calismada ve klinik deneylerde incelenen yeni nesil antikanser terapétikleri, kansere
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0zgli metabolik fenotipleri hedef almaktadir. Glutaminoliz inhibitérii BPTES’in
meme kanseri de dahil olmak iizere ¢ogu kanser tiirlerinde anti-kanser etkileri
bulunmaktadir. Benzer sekilde, glikoliz inhibitorii olan PFK15’in da ¢ogu kanser
¢esidinde anti-proliferatif etkisi kanitlanmistir. Bu dogrultuda arastirilacak olan bu
iki etken maddenin kombinasyonunun meme kanseri hiicre hatlarinda da benzer
etkilere sahip olmasi1 beklenmekte ancak meme kanserinin farkl alt tiplerinde farkl

sonuclar elde edilmesi beklenmektedir.
1.5. Arastirmanin Sinmirhhiklar

Meme kanserinin farkli alt tiplerinde farkli etkiler gostermesi beklenen BPTES ve
PFK15 etken maddeleri ve bu iki etken maddenin kombinasyonunun genel olarak
sinerjik etki gostermesi beklenmektedir. Ancak, sinerjik etki gozlemlenmedigi
takdirde Onerilen doz araliklar1 uygulanarak additif doz bulunmaya calisilacaktir.
Kombinasyon dozunun beklenenden ¢ok hiicre 6liimiine sebep olmasi durumunda ise
doz azaltma secenegi uygulanacaktir. Gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir

sonug elde edilememesi durumunda ise alt yolaklar aragtirilacaktir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Tez ¢alismamizda kanser hiicrelerinin metabolizmasinda anahtar rolii olan glikoliz ve
glutaminolizin, BPTES ve PFKI15 etken maddelerinin kombinasyonu aracili
baskilanlamasiyla, meme kanseri hiicre modelinde proliferasyonun inhibisyonu ve

apoptozun indiiklenmesi amaclanmaktadir.



Genel Bilgiler

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve molekiiler diizeyde
heterojen ozellikler gosteren bir hastaliktir (Harbeck vd., 2019). Erken tani, 6nlem ve
tedavi olanaklarinin gelismesine ragmen, meme kanseri vakalarinin orani her gegen
giin artmakta ve kadinlarda 6liim nedenleri arasinda basta gelmektedir. Erken evre
(metastatik olmayan, memede bulunan veya yalnizca koltuk alti lenf diiglimlerine
yayilmis kanser) meme kanseri vakalari %70-80 oraninda tedavi edilebilir kabul
edilmekte ancak uzak organ metastazlari olan ileri meme kanseri vakalarinda tedavi
olanaklar1 oldukc¢a zordur. Ancak ilerlemis meme kanseri tedavisinde ana hedef,
yasam kalitesini slirdirmek veya iyilestirmek i¢in sagkalimi uzatmak ve tedavi
kaynakli semptomlar1 kontrol altina almaktir (Harbeck vd., 2019).

Diger bir yandan, meme kanseri hormon reseptorlerinin durumuna veya belirli
mutasyonlarin varligina gore kategorize edilmekte ve buna gore de tedavi olanaklar
cesitlilik gostermektedir. Ancak, genellikle kanser vakalarinda tek bir hedeflenebilir
mutasyon gozlemlenmemekte ve tiimoriin heterojen 6zellikler gostermesi sebebiyle
uygulanilan tedavilerde biitiin kanser hiicreleri yok edilememektedir. Boylelikle cogu
meme kanseri alt tipinde biyobelirte¢ ve terapotik hedef olarak kanser ve

metabolizma arasindaki iliskiye yonelik arastirilmalar ilgi ¢ekmektedir (Geck &
Toker, 2016).

2.2. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Diinya genelinde kadinlar arasinda en ¢ok gozlemlenen meme kanserleri ilerleme
asamasi, timor invazifligi ve hormonel reseptér durumuna gore bir¢ok alt tipe
kategorize olmustur. Meme kanserlerinde One c¢ikan {ic tane hormon reseptorii
genellikle asir1 ifade edilmekte ve oldukca diizensizlik gostermektedir. Bu hormon
reseptorleri: Ostrojen reseptdrii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epitel
biiylime faktorii 2 (HER2)’dir. Bu hormon reseptorlerinin ifade edilmesine gore ise
tedavi segenekleri degiskenlik gostermektedir. ER+/PR+ meme kanserlerinde
genellikle endokrin tedavileri uygulanirken, HER2+ meme kanserlerinde HER2
hedefli tedaviler uygulanmakta ve ER-/PR-/HER2- olarak siniflandirilan ti¢lii negatif
meme kanserlerinde kemoterapi ve radyoterapiden faydalanan tedaviler tercih

edilmektedir. Ayrica meme kanserlerinin alt tipine ve asamasina gore cerrahi
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miudahale, cerrahi miidahale Oncesi veya sonrasi kemoterapi, radyoterapi veya
endokrin terapisi uygulanan tedavi stratejileri olarak kullanilabilmektedir.
Radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarinda DNA hasari, hiicre dongiisiiniin
tutulmasi ve apoptozun indiiklenmesi saglanabilmektedir. Endokrin terapilerinde ise
Tamoxifen ve Fulvestrant gibi ajanlarin kullanilmasiyla Ostrojen reseptorii bloke
edilmekte ve anormal Ostrojen sinyallenmesi baskilanmaktadir. Benzer seklilde,

Trastuzumab ajanmin kullanilmasiyla HER2’nin asir1 ifadesi baskilanmaktadir

(Moulder vd., 2018).

2.3. Kanser Metabolizmasi

Proliferatif kanser hiicreleri, cogu normal farklilasmis hiicreden 6nemli dlgiide farkli
metabolik gereksinimler sergiler. Ornegin, kanser hiicreleri yiiksek cogalma hizlarini
desteklemek i¢in ek besinleri tliketir ve bu besinleri makromolekiiler sentez yollarina
yonlendirir. Bu nedenle metabolik yollar, hiicre biiylimesini ve hayatta kalmasini
desteklemek i¢in biyosentetik siiregleri yeterli ATP iiretimi ile dengeleyecek sekilde
yeniden diizenlenmelidir. Tiim kanser hiicreleri metabolizmadaki bu degisiklige bagh
oldugundan, bu degistirilmis yollar ¢ekici terapotik hedefleri temsil eder. Ancak,
normal ¢ogalan hiicreler kanser hiicreleriyle ayni metabolik gereksinimlere sahip
olduklarindan, c¢ogalan kanser hiicreleri ile ¢ogalan normal hiicreler arasinda
terapotik bir pencere bulmak, metabolik yollar1 hedefleyen basarili kanser
tedavilerinin gelistirilmesinde biiyiik bir zorluk olarak goriilmektedir (Vander
Heiden, 2011).

Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerin aksine diizensiz metabolizma sergilemektedir ve
degisen enerji metabolizmas1 normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimii icin
gerekli olmasmin yani sira, kanserin baslamasi ve ilerlemesinde onemli bir rol
oynamaktadir. Malign hiicreler, oksijenin varligina ragmen oksidatif fosforilasyon
yerine adenozin trifosfat (ATP) tiretmek i¢in anaerobik glikoliz kullanir. Gelismis
yag asidi sentezi ve glutaminoliz de kanser hiicrelerinin smirsiz c¢ogalmayi
destekleyen temel degisiklikleridir (Vander Heiden, 2011).

Hiicresel siirecler icin gerekli enerjiyi tiretmek i¢in dncelikle mitokondriyal oksidatif
fosforilasyona dayanan normal farklilagsmis hiicrelerin aksine, ¢ogu kanser hiicresi
bunun yerine “Warburg etkisi” olarak adlandirilan bir fenomen olan anaerobik
glikolize yonelir. Anaerobik glikoliz, ATP iiretmenin verimsiz bir yoludur ve kanser

hiicrelerine sagladig1 avantaj belirsizdir. Kanser hiicreleri ve aslinda tiim c¢ogalan
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hiicreler metabolizmalarini, yeni bir hiicre iiretmek icin gerekli olan besin
maddelerinin (6rnegin, niikleotidler, amino asitler ve lipitler) alinmasini ve
biyokiitleye dahil edilmesini kolaylastiracak sekilde uyarlamaktadir. Kanserle iligkili
bazi mutasyonlar da verimli bir sekilde ATP iiretimi yerine, hiicre proliferasyonunu
destekleyen bazi metabolik yolaklar1 aktive eder ve hiicrenin ¢ogalmaya elverisli bir
sekilde besinlerin metabolize edilmesine neden olurlar. Hiicresel metabolizma ve
bliylime kontrolii arasindaki mekanik baglantilarin daha iyi anlagilmasi, nihayetinde
insan kanseri i¢in daha iyi tedavi olanaklarinin saglanmasini kolaylastiracaktir
(Liberti & Locasale, 2016).

Tek hiicreli organizmalar i¢in, besinler mevcut oldugunda miimkiin oldugunca ¢abuk
tiremek icin evrimsel bir baski vardir. Metabolik kontrol sistemleri, yeterli bir besin
kaynagi algilayacak ve gerekli karbon, nitrojen ve serbest enerjiyi yeni bir hiicre
tiretmek icin gerekli yapi taglarini olusturmaya yonlendirecek sekilde evrimlesmistir.
Besinler yetersiz oldugunda, hiicreler biyokiitle iiretimini durdurur ve aglik
doneminde hayatta kalmak i¢in mevcut kaynaklardan maksimum serbest enerjiyi
cikarmak i¢in metabolizmay1 uyarirlar. Metabolik ihtiyaclardaki bu temel farkliliklar
yansitan farkli diizenleyici mekanizmalar, ¢ogalan ve cogalmayan hiicrelerde
hiicresel metabolizmay1 kontrol etmek icin gelismistir (Liberti & Locasale, 2016)
(Vander Heiden, Cantley & Thompson, 2009).

Cok hiicreli organizmalarda, ¢cogu hiicre siirekli bir besin kaynagima maruz kalir.
Asir1 besin kaynagina maruz kalindigir durumlarda organizmanin hayatta kalmasi i¢in
anormal hiicre c¢ogalmasini Onleyen kontrol sistemleri gerektirir. Bu kontrol
mekanizmalar1  sayesinde memeli hiicreleri biiylime faktorleri tarafindan
uyarilmadik¢a kontrolsiiz ¢ogalma engellenir ve bdylelikle g¢evrelerinden besin
alamazlar. Kanser hiicreleri ise, reseptor tarafindan baglatilan sinyal yollarini islevsel
olarak degistiren genetik mutasyonlar edinerek bu biiylime faktorii bagimliliginin
iistesinden gelir. Bu yollardan bazilarinin hem hiicrenin hayatta kalmasini hem de
hiicre biiyiimesini destekleyen besinlerin alimini hizlandirarak metabolizmay1 yapisal
olarak aktive etmektedirler. Onkojenik mutasyonlar, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu ic¢in gerekli biyoenerjetik ihtiyaclari karsilayabilmek icin Ozellikle
glikoz gibi besinlerin hiicre i¢i alimina sebep olabilmektedir (Vander Heiden,

Cantley & Thompson, 2009).



2.4. Glikoz Metabolizmasi ve Kanser

Ana makromolekiillerden glikoz metabolizmasinda, enerjinin karbon baglarinin
oksidasyonu yoluyla Adenozin Tri Fosfat (ATP) bigiminde kullanilmasina izin verir.
Bu siireg, tiim memeli yasamini siirdiirmek i¢in gereklidir. Memelilerde, son {iriin
laktat veya mitokondride solunum yoluyla glikozun tam oksidasyonu {izerine
karbondioksit olabilmektedir (Liberti & Locasale, 2016). Oksijen varliginda, saglikli
doku hiicreleri glikozu glikoliz yoluyla piriivata metabolize eder ve daha sonra
iiretilen piriivatin biiyiik bir kismini oksidatif fosforilasyon yoluyla mitokodride
karbondioksite metabolize eder. Anaerobik kosullar altinda ise saglikli hiicreler
piriivati mitokondride oksidatif fosforilasyona yonlendirmek yerine oksidasyona
ugratarak laktata indirger (Cantor & Sabatini, 2012). Kanser hiicreleri ise saglikli
hiicrelerden farkli olarak oksijen varliginda bile ATP sentezi igin oksidatif
fosforilasyon yerine anaerobik glikoliz yolunu tercih etmektedirler (Feng, Yu &
Zhang, 2022). “Warburg Etkisi” olarak da bilinen bu fenomende hiicreler oksijenden
bagimsiz olarak artmis glikoliz ve laktat {iretimi ile karakterizedir (Vander Heiden,
2011). Otto Warburg’un 20.yiizyilin ilk yarisinda gergeklestirdigi ¢alismalarindan
kaynaklanan temel paradigma, normal hiicrelerin aksine proliferatif hiicrelerin ATP
tiretimi acisindan oksidatif fosforilasyona gore daha az verimli olmasina ragmen
(~18 kat) oksijen varliginda bile glikozun laktata donistiiriildiigi anaerobik glikolize
yonelmelerine dayanmaktadir (Cantor & Sabatini, 2012). Birim glikoz basina,
anaerobik glikoliz, mitokondriyal solunumla elde edilen miktarla karsilagtirildiginda
ATP iretmenin verimsiz bir yoludur. Ancak, anaerobik glikoliz yoluyla glikoz
metabolizmasinin hizi, glikozdan laktat {retimi, mitokondride glikozun tam
oksidasyonundan ¢ok daha hizli gerceklesecek sekilde daha yiiksektir. (Feng, Yu &
Zhang, 2022). Warburg Etkisi 90 yili askin bir siiredir belgelenmis ve son yillarda
nedenlerini veya islevlerini belirledigini bildiren binlerce makale ile kapsamli bir
sekilde incelenmistir ancak Warburg Etkisinin islevi hala belirsizligini korumaktadir
(Liberti & Locasale, 2016).

Kanser hiicreleri artan glikoliz gereksinimlerini karsilamak i¢in artan glikoz alimina
ve glikolizle iligkili enzimlere ihtiya¢ duyar (Feng, Yu & Zhang, 2022). Anaerobik
glikolize siklikla artan glukoz alimi eslik eder ve bu fenomen hastalarin tiimérlerinde
F-deoksiglukoz pozitron emisyon tomografisi (FDG-PET) goriintiileme kullanilarak

goriintlilenebilir. FDG-PET, klinik olarak ¢esitli kanser tiirleri i¢in bir evreleme araci
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olarak kullanilir ve deneysel PET izleyicileri, kanser hiicrelerini, kanser
metabolizmasinin diger yonlerine dayali olarak normal hiicrelerden ayirt edebilir
(Vander Heiden, 2011).

Ayrica, artan yag asitleri sentezi ve glutaminoliz kanser hiicrelerinin limitsiz
proliferasyonunu destekleyen onemli faktorlerdendir (Feng, Yu & Zhang, 2022).
Tiimdrlerde gozlenen metabolik heterojenligin bir kismi, timdr mikro ¢evresinden
etkilenmektedir. Anormal tiimor damar yapisi, besin, oksijen ve pH gradyanlarina
neden olabilir. Glikoz, amino asitler ve lipitler, metabolik yollar1 aktive etmek igin
substratlar1 saglar ve bu nedenle metabolizma, bu besinlerin hiicresel mevcudiyetine
bagli olarak degisir. Ek olarak, hiicrelerin sinyal mekanizmalari, amino asit
mevcudiyeti ve oksijen seviyeleri gibi kosullar1 algilayan biiyiime kontrol yollariyla
baglantilidir; bu sinyal mekanizmalari metabolizmay1 da etkiler. Kanserle iliskili
genetik degisiklikler genellikle bu ayn1 sinyal yollarinda meydana gelir, bu da hem
cevresel hem de genetik faktorlerin tiimorler arasinda mevcut olan metabolik

heterojenligi etkiledigini gostermektedir (Vander Heiden, 2011).

2.5. Glutamin Metabolizmasi ve Kanser

Saglikli hiicrelerin metabolik programi, ATP iiretimiyle homeostatik siirecleri
siirdiirmeye ve enerjik gereksinimlerini karsilamaya dayanir. Buna karsilik, kanser
hiicreleri yalnizca hiicre replikasyonunu desteklemek icin yeterli enerjiyi iiretmemeli,
ayn1 zamanda makromolekiiler biyosentezin anabolik taleplerini karsilamali ve artan
toksik reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine yanit olarak hiicresel redoks
homeostazin1 saglamalidir. Tiimor hiicrelerinin biiylimesi ve kaliciligi da temel
olarak bu gereksinimlerin toplamini karsilayan metabolik bir ¢dziim iiretilmesine
baghdir.

Glutamin, insan serumunda en c¢ok bulunan serbest amino asittir. Proliferatif
hiicreler, niikleotidlerin, esansiyel olmayan amino asitlerin ve heksozaminlerin
biyosentezi i¢in nitrojen donorii olarak glutamin kullanir (Cantor & Sabatini, 2012).
Glutaminin hiicrelere alimi, bazi durumlarda tiimdrijenez i¢in gerekli olan plazma
membran tagiyicilan tarafindan kolaylastirilir (Lukey vd., 2019). Bununla birlikte,
proliferatif bir¢ok hiicre, bu nitrojen gereksinimlerinin 6tesine gecen bir glutamin
bagimlilig: sergiler. Trikarboksilik asit dongiisii (TCA) ayrica gesitli biyosentetik ve
NADPH iireten yollarda substrat olarak hareket edebilen ara maddeler igerir. Kanser

hiicreleri, bu tiikkenmis ara maddeleri anaplerosis ad1 verilen bir siiregle yenileyerek
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TCA dongiisiinii siirdiirebilir. Glutaminin, glutamata deamidasyonu ve ardindan
glutamatin a-ketoglutarata (a-KG) doniistiiriilmesi iizerine TCA dongiisiine girmesi
yoluyla, cogalan bir¢ok hiicrede metabolik olaylarda 6nemli bir karbon kaynagi
oldugu bilinmektedir (Cantor & Sabatini, 2012).

Artan glutamin metabolizmasi (glutaminoliz), kanserin bir 6zelligidir ve kanser
hiicrelerinde 6nemli bir metabolik degisiklik olarak kabul edilmektedir. Glutaminaz
izoenzimleri (GLS ve GLS2), glutamin metabolizmasi i¢in anahtar enzimlerdir
(Masisi vd., 2020).

Memeli hiicrelerinde glutaminazi kodlayan iki gen bulunmaktadir: GLS1 ve GLS2.
Kanser tedavisinde glutamin metabolizmasini hedefleyen ¢alismalarda Glutaminaz 1
(GLS1) ile ilgili farkli kanser tiirlerinde pek cok calisma yapilmis ve GLSI’in
sagkalim ve biiyiimeyi destekledigi one siiriilmiistiir (Dias vd., 2019). GLS1’in
bobrek tipi glutaminaz (KGA) ve glutaminaz C (GAC) olmak iizere iki ayr1 varyanti
bulunmakta ve yapilan ¢alismalarda izoform degisiminin bazi kanser tiirlerinde terapi
direncine katkida bulundugu ortaya konmustur (Xu vd., 2020). Ancak, glutaminaz
izoformu Glutaminaz 2’nin (GLS2) kanser hiicrelerindeki rolii hala belirsizdir
(Lukey vd., 2019). GLS1'in ekspresyonu onkojenik transkripsiyon faktorleri
tarafindan diizenlenir ve kanserdeki rolii iyi karakterize edilir ve tiimdrijenezi
destekler (Masisi vd., 2020).

GLS2’nin karaciger tipi glutaminaz (LGA) ve glutaminaz B (GAB) olmak {izere iki
ayrt varyantt bulunmakta ve kanser progresyonundaki rolii tam olarak
bilinmemektedir (Panina vd., 2021). GLS2 geni, p53'in transkripsiyonel bir hedefidir
ve glioblastoma ve karaciger kanserinde bir tiimor baskilayici olarak tanimlanmuistir.
Ancak, GLS2 ekspresyonu N-myc gibi onkoproteinler tarafindan da
diizenlenmektedir ve tiimorijenezde gorevli metabolik genlerden biri olarak
tanimlanmistir. Ayrica yapilan bazi ¢calismalarda GLS2’nin meme kanserinde onko-
destekleyici rolii oldugu ortaya konulmus, ekspresyonunun GATA3 tarafindan
diizenlenerek gen {irlinliniin, baz1 meme kanseri alt tiplerinde hiicre proliferasyonunu

ve tiimorijenezi destektedigi bildirilmistir (Masisi vd., 2020).

2.6. Meme Kanseri Metabolizmasi
Meme kanseri hiicreleri diizensiz metabolizma sergiler. Oksidatif fosforilasyon
yerine anaerobik glikoliz ile adenozin trifosfat liretmek igin artan glikoz alimi ve

glikolizle iligkili enzimler gerektirirler. Glutamin metabolizmasi ve yag asidi sentezi
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de hizli ve siirekli hiicre biiyiimesini karsilamak icin gelistirilmistir. Uglii negatif
meme kanseri ve insan epidermal biiylime faktorli reseptorii-2-pozitif meme
kanserleri, artan glikoz ve glutamin metabolizmasi seviyeleri ile 6nemli metabolik
yeniden programlama gosterir. Artan kanitlar, mikro-riboniikleik asitlerin, meme
kanseri hiicrelerinin metabolik enzimlerinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde
onemli roller oynadigmi da gostermektedir. insan epidermal biiyiime faktorii
reseptOrii-2 ve Ostrojen reseptorii sinyal yolaklari, metabolik diizenleme aginda
mikro-riboniikleik asitlerle ¢apraz etkilesime sahip olabilir (Feng, Yu & Zhang,
2022).

Meme kanseri, farkli morfolojik ve molekiiler alt tipleri ve tedaviye yanitlar1 olan
heterojen bir hastaliktir ve meme kanseri hiicrelerinin, hayatta kalma ve ¢ogalmay1
desteklemek icin glutamin metabolizmasin1 yeniden diizenledigi bilinmektedir

(Masisi vd., 2020).

2.7. Glutaminaz Inhibitérleri

Kanser hiicrelerinin biiylime ve sagkalim i¢in pek cok bilesene ihtiya¢g duymasina
ragmen temelde iki ana besin maddesi olmazsa olmazdir: glikoz ve glutamin. Kanser
hiicrelerinin degisen metabolizmalarinda yiliksek seviyelerde glutamin tiikketimi
gozlemlenmektedir. Bu metabolik degisiklikle artmig mitokondriyal glutaminaz
aktivitesi, glutaminin hizla glutamata donistiiriildiigii biyoenerjetik ve biyosentetik
proseslerde olduk¢a dnemlidir (Ferreira vd., 2021). Glutamat biyosentetik siireglerde
glutatyon ve proline doniisebilir veya deaminasyon sonucunda bir trikarboksilik asit
dongiisii (TCA) ara {iriinii olan a-ketoglutarata (a-KG) doniisebilir. Bu yolak kanser
hiicrelerinde yiiksek oranda regiile edilmektedir ve glutaminin trikarboksilik asit
dongiisiinde oldukc¢a onemli rolii bulunmaktadir (Panina vd., 2021) (Masisi vd.,
2020).

Son zamanlarda, GLS ve GLS2'yi inhibe eden molekiiller bulunmustur. Bis-2-(5-
fenilasetamido-1,2,4-tiadiazol-2-il)etil siilfiir (BPTES) ve dibenzofenantridin-968
glutaminaz inhibitorlerine O6rnek olarak gosterilen kiiciik molekiillerdir. BPTES,
minimum toksisiteye sahip gii¢lii bir glutaminaz inhibitoriidiir. inhibitor, glutamat
veya glutamin ile yapisal benzerliklere sahip degildir ancak, GLS ile etkilestigi
bolgede inaktif bir tetramer kompleksi olusturur. Etkilesim olan bdlge glutaminin
katalize oldugu bolge degildir. Bu nedenle, GLS inhibisyonunda molekiiler rekabet
s06z konusu degildir. Yapilan calismalara gére, BPTES cesitli kanser tiirlerinde GLS

9



aktivitesini inhibe ederek glutamat ve a-KG seviyelerini azaltmig, TCA dongiisii ara
iriinlerinin ve bunlarin asagi akis iriinlerinin seviyelerinde azalmaya ve tiimor
bliylimesinin yavaslamasina neden olmustur. Ayrica BPTES’in, yiiksek GLS
aktivitesi ile baglantili baz1 kanser ¢esitlerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi

bildirilmistir (Masisi vd., 2020).

2.8. Glikoliz Inhibitérleri

Temel glikoliz basamaklar1 glikozun oksijenden bagimsiz bir sekilde iki piriivat
molekiiliine doniistiiriilmesine ve iki molekiill ATP sentezlenmesine dayanmaktadir.
Glikolizin alt basamaklarinda olduk¢a Onemli geri doniisiimsiiz enzimatik
reaksiyonlar gergeklesir. Bu enzimatik reaksiyonlar 1) glikozun hekzokinaz
tarafindan glikoz-6-fosfata (G6P) doniistiiriilmesi, 2) Fruktoz-6-fostatin (F6P) PFK-1
tarafindan fruktoz-1,6-bisfofata (F1,6BP) doniistiiriilmesi ve 3) fosfofenol-piriivatin
(PEP) piriivat kinaz tarafindan piriivata doniistliriilmesi basamaklaridir. Hekzokinaz
reaksiyonu sonucunda olusan GO6P fruktoz-6-fosfat (F6P) veya glikojene
dontstiirtilebilir ve sonrasinda NADPH ile enerji saglanabilir ve piriivat kinaz
reaksiyonu sonucunda olusan piriivat laktata doniistiiriilebilir veya direkt olarak
mitokondride trikarboksilik asit dongiisiinde katilabilir. Bu iki reaksiyon glikoliz i¢in
oldukca Onem arz etmesine ragmen hiz sinirlayict basamaklar degillerdir. PFK-1
reaksiyonu hem glikolizin birincil hiz sinirlayici basamagi hem de kontrol noktasi
olma niteligindedir ve kanser ¢aligsmalarinda hedef olarak kullanilabilmektedir. PFK-
1 allosterik olarak fruktoz-2, 6-bifosfat (F26BP) tarafindan aktive edilmekte ve
artmis biyosentez ve glikoz tliketimine sebep olmaktadir (Wang, Qu, Liu & Wang,
2020). Artmis glikoz tliketimi ve metabolizmasi da neoplastik hiicrelerin sagkalimin
ve proliferasyonunu desteklemektedir (Clem vd., 2013). Glikolizin anahtar regiilator
enzimlerinden birisi olan 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bifosfataz (PFKFB),
F26BP’nin hem sentezinden hem de degredasyonundan sorumludur (Lu vd., 2017).
Bifonksiyonel PFKFB’nin iki farkli regiilator bolgesi bulunmakta ve ters etki
gostermektedir; 2-Kase bolgesi kinaz  aktivitesine sahip ve F6P’nin
fosforilasyonundan sorumluyken, 2-Pase bolgesi fosfataz aktivitesine sahip ve
F2,6BP’nin F6P’ye defosforilasyonundan sorumludur ve bu iki regiilator bdlgenin
calisma oranlarma gore hiicresel PFK-1 aktivitesi de belirlenebilmektedir. PFKFB
belirli genler tarafindan kodlanmakta ve dort ana izoformu bulunmaktadir (PFKFBI1

— 4). Izoformlar arasinda yiiksek homoloji olmasina ragmen, her izoformun regiilator
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ve kinetik 6zellikleri degigkenlik gdstermektedir. Dort izoform iginden en ¢ok one
cikan PFKFB3’tiir ve akciger, meme, kolon, pankreas, yumurtalik, tiroit ve daha
bircok insan tiimorlerinde asir1 ifade edilmektedir. Ayrica PFKFB3’iin diger
izoformlara gore yiiksek kinaz aktivitesi bulunmakta ve 6zellikle kanser tedavisinde
glikolizi hedef almakta olduk¢a 6ne ¢ikmaktadir (Wang, Qu, Liu & Wang, 2020).
Kiiciik molekiiler bir PFKFB3 inhibitorii olan PFK15, ¢esitli hayvan modellerinde
PFKFB3'e kars1 giiclii ve se¢ici aktivitesi ve antitimdr kapasitesi bulunmaktadir.
Yapilan calismalarda PFK15’in bazi kanser tiirlerinde hedefe yonelik metabolik

etkilerinin varlig1 ve antitlimor etkilere sahip oldugu kanitlanmistir (Zhu vd., 2016).
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Gere¢ ve Yontem
3.1. Arastirma Evreni ve Orneklem

Meme kanseri, kadinlarda en g¢ok goriilen kanser tiirlerinden biridir. Heterojen
karakteristikte bir hastalik olmasi potansiyel tedavi cesitliligini arttirmakta ve her
gecen giin yeni tedavi olanaklart bulunmaktadir. Yapilacak olan ¢alismada, meme
kanserini metabolik yolaklardan hedefleyen BPTES ve PFK15 ajanlarmin

kombinasyonunun sitotoksik ve apoptotik analizleri degerlendirilecektir.
3.2. Aragtirmanin Degiskenleri

BPTES ve PFKI15 kombinasyonunun meme kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki

sitotoksik ve apoptotik degerleri bagimli degiskenlerdir.

24, 48 ve 72 saatlik farkli siireler ve bu saatlerde uygulanacak BPTES’in

konsantrasyonu ayni zamanda PFK15’in konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerdir.
3.3. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirma 01.08.2021 - 01.08.2022 tarihlerinde Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’'nda bulunan Hiicre Kiiltiirii Laboratuvart ve Molekiiler

Analiz Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
3.4. Veri Toplama Araglar1 ve Uygulamalari

Tez c¢alismasinda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kkanseri hiicre hatlan
kullanilacaktir. Etken madde olarak BPTES ve PFK15 kemoterapotik ajan

kullanilacaktir.
3.5. Veri Analizi

Sitotoksisite deneylerinde elde edilen absorbans verileri ile % hiicre canliligi ve %

sitotoksisite degerleri asagidaki formiile gore hesaplanacaktir:

% Sitotoksisite = 100 —[((Etken madde uygulanmis kuyucuklardaki hiicre canliligi
ortalamasi)/(Kontrol(etken madde uygulanmayan)kuyucuklardaki hiicre canlilig

ortalamasi)) x100]
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Maddenin hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyonu olarak tanimlanan ICsy degeri ve kombinasyon indeksi (CI) degeri
CalcuSyn v.2.0 yazilimi ile belirlenecektir. Zaman ve konsantrasyona bagl doz etki
degerleri i¢in sitotoksisite grafikleri Graphpad v.8.0 programu ile ¢izilecektir. Kontrol
ve deney gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Graphpad v.8.0 programinda tek-
yonlii ANOVA, ardindan Dunnett’s t-testi ile analiz edilecektir ve p<0.05 degerleri

anlamli olarak kabul edilecektir.

Etken maddelerin hiicreler tizerindeki apoptotik etkisi Annexsin V-FITC yontemi ile
belirlenecektir. Sonuglar i¢in boliimiimiizde bulunan Flow Sitometri cihazi BD
Accuri C6 ve cihaza ait yazilim kullanilacaktir. Hiicrelerin apoptoza girip girmedigi,

apoptoza girdiyse hangi boyutta etkilendigi 6l¢iilecektir.
Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilecektir.
3.6. Arastirma Etigi

Yapilacak calisma, meme kanseri hiicre hatlarinda ve saglikli meme epiteli hiicre
hattinda in vitro ortamda gerceklestirilecek oldugundan etik kurul onay1

gerekmemektedir.

3.7. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kdltiirii, fizyolojik kosullarda oOkaryotik veya prokaryotik hiicrelerin
biiylimesini saglayan laboratuvar yontemlerini ifade eder. Hiicre kiiltiirii ¢calismalari
doku biiylimesi ve olgunlagmasi, virlis biyolojisi, as1 gelistirme, hastaliklara neden
olan mekanizmalarin anlasilmasi ve biyofarmasotik maddelerin tiretimi i¢in biiytik
Olcekli hibrit hiicre hatlarinin kullanimi gibi pek ¢ok amaci kapsamaktadir. Hiicre
kiiltiiri deneysel uygulamalar1 in vitro olarak biiyiitiilebilen hiicre tipleri kadar
cesitlidir. Bununla birlikte, klinik bir baglamda, hiicre kiiltiiri en yaygin olarak temel
hiicre biyolojisini inceleyen, hastalik mekanizmalarin1 kopyalayan veya yeni ilag
bilesiklerinin toksisitesini arastiran model sistemlerin olusturulmasiyla baglantilidir.
Bu uygulamalar i¢in hiicre kiiltlirii kullanmanin avantajlarindan biri, genleri ve
molekiiler yolaklar1 manipiile etme fizibilitesidir. Ayrica, klonal hiicre
poplilasyonlarinin  veya spesifik hiicre tiplerinin ve 1iyi tamimlanmis kiiltiir
sistemlerinin homojenligi, miidahale eden genetik veya ¢evresel degiskenleri ortadan
kaldirir ve bu nedenle, tiim organ sistemleri ¢alisilirken garanti edilemeyen yiiksek

tekrarlanabilirlik ve tutarlilik veri iiretimine izin verir (Segeritz vd., 2017). Hiicre
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kiiltiirii galigmalarinin etik kurul izni almadan arastirma olanag1 saglamasi da diger
avantajlarindan biridir. Bilimsel arastirma deneyleri kapsaminda hiicre kiiltiirti
teknikleri arastiracak konu ile ilgili temel birinci basamak bilgi edinmekte olanak
saglamaktadir.

Tez c¢alismamiz kapsaminda kullanilan luminal A meme kanser hiicre hattit MCF-7
ve {iclii negatif meme kanseri hiicre hatti-MDA-MB-231 Ege Universitesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilan ortamlar ve takviyeler L-Glutamin (Biological Industries Cat. No: 03-020-
1B), Penisilin/Streptomisin (Biological industries Cat. No: 03-031 -1B), Fetal Bovine
Serum (FBS) (Biological Industries Cat. No: 04-127-1A), DMEM-High Glucose
(Biological industries Cat. No: 01 -104-1A), L-15 (Biological industries Cat. No:01-
115-1A) ve Mammary Epithelial Cell Growth Medium (MEGM) (Promocell,
Cat.No: 21010) Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.
Tez ¢alismamizda kullanilan monolayer hiicre hatlar1 25 cm?’lik ve 75 cm?’lik filtreli
kapakli hiicre kiiltiirii flasklara aseptik kosullar altinda ekilmis ve yatay sekilde
tiretilmistir. Hiicrelerin bulundugu flasklar %95 nem, %5 CO; ve 37°C sabit sicakliga
sahip etlivlerde tiim deneylere yetecek sayiya ulasana kadar kontaminasyondan uzak
bir sekilde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin say1 ve canlilik takipleri inverted ve 151k
mikroskoplariyla gerceklestirilmistir. Tiim hiicrelerin ortam degisimi, pasajlama,
dondurma ve ¢6zme islemleri laminar akim kabininde aseptik kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Tez calismamizda kullanilan hiicrelerin ortamlar ve ortamlara

eklenen takviyelerin oranlar1 asagidaki tabloda belirtilmistir.
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Tablo 1. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan ortam ve eklerin isim ve oranlari

Hiicre Hatti Kullanilan Ortam L-Glutamin FBS  Penisilin/Streptomisin

DMEM-High
MCF-7 2 mM %10 %1
Glucose
MDA-MB-
L-15 2 mM %10 %1
231

3.8. Dondurulan Hiicre Hatlarinin Cozdiiriilmesi

Tez ¢alismamizdaki hiicre hatlar1 Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda

-86°C’de stoklanan hiicre hatlarindan ¢ézdiiriilmiistiir. Hiicre ¢6zdiirme asamasinda

asagidaki adimlar izlenmistir:

-86°C’de bulunan kriyotiiplerdeki hiicreler -20°C’ye konulmustur.

15 ml’lik falconlara ~ 7-10 ml kadar taze ortam eklenmistir.

15 ml’lik falconlar igerisinden alinan taze ortam -20°C’den ¢ikarilan
kriyotiipteki donmus hiicre iizerine eklenmis ve pipetaj yapilarak
¢Ozdiirtilmiistiir.

Kriyotiip icerisindeki hiicrelerin tamami hizli bir sekilde ¢ozdiiriildiikten
sonra taze ortam igeren 15 ml’lik falconlara aktarilmistir.

Hiicreleri igeren 15 ml’lik falconlar santiflij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, DMSO, FBS ve
ortam igeren sivi kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu asamada
supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklagtirilmistir.

Dondurma asamasinda kullanilan DMSO’nun olabildigince
uzaklastirilabilmesi i¢in hiicrelerin bulundugu pellet kismina tekrardan taze

ortam eklenmis ve santrifiij asamasi tekrar edilmistir.
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Santrifiij sonrasinda supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklastirilmig
ve hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.
50 pl hiicre ve 50 pl Tripan Blue boyasi karistirilarak hiicrelerin canlilig
kontrol edilmistir.

Canlilig1 kontrol edilen hiicreler aseptik kosullar altinda 25 cm?lik flasklara
~ 5 ml serumlu ortam, 75 cm”lik flasklara ~ 10-15 ml serumlu ortam
eklenerek ekilmistir.

Flasklara ekilen hiicreler %95 nem, %5 CO; ve 37°C sabit sicakliga sahip

etlivlerde inkiibe edilmistir.

3.9. Hiicre Canlihiginin Kontrol Edilmesi

Hiicrelerin yeterli sayida ve canlilikta olup olmadigini kontrol etmek i¢in Tripan

Blue boyasi kullanilmistir. Hiicre canliliginin kontrolii agamasinda asagidaki adimlar

izlenmistir:

Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, hiicrelerin bulundugu flasklardan aspetik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.

Hiicrelere 1 ml serumsuz ortam eklenmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir.

Serumsuz ortam hiicrelerin bulundugu flasklardan aseptik kosullar altinda
uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklarin boyutuna gore 1 ml (25 cm?’lik flask) — 2 ml
(75 cm?’lik) oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklar 5 dakika boyunca %95 nem, %5 CO; ve 37°C
sabit sicakliga sahip etlivlerde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyici kullanilmigtir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar 2 ml (25
cm®lik flask) — 4 ml (75 cm®’lik) serumlu ortam eklenmistir.

Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 15

ml’lik falconlara aktarilmistir.
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e Hiicrelerin bulundugu 15 ml’lik falconlar santrifiij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

e Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA ve
ortam igeren s1v1 kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu asamada
supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklagtirilmistir.

e Hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.

e 50 pl Tripan Blue boyast ve 50 pl hiicre karigimi Neubauer laminda 1s1k
mikroskobu ile sayilmistir (Membran biitiinliigli bozulmus olan 6lii hiicreler
boyayr i¢ine aldigi i¢in maviyken, canli hiicreler seffaf olarak
goziikmektedirler.)

e Sayim asamasinda lamin 4 x 4’liik karelerden olusan 4 adet alaninda bulunan
hiicreler sayilarak ortalamalar1 alinmig ve dilisyon faktorii 20.000 ile
carpilarak 1 ml icersinde bulunan hiicre sayis1 hesaplanmistir.

e Canlilik yiizdesi hesaplamasi i¢in canli hiicrelerin sayis1 / toplam hiicre sayisi
x 100 islemi seklinde yapilmistir.

e Deney kurabilmek i¢in en az %70-80 aras1 canlilik olmas1 gerekmektedir.

3.10. Hiicre Hatlarimin Pasaj Islemleri
Aseptik kosullar altinda flasklara ekilen hiicrelerin inkiibasyonu %95 nem, %5 CO,
ve 37°C sabit sicakliga sahip etiivlerde optimum kosullar altinda
gerceklestirilmektedir. Hiicreler hiicre hatlarinin iki katina ¢ikma siiresine bagh
olarak ¢ogalmaktadirla ve bu asama kontrol gerektirmektedir. Hiicreler yatay bir
sekilde biyiitiildiikleri flask ylizeyinin %80’ini kapladigi zaman hiicrelerin flask
yiizeyinden kaldirilip boliinmesi gerekmektedir. Hiicre pasajlama deney kurma
asamasindan once de gerceklestirilmektedir. Hiicre pasajlama asamasinda asagidaki
adimlar izlenmistir:
e Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, hiicrelerin bulundugu flasklardan aspetik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.
e Hicrelere 1 ml serumsuz ortam eklenmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir.
e Serumsuz ortam hiicrelerin bulundugu flasklardan aseptik kosullar altinda

uzaklastirilmistir.
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Hiicrelerin bulundugu flasklarin boyutuna gore 1 ml (25 cm®lik flask) — 2 ml
(75 sz’lik) oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklar 5 dakika boyunca %95 nem, %5 CO; ve 37°C
sabit sicakliga sahip etiivlerde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyict kullanilmastir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar 2 ml (25
cm?lik flask) — 4 ml (75 cm?1ik) serumlu ortam eklenmistir.

Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 15
ml’lik falconlara aktarilmistir.

Hiicrelerin bulundugu 15 ml’lik falconlar santrifiij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA ve
ortam igeren s1vi kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu asamada
supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklagtirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.

50 pl hiicre ve 50 pl Tripan Blue boyasi karigtirilarak hiicrelerin canliligi
kontrol edilen hiicrelerin sayis1 belirlenmistir.

Canlilig1 ve sayilar1 kontrol edilen hiicreler aseptik kosullar altinda 2’ye
boliinerek 25 cm?’lik flasklara ~ 5 ml serumlu ortam, 75 cm?lik flasklara ~
10-15 ml serumlu ortam eklenerek ekilmistir.

Flasklara ekilen hiicreler %95 nem, %5 CO; ve 37°C sabit sicakliga sahip

etiivlerde inkiibe edilmistir.

3.11. Hiicre Hatlarinin Dondurularak Saklanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilma asamasinda hiicrelerin sayisinin deneylerde kullanilacak hiicre

sayisindan fazla oldugu durumlarda ayni pasaj sayisindan devam edebilmek igin

hiicreler kriyoprotektanlar kullanilarak dondurulabilmektedir. Hiicre dondurulmasi

asamasinda asagidaki adimlar izlenmistir:
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Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, hiicrelerin bulundugu flasklardan aspetik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.

Hiicrelere 1 ml serumsuz ortam eklenmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir.

Serumsuz ortam hiicrelerin bulundugu flasklardan aseptik kosullar altinda
uzaklagtirilmastir.

Hiicrelerin bulundugu flasklarin boyutuna gore 1 ml (25 cm?’lik flask) — 2 ml
(75 cm?’lik) oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklar 5 dakika boyunca %95 nem, %5 CO; ve 37°C
sabit sicakliga sahip etlivlerde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyic1 kullanilmastir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar 2 ml (25
cm®lik flask) — 4 ml (75 cm?lik) serumlu ortam eklenmistir.

Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 15
ml’lik falconlara aktarilmistir.

Hiicrelerin bulundugu 15 ml’lik falconlar santriflij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA ve
ortam igeren s1v1 kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu asamada
supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklastirilmstir.

Hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.

50 pl hiicre ve 50 pl Tripan Blue boyasi karistirilarak hiicrelerin canliligi
kontrol edilen hiicrelerin sayis1 belirlenmistir.

Hiicrelerin resiispanse ediligi ortamin uzaklagtirilabilmesi ig¢in hiicreler
tekrardan 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiij asamasindan sonra supernatant kistm aseptik kosullar altinda

tamamen uzaklastirilmistir.
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e Pellet kismindaki hiicreler oda sicakliginda tamamen ¢6ziinmiis ve homojen
FBS ile resiispanse edilmistir.

e FBS ile ¢oziinmiis hiicreden 900 pl alinip buz {izerindeki kriyotiip icine
aktarilmis ve sonrasinda 100 pl DMSO (Dimetilsiilfoksit) eklenerek buz
lizerinde pipetaj yapilarak karigtirilmistir. (Hiicreler kriyotiip basina
maksimum 1.000.000 hiicre olacak sekilde boliinerek dondurulmustur.)

e 1:9 oraninda DMSO: FBS i¢eren hiicreler -86°C’de muhafaza edilmistir.

3.12. Etken maddenin hazirlanmasi

Molekiiler agirlig1 524,68 olan BPTES (Selleckchem, Cat No. S7753) etken maddesi
ana stok konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde DMSO (Dimetilstilfoksit) igerisinde
sulandirilmstir.

Molekiiler agirligi 260,29 olan PFK15 (Selleckchem, Cat No. S7289) etken maddesi
ana stok konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde DMSO (Dimetilsiilfoksit) igerisinde

sulandirilmastir.

3.13. Sitotoksisite testleri- Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi-xCELLigence
(RTCA-SP)

Hiicre sitotoksisite testlerinde xCELLigence (RTCA-SP) gercek zamanli hiicre analiz
sistemi kullanilmigtir. Bu sistem, hiicre sagligini, davranisini ve islevini yiiksek
dogruluk, hassasiyet ve tekrarlanabilirlikle siirekli olarak izlemek i¢in etiketsiz
hiicresel empedans kullanir. SP modeli, hiicre saglig1 karakterizasyonu, immiin hiicre
aracili oldiirme, viral sitopatik etkiler, sitotoksisite, hiicre yapismasi, hiicre bariyer
islevi, hiicre sinyali testleri ve daha pek ¢ok uygulama i¢in ideal olan 96 kuyulu bir
elektronik mikroplaka (E-Plaka 96) calistirabilir. Cihaz standart hiicre kiiltiirii
inkiibatoriinde ¢alisir ve kontrol iinitesi inkiibatoriin disinda bulunur. Saniyelerden
giinlere uzanan tahlil pencereleri i¢in ger¢ek zamanl kinetik veriler elde etmek i¢in
hiicreler plakaya ekilir ve hiicre davranislari izlenir. Oldukca hassas ger¢ek zamanl
hiicresel empedans tahlili, bir E-Plakasinin alt yiizeyine kaynastirilmig altin mikro
elektrotlar1 kullanarak hiicre 6zelliklerini noninvaziv olarak olger. Elektrot-¢ozelti
arayiiziinde yapisik hiicrelerin varligi elektron akisini engeller. Bu empedansin
blytikligl, hiicre sayisina, hiicrelerin boyutuna ve sekline, hiicre bariyer fonksiyonu

olusumuna ve hiicre-substrat baglanma kalitesine baglidir. Ne altin mikroelektrot
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yiizeyleri ne de uygulanan elektrik potansiyeli (22 mV), hiicre saglig1 veya davranisi
tizerinde bir etkiye sahip degildir. xCELLigence RTCA is akisi, minimum isleme
stiresi ile son derece hassas, nicel ve tekrarlanabilir veriler elde etme imkan1 saglar.
Yapigkan hiicrelerin neden oldugu elektron akisinin hiicresel empedansi, Hiicre
Indeksi (CI) adi verilen birimsiz bir parametre kullanilarak rapor edilir. Kisacast,
elektrotlarda Slciilen empedans degeri ve rapor edilen Hiicre Indeksi degeri ortamda
bulunan hiicre sayisiyla dogru orantili olarak degismektedir. Bu durumda gesitli
kimyasallarin sitotoksik etkilerinin belirli zaman araliginda hiicre proliferasyonu
lizerine etkilerinin arastirilmast i¢in oldukca elverisli bir uygulamadir. RTCA
Software Pro kullanilarak c¢evrimi¢i veri toplama ve cevrimdist veri analizinin
gerceklestirilmesine olanak saglanmaktadir (Hamidi, Lilja & Ivaska, 2017).
xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi tez c¢alismasinda kullanilacak
olan BPTES ve PFK15’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi ve BPTES+PFK15 kombinasyonunun MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi asamalarinda
kullanilmistir. Her iki asamada deney protokolii ayn1 olup, uygulanan inhibitorlerin
konsantrasyonlar1 ve ekilen hiicre miktarlar1 farklilik gostermektedir. Etken madde
konsantrasyonlar1 her asamada tiglii tekrar olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir.
Deney protokoliinde asagidaki adimlar izlenmistir:

e Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, hiicrelerin bulundugu flasklardan aspetik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.

e Hicrelere 1 ml serumsuz ortam eklenmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir. Serumsuz ortam hiicrelerin bulundugu flasklardan aseptik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.

e Hiicrelerin bulundugu flasklarin boyutuna gore 1 ml (25 cm?’lik flask) — 2 ml
(75 cm?’lik) oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmistir.

e Hiicrelerin bulundugu flasklar 5 dakika boyunca %95 nem, %5 CO; ve 37°C
sabit sicakliga sahip etiivlerde inkiibe edilmistir.

e Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre

kaziyicr kullanilmastir.)
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Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar 2 ml (25
cm?lik flask) — 4 ml (75 cm?1ik) serumlu ortam eklenmistir.

Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 15
ml’lik falconlara aktarilmistir.

Hiicrelerin bulundugu 15 ml’lik falconlar santrifiij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA-
EDTA ve ortam igeren s1vi kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu
asamada supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklagtirilmistir.
Hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.

50 pl hiicre ve 50 pl Tripan Blue boyast karigtirilarak hiicrelerin canlilig
kontrol edilen hiicrelerin sayis1 belirlenmistir.

Hiicre tipine gore kuyucuk basina ekilecek hiicre sayisi hesaplandiktan sonra
oncelikle E-plate’in her kuyucuguna 100 pl ortam eklenmistir.

Kuyucuklarin ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek amaciyla E-plate cihaza
yerlestirilip bos okutma yapilmustir.

Daha sonrasinda E-plate cihazdan ¢ikarilip 100 pl hesaplanan hiicre sayisina
gore hiicreler calisilacak olan kuyucuklara eklenmistir.

10-30 dakika hiicreler oda sicaklifinda E-plate i¢inde inkiibe edilmis ve
inkiibasyondan sonra tekrar cihaza yerlestirilmis okutma baslatilmistir.
Hiicrelerin tutunup proliferatif faza gectikleri zaman islem durdurulup
inhibitor verilecek olan kuyucuklardan 100 pl ortam ¢ekilmistir.

BPTES ve PFKI15 inhibitorlerin 100 pl icin gereken hacimleri hesaplanip
baska bir steril 96-well plate i¢ine dagitilmistir.

96-well plate i¢inde bulunan belirli inhibitdr konsantrasyonlar1 belirli
kuyucuklara dagitilmistir.

E-plate cihaza tekrar yerlestirilmistir ve 24., 48., 72. Saat dilimlerindeki
sitotoksisite degerlerini elde edebilmek amaciyla 100 saat boyunca her 15

dakikada bir okuma islemine devam ettirilmistir.
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Tablo 2. Sitotoksisite deneylerinde MDA-MB-231 hiicre hattina kullanilan etken

madde dozlar

150 uM 150 uM 150 uM 100 uM 100 uM 100 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
100 uM 100 uM 100 uM 50 uM 50 uM 50 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
50 uM 50 uM 50 uM 25 uM 25 uM 25 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
25 uM 25 uM 25 uM 12,5 uM 12,5 uM 12,5 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
12,5 uM 12,5 uM 12,5 uM 6,25 uM 6,25 uM 6,25 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
6,25 uM 6,25 uM 6,25 UM 3,125 uM 3,125 uM 3,125 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15

Tablo 3. Sitotoksisite deneylerinde MDA-MB-231 hiicre hattina kullanilan etken

madde dozlar1

150 uM 150 uM 150 uM 10 uM 10 uM 10 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
100 uM 100 uM 100 uM 5uM 5uM 5uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
50 uM 50 uM 50 uM 2,5 uM 2,5 uM 2,5 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
25 uM 25 uM 25 uM 1,25 uM 1,25 uM 1,25 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
12,5 uM 12,5 uM 12,5 uM 0,625 uM | 0,625 uM | 0,625 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
6,25 uM 6,25 uM 6,25 uM 0,3125 uM | 0,3125 uM | 0,3125 uM
BPTES BPTES BPTES PFK15 PFK15 PFK15
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Tablo 4. Kombinasyon analizi i¢in MCF-7 hiicre hattina uygulanan etken madde

konsantrasyonlar1

150 uM BPTES

100 uM PFK 15

46 uM BPTES10 + 36 uM PFK15

100 uM BPTES | 50 uM PFK15 34,5 uM BPTES + 27 uM PFK15
50 uM BPTES | 25 uM PFK15 23 uM BPTES + 18 uM PFK15
25 uM BPTES | 12,5 uM PFK15 17,5 uM BPTES + 13,5 uM PFK15

12,5 uM BPTES

6,25 uM PFK 15

11,5 uM BPTES + 9 uM PFK15

6,25 uM BPTES

3,125 uM PFK15

Tablo 5. Kombinasyon analizi icin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan etken

madde konsantrasyonlari

150 uM BPTES | 10 uM PFK15 30 uM BPTES10 + 7 uM PFK15
100 uM BPTES | 5 uM PFK15 22,5 uM BPTES + 5,5 uM PFK15
50 uM BPTES | 2,5 uM PFK15 15 uM BPTES + 3,5 uM PFK15
25 uM BPTES | 1,25 uM PFK15 11,5 uM BPTES + 2,5 uM PFK 15

12,5 uM BPTES

0,625 uM PFK15

7,5 uM BPTES + 2 uM PFK15

6,25 uM BPTES

0,3125 uM PFK15
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3.14. Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda BPTES PFK15 ICs5y Degerlerinin ve
BPTES+PFK15 Kombinasyonunun Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

Apoptoz, embriyonik gelisim sirasinda ve doku homeostazinin korunmasinda ortaya
¢ikan normal bir fizyolojik siirectir. Apoptotik program, plazma zar1 asimetrisi ve
baglanma kaybi, sitoplazma ve g¢ekirdegin yogunlagsmasi ve DNA'nin
interniikleozomal boliinmesi gibi belirli morfolojik 6zelliklerle karakterize edilir.
Plazma zar1 kayb1 en erken oOzelliklerden biridir. Apoptotik hiicrelerde, membran
fosfolipidi fosfatidilserin (PS), plazma zarinin i¢ kismindan dis kisma translokasyona
ugrar ve boylece PS’ler dis hiicresel ortama maruz kalir (Biosciences, B. D., 2011).
Annexin V, 35-36 kDa biiyiikliginde Ca®* bagimh fosfolipid baglayici bir
proteindir. Annexin V’in fosfatidilserinlere yiiksek afinitesi bulunmaktadir ve
fosfatidilserinlere maruz kalmis hiicrelere baglanir. Annexin V, FITC de dahil olmak
tizere florokromlarla da konjuge olabilir. Bu format, fosfatidilserinlerin yiiksek
afinitesini korur ve bu nedenle apoptoz gegiren hiicrelerin akis sitometrisi analizi igin
hassas bir prob gorevi goriir. Fosfatidilserinlerin hiicre disina translokasyonu
apoptozun erken evrelerinde gerceklestiginden, FITC Annexin V boyamasi, DNA
fragmantasyonu gibi niikleer degisikliklere dayanan analizlerden daha erken bir
asamada apoptozu tanimlayabilir.

FITC Annexin V boyamasi, apoptotik veya nekrotik siireclerden kaynaklanan hiicre
6liimiiniin son asamalarina eslik eden membran biitiinliigli kaybindan 6nce gelir. Bu
nedenle, FITC Annexin V ile boyama, erken apoptotik hiicrelerin tanimlanmasini
saglamak i¢in genellikle propidium iyodir (PI) gibi vital bir boya ile birlikte
kullanilir. (Biosciences, B. D., 2011). PI'nin bir hiicreye girme yetenegi, zarin
gecirgenligine baglhdir; PI, saglam bir plazma zarimin varlig1 nedeniyle canli veya
erken apoptotik hiicreleri boyamaz (Rieger, Nelson, Konowalchuk & Barreda, 2011).
Apoptotik hiicreleri incelemek i¢in yaygin olarak kullamilan bir yaklasim olan
Annexin V/PI protokoliine gore;

. Erken apoptotik — PI negatif- FITC Annexin V pozitif,

. Canli hiicreler — PI negatif- FITC Annexin V negatif,

. Geg apoptotik ve olii hiicreler — PI pozitif- FITC Annexin V pozitiftir.

Tez ¢alismamizda BPTES ve PFK15’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1
tizerinde 48. saat ICso etki dozlar1 ve kombinasyon dozlart uygulanarak hiicrelerin

apoptoz oranlar1 Ol¢iilmiisiir. Apoptoz asamasinda asagidaki adimlar izlenmistir:
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Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, hiicrelerin bulundugu flasklardan aspetik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.

Hiicrelere 1 ml serumsuz ortam eklenmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir.

Serumsuz ortam hiicrelerin bulundugu flasklardan aseptik kosullar altinda
uzaklagtirilmastir.

Hiicrelerin bulundugu flasklarin boyutuna gore 1 ml (25 cm?’lik flask) — 2 ml
(75 cm?’lik) oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklar 5 dakika boyunca %95 nem, %5 CO; ve 37°C
sabit sicakliga sahip etlivlerde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyic1 kullanilmastir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar 2 ml (25
cm®lik flask) — 4 ml (75 cm?lik) serumlu ortam eklenmistir.

Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 15
ml’lik falconlara aktarilmistir.

Hiicrelerin bulundugu 15 ml’lik falconlar santriflij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA ve
ortam igeren s1v1 kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu asamada
supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.

50 pl hiicre ve 50 pl Tripan Blue boyasi karistirilarak hiicrelerin canliligi
kontrol edilen hiicrelerin sayis1 belirlenmistir.

Canlilig1 ve sayilari kontrol edilen hiicreler aseptik kosullar altinda 6
kuyucuklu plakalara, kuyucuk basima 500.000 hiicre olacak sekilde 3 ml %10
FBS igeren ortam ile ekilmistir.

6 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler %95 nem, %5 CO; ve 37°C sabit

sicakliga sahip etiivlerde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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24 saat sonrasinda hiicrelerin {lizerinde bulunan ortam uzaklastirilmig, MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in hesaplanan BPTES, PFKI15 ve
BPTES+PFK15 1Csp dozlar1 ve belirlenen azaltilmis/arttirilmis dozlar 3 ml
%10 FBS iceren ortam ile birlikte hiicrelere uygulanmistir.

Ilag dozlar1 uygulanan hiicreler 48 saat boyunca %95 nem, %5 CO, ve 37°C
sabit sicakliga sahip etlivlerde inkiibe edilmistir.

48 saat sonrasinda hiicrelerin iizerinde bulunan ortam uzaklastirilmig, 500 pl
oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmis ve 5 dakika boyunca %95 nem, %5
CO, ve 37°C sabit sicakliga sahip etiivlerde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin plaka yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyic1 kullanilmaistir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu plakalara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar (1 ml)
%10 FBS iceren ortam eklenmistir.

Plakalarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 2 m1’lik
santifiij tliplerine aktarilmis ve santrifiij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 2000 rpm’de 10 boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA-
EDTA ve ortam igeren s1v1 kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu
asamada supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin bulundugu pellet, lizerine 1 ml PBS eklenmis ve santrifij
cihazinda dengeleri tam karsiliklarinda konumlanmis sekilde 2000 rpm’de 10
boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda supernatant kistm uzaklastirilmis, pellet kissm 100 pl
10X Annexin V Baglama Tamponu, 1 ul FITC Annexin V ve 1 ul Propidium
Iyodiir Boyama Soliisyonu karanlik ortamda eklenmis ve 10-15 dakika
boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda BD Accuri Akis Sitometri cihazi ile 6l¢iim yapilmuis,

sonuglar cihazin analiz programi ile degerlendirilmistir.
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Tablo 6. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina ekspresyon analizi igin uygulanan

etken madde dozlari

MCF-7 MDA-MB-231

%10 FBS DMEM %10 FBS L15

23 pM BPTES 15 uM BPTES

18 pM PFK15 3,5 uM PFK15

23 pM BPTES + 18 pM PFK15 15 uM BPTES + 3,5 uM PFK15
11,5 pM BPTES + 9 pM PFK15 30 uM BPTES + 7 uM PFK15

3.15. Ekspresyon Analizi

mRNA diizeyinde ekspresyon analizi, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 25
cm?’lik flasklara ekimi, BPTES ve PFK15 etken maddelerinin belirlenen I1Csy dozlari
ve BPTES ve PFK15 kombinasyonunun belirlenen ECsy dozlarinin tglii tekrarh
olarak ekilmesi, QIAamp RNA Blood Mini Kit ile total RNA izolasyonu, EntiLink™
1st Strand cDNA Synthesis Kit ile cDNA sentezi ve SYBR Green PCR SuperMix
kullanilarak qRT-PCR LightCycler 480 II cihazinda o6l¢iimii ve analizinden
olusmaktadir. Ekspresyon analizi asamasinda kullanilan primer ¢iftleri
biyoinformatik araglardan yararlanilarak tasarlanmistir.

GATA3

5" CTGTGGCGGCGAGATGGC 3’

3" GGCATTCCTCCTCCAGAGTGTG 5’

MYCN

5" CTCGCTACAGCCCTGCTTCTAC 3’

3’ TCTTGGGACGCACAGTGATGG 5’

PFKFB3

5" AGCCGCATCGTGTACTACCTG 3’

3" GCCGTCTGGATGGTGCTCTTC 5’
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ACTB

5" GGCACCACACCTTCTACAATGAG 3’
3" CCAGAGGCGTACAGGGATAGC 5’

Deney asamalar1 agagida agiklandigi sekilde gerceklestirilmistir:

Hiicre Hatlarinin Ekimi, Etken Madde Verilmesi ve Total RNA Izolasyonu:

Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, hiicrelerin bulundugu flasklardan aspetik
kosullar altinda uzaklastirilmistir.

Hiicrelere 1 ml serumsuz ortam eklenmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir.

Serumsuz ortam hiicrelerin bulundugu flasklardan aseptik kosullar altinda
uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklarin boyutuna gore 1 ml (25 cm®lik flask) — 2 ml
(75 sz’lik) oda sicakliginda Tripsin-EDTA eklenmistir.

Hiicrelerin bulundugu flasklar 5 dakika boyunca %95 nem, %5 CO, ve 37°C
sabit sicakliga sahip etiivlerde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin flask ylizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyici kullanilmstir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara eklenen Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar 2 ml (25
cm®lik flask) — 4 ml (75 cm®’lik) serumlu ortam eklenmistir.

Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 15
ml’lik falconlara aktarilmistir.

Hiicrelerin bulundugu 15 ml’lik falconlar santriflij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 1200 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda hiicreler pellet kisminda bulunmakta, Tripsin-EDTA ve
ortam igeren sivi kisim ise supernatant kisminda bulunmaktadir. Bu asamada
supernatant kisim aseptik kosullar altinda uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu pellet, 1 ml serumlu ortam ile resiispanse edilmistir.
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e 50 pl hiicre ve 50 pl Tripan Blue boyasi karistirilarak hiicrelerin canliligi
kontrol edilen hiicrelerin sayis1 belirlenmistir.

e Canliligi ve sayilart kontrol edilen hiicreler (MCF-7 ve MDA-MB-231)
aseptik kosullar altinda 25 em?’lik flasklara, 1.000.000 hiicre olacak sekilde 4
ml %10 FBS igeren ortam ile ekilmistir.

e 25 cm?lik flasklara ekilen hiicreler %95 nem, %5 CO; ve 37°C sabit
sicakliga sahip etiivlerde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

e 24 saat sonrasinda hiicrelerin lizerinde bulunan ortam uzaklastirilmis, MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicre hatlart i¢in hesaplanan BPTES, PFKI15 ve
BPTES+PFK15 ICsy dozlar1 ve belirlenen azaltilmis/arttirilmis dozlar 4 ml

%10 FBS iceren ortam ile hiicrelere uygulanmistir.

Tablo 7. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina ekspresyon analizi i¢in uygulanan

etken madde dozlari

MCF-7 MDA-MB-231
%10 FBS DMEM %10 FBS L15

23 uM BPTES 15 uM BPTES
18 pM PFK15 3,5 uM PFK15

23 uM BPTES + 18 uM PFK15 15 uM BPTES + 3,5 uM PFK15

11.5 pM BPTES + 9 pM PFK15

e llag dozlar1 uygulanan hiicreler 48 saat boyunca %95 nem, %5 CO, ve 37°C

sabit sicakliga sahip etlivlerde inkiibe edilmistir.
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48 saat sonrasinda hiicrelerin tlizerinde bulunan ortam uzaklastirilmig, 1 ml
oda sicakliginda Tripsin-EDTA ile yikama yapilmis ve 5 dakika boyunca
%95 nem, %5 CO, ve 37°C sabit sicakliga sahip etiivlerde inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin plaka yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 inverted mikroskopta
kontrol edilmistir. (Hiicrelerin yiizeyden ayrilmamasi durumunda hiicreler
maksimum 10 dakika Tripsin-EDTA’ya maruz birakilmistir veya hiicre
kaziyict kullanilmastir.)

Hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicrelerin
bulundugu flasklara 1 ml %10 FBS igeren ortam eklenmistir.

Plakalarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi aseptik kosullar altinda 2 ml’lik
santrifiij tliplerine aktarilmistir.

25 pl hiicre ve 25 pl Tripan Blue boyasi karistirilarak hiicrelerin sayisi
belirlenmistir.

Hiicrelerin bulundugu santrifiij tiipleri santrifiij cihazinda dengeleri tam
karsiliklarinda konumlanmis sekilde 2000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda  supernatant kisim aseptik  kosullar  altinda
uzaklagtirilmastir.

Hiicrelerin bulundugu pellet, iizerine 1 ml PBS eklenmis ve santrifiij
cthazinda dengeleri tam karsiliklarinda konumlanmais sekilde 2000 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda supernatant kistm aseptik  kosullar  altinda
uzaklastirnlmis ve QIAamp RNA Blood Mini Kit icerigindeki RLT Buffer’a
35 ul B-Merkaptoetanol eklenerek 350 pl RLT Buffer santifiij tiiplerinde
bulunan hiicrelerin iizerine eklenerek pipetaj yapilmistir.

Santrifiij tiiplerinde bulunan hiicreler RLT Buffer ile QIAshredder spin
kolonuna aktarilmis ve maksimum hizda 2 dakika boyunca santrifiij
yapilmugtir.

Santrifiij sonrasinda QIAshredder spin kolonu atilmis, kolondan gegen lizat
kisim tizerine 350 pl %70 Etanol eklenerek pipetaj yapilmis, QIAamp spin
kolona aktarilarak 15 saniye boyunca 8000 g (10000 rpm)’de santrifiij

edilmistir.
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Santrifiij sonrasinda altta kalan lizat kistm atilmig, 700 ul RW1 Buffer
eklenmis ve 15 saniye boyunca 8000 g (10000 rpm)’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda altta kalan lizat kisim atilmis, 500 pl RPE Buffer
eklenmis ve 15 saniye boyunca 8000 g (10000 rpm)’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda altta kalan lizat kisim atilmis, tekrar 500 ul RPE Buffer
eklenmis ve 15 saniye boyunca 8000 g (10000 rpm)’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda QIAamp spin kolonun altinda bulunan tiip degistirilerek
maksimum hizda 3 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiijden sonra lizat kisim uzaklastirilip tekrar maksimum hizda 1 dakika
boyunca santrifiij yapilmistir.

Santrifiij sonrasinda kolonun altina steril eppendorf tiibii yerlestirilis ve 50 pl
RNaz icermeyen su eklenerek maksimum hizda 1 dakika boyunca santrifiij
yapilmistir.

RNA ol¢timleri NanoDrop cihazinda yapilip, total RNA o6rnekleri sonraki

deney asamalari i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir.

cDNA Sentezi ve gRT-PCR:

Olgiimii yapilan RNA 6rnekleri cDNA sentezi igin 100 ng/ul olacak sekilde
kullanilmak tizere hesaplanmustir.
EntiLink™ 1st Strand ¢cDNA Synthesis Kit manueline gore 1 total RNA
ornegi icin 2 pl 5x gDNA Eraser Buffer, 1 ul gDNA Eraser, 100 ng i¢in
gereken hacimde total RNA 6rnegi ve RNaz icermeyen su total 10 pl olacak
sekilde soguk blok iizerinde PCR tiiplerine hazirlanmistir.
PCR tiipleri 2 dakika boyunca 42°C’de termal 1s1 dongiileyicide inkiibe
edilmistir.
Daha sonrasinda PCR tiiplerine soguk blok iizerinde her bir 6rnege 2 pl RT
Primer Mix, 1 pl ANTPs ve 2 ul RNaz igermeyen su eklenmistir.
PCR tiipleri 5 dakika boyunca 70°C’de termal 1s1 dongiileyicide inkiibe
edilmis ve sonrasinda kisa bir santrifiij uygulanmistir.
Santrifiij sonrasinda PCR tiiplerine soguk blok {izerinde her bir 6rnege 4 pl
5x RT Buffer ve 1 pl EntiLink™ Reverse Transcriptase eklenmistir.
Total hacmi 20 pl olan PCR tiipleri 60 dakika boyunca 37°C’de termal 1s1
dongiileyicide inkiibe edilmistir.
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cDNA o6l¢iimleri NanoDrop cihazinda yapilip, cDNA 6rnekleri sonraki deney
asamalari i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

Olgiimii yapilan cDNA &rnekleri ekspresyon analizi i¢in 100 ng/ul olacak
sekilde kullanilmak iizere hesaplanmistir.

1 ¢cDNA 6rnegi i¢in 10 pl 2x SYBR Green PCR Primer Mix, dnceden 5 nM’a
sulandirilmis olan GATA3, PFKFB3, MYCN, GLS2, MYC ve ACTB primer
ciftlerinden 1’er pl, 100 ng i¢in gereken hacimde cDNA &rnegi ve RNaz
icermeyen su total 20 ul olacak sekilde soguk blok iizerinde hazirlanmustir.
cDNA Orneklerinin  Ol¢iimii qRT-PCR  LightCycler 480 II cihazinda
gergeklestirilmis ve mRNA ekspresyonlar1 LightCycler 480 yaziliminda
template standartlar1 kullanilarak kopya sayisina doniistiiriilecek ve rolatif
kantitasyon ile BPTES 1Cs, PFK15 ICso ve BPTES ve PFK15 kombinasyon
dozlarinin etken madde verilmeyen kontrol gruplarina goére PFKFB3,
GATA3, MYCN, MYC ve GLS2 mRNA ekspresyon kat degisimleri
belirlenmigtir. (Bedewy vd., 2017).
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Bulgular

4.1. Etken Maddelerin Hiicre Hatlarimin Canlihg: Uzerine Sitotoksik Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Etken maddelerin MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarinda canlilig1 izerine
etkileri RTCA-SP cihazi ile gergek zamanli olarak belirlenmistir. Bunun i¢in tim
hiicre hatlarina etken maddenin belirli diliisyonlar {iglii tekrarli olmak tizere hiicre
hatlarima uygulanmisg (Tablo 2. ve Tablo 3.), ilag uygulamasi yapilmayan
kuyucuklardaki hiicreler kontrol grubu olarak alinmistir. 100 saatin sonunda her

hiicre hatti i¢in hiicrelerin %50’sini 6ldiiren sitotoksik dozlar (ICsp) elde edilmistir.

4.1.1. BPTES’in MCF-7 Meme Kanser Hiicre Hatti Uzerinde Sitotoksik
Etkileri

MCF-7 meme kanser hiicre hatti igin 11x10* hiicre / ml sayida hiicre 3’lii tekrar
olacak sekilde yukarida belirtilen diliisyon oranlarima maruz birakildi. 100 saat’lik
okuma sonunda BPTES’in 24., 48. ve 72. saatlerdeki dozlar1 karsilastirildi. Bu hiicre
hatt1 lizerinde 48.saat i¢in ICsp dozu 23,0 uM olarak bulundu ve ileri tiim deneyler

icin bu doz kullanildi.

30,

MCF-7 BPTES

1251
@ MCF-7 BPTES 24.SAAT

i MCF-7 BPTES 48.SAAT
4 MCF-7 BPTES 72.SAAT

1004

754

50

Viyabilite

251

0 T T T |
10-55 105 10-45 104 10-35
LOG(M)

24. saat 48.saat 72.saat

Sekil 1. BPTES etken maddesinin MCF-7 hiicre hatti {izerinde 24., 48. ve 72. saat
doz-etki grafigi
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4.1.2. BPTES’in MDA-MB-231 Meme Kanser Hiicre Hatt1 Uzerinde Sitotoksik
Etkileri

MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatt: icin 9x10* hiicre / ml sayida hiicre 3’li
tekrar olacak sekilde yukarida belirtilen diliisyon oranlarina maruz birakildi. 100
saat’lik okuma sonunda BPTES’in 24., 48. ve 72. saatlerdeki dozlar1 karsilastirildi.
Bu hiicre hatt1 iizerinde 48.saat i¢in ICsyp dozu 15,0 uM olarak bulundu ve ileri tiim

deneyler i¢in bu doz kullanildi.

MDA-MB-231 BPTES 30

1007 ® MDA-MB-231 BPTES 24.SAAT

# MDA-MB-231 BPTES 48.SAAT
4 MDA-MB-231 BPTES 72.SAAT

80

60 20

Viyabilite

401

201

0 T T T 1 10
1055 105 1045 104 1035

24. saat 48.saat 72.saat

Sekil 2. BPTES etken maddesinin MDA-MB-231 hiicre hatti izerinde 24., 48. ve 72.

saat doz-etki grafigi

4.1.3. PFK15’in MCF-7 Meme Kanser Hiicre Hatti Uzerinde Sitotoksik Etkileri
MCF-7 meme kanser hiicre hatti icin 11x10* hiicre / ml sayida hiicre 3’li tekrar
olacak sekilde yukarida belirtilen diliisyon oranlarina maruz birakildi. 100 saat’lik
okuma sonunda PFK15’in 24., 48. ve 72. saatlerdeki dozlar karsilastirildi. Bu hiicre
hatt1 lizerinde 48.saat i¢in ICsp dozu 18,0 uM olarak bulundu ve ileri tiim deneyler

i¢cin bu doz kullanild.
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Sekil 3. PFK15 etken maddesinin MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde 24., 48. ve 72. saat

doz-etki grafigi

4.1.4. PFK15’in MDA-MB-231 Meme Kanser Hiicre Hatti Uzerinde Sitotoksik

Etkileri

MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatt: icin 9x10* hiicre / ml sayida hiicre 3’lii

tekrar olacak sekilde yukarida belirtilen dillisyon oranlarina maruz birakildi. 100

saat’lik okuma sonunda PFK15’in 24., 48. ve 72. saatlerdeki dozlar1 karsilastirildi.

Bu hiicre hatt1 tizerinde 48.saat i¢in ICso dozu 3,5 uM olarak bulundu ve ileri tim

deneyler icin bu doz kullanildz.
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Sekil 4. PFK15 etken maddesinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde 24., 48. ve 72,

saat doz-etki grafigi

Tablo 8. BPTES ve PFK15 etken maddelerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlar1 tizerinde 24., 48. ve 72. saat doz-etki grafigi

24. Saat 48. Saat 72. Saat
BPTES - MCF-7 21,3 uM 23,0 uM 27,0 uM
BPTES - MDA-MB-231 | 26,7 uM 15,0 uM 20,9 uM
PFK15 - MCF-7 14,3 uM 18,0 uM 18,1 uM
PFK15 - MDA-MB-231 | 4,6 uM 3,5 uM 3,4 uM

e GLS inhibitori BPTES’in MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etki
degerleri 24.Saat i¢in ICsp: 21,3 uM, 48.Saat i¢in ICsp: 23,0 uM, 72.Saat i¢in
ICs0: 27,0 uM olarak hesaplanmugtir.
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e GLS inhibitérii BPTES’in MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
etki degerleri 24.Saat icin I1Csp: 26,7 uM, 48.Saat i¢in ICsp: 15,0 uM, 72.Saat
icin ICsp: 20,9 uM olarak hesaplanmustir.

e QGlikoliz inhibitorii PFK15’in MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etki
degerleri 24.Saat i¢in ICsp: 14,3 uM, 48.Saat i¢in ICsp: 17,8 uM, 72.Saat i¢in
I1Cs0: 18,1 uM olarak hesaplanmustir.

e Glikoliz inhibitorii PFK15’in MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
etki degerleri 24.Saat icin ICso: 4,6 uM, 48.Saat i¢in 1Csp: 3,4 uM, 72.Saat
i¢cin ICsp: 3,4 uM olarak hesaplanmistir.

4.2. Tzobologram Analizi

BPTES ve PFK15 etken maddelerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkileri belirlendikten sonra bu iki maddenin kombinasyon
analizi i¢in belirli dozlar ii¢ tekrarl olacak sekilde uygulanmis (Tablo 4. ve Tablo5.)
ve 24., 48. ve 72. saatlerdeki sitotoksisiteleri xCELLigence RTCA SP cihazinin
yazilimi ile yapilmistir. Etken madde verilmeyen grup, kontrol grubu olarak kabul
edilmistir.

Elde edilen sitotoksisite sonuclarindan CalcuSyn v2.0 yaziliminda izobologram

analizi ile Ki ve doz-etki egrileri elde edilmistir.
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Sekil 5. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 24. saat normalize

izobologram analizi
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Sekil 6. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 24. saat doz-etki

egrisi
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Sekil 7. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 48. saat normalize

izobologram analizi
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Sekil 8. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 48. saat doz-etki

egrisi
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Sekil 9. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 72. saat normalize

izobologram analizi
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Sekil 10. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 72. saat doz-etki

egrisi
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Sekil 11. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24. saat

normalize izobologram analizi
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Sekil 12. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24. saat
doz-etki egrisi
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Sekil 13. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 48. saat
normalize izobologram analizi
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Sekil 14. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 48. saat
doz-etki egrisi
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Sekil 16. BPTES ve PFK15 kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 72. saat

doz-etki egrisi
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43.BPTES ve PFK15 Etken Maddelerinin ve BPTES+PFK15
Kombinasyonunun MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlar1 Uzerinde Apoptotik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Apoptoz deneyi olan Annexin-V i¢in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 6
kuyucuklu plakalara ekildi. Hiicreler yiizeye tutunup iiremeye bagladigi zaman etken
maddelerin hesaplanan ICsy dozlar1 teker teker ve kombinasyon dozlar
uygulanmistir (Tablo 7.). Herhangi bir uygulama yapilmayan hiicre grubu kontrol
olarak alindi. 48 saat sonrasinda toplanan 6rnekler arasindaki apoptotik indiiklenme

farki BD Accuri akim sitometrisi cihazi ile analiz edilmistir.
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Sekil 17. MCF-7 hiicre hattinda apoptotik etkilerin incelenmesi
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Sekil 18. MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptotik etkilerin incelenmesi
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4.4. MCF-7 ve. MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda BPTES ICs,, PFK15 1Cs
degerlerinin ve BPTES+PFK15 Kombinasyonunun Gen Ekspresyonlar1 Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Glutaminoliz ve glikoliz inhibitorleri olan BPTES ve PFKI15 etken maddelerinin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda belirlenen dozlar1 uygulanarak (Tablo 8.)
bu iki metabolik yolakla iligskilendirilen PFKFB3, GATA3, MYC, MYCN ve GLS2
ekspresyonlar1 incelenmistir.

RT-PCR LightCycler 480 II cihazinda gerceklestirilen ekspresyon analizi sonucunda
elde edilen Ct degerleri kullanilarak kopya sayisina donistiiriilmiis ve rolatif
kantitasyon analizi yapilmistir. Bu asamada qPCR deneylerinde siklikla tercih edilen

2 AT yontemi kullamlmustir.

Tablo 9. PFKFB3, GATA3, MYC, MYCN ve GLS2 ekspresyonlarinin MCF-7 hiicre

modelinde kat degisimleri

PFKFB3 GATA3 MYC MYCN GLS2
1,00 1,00 1,00 ES ES
Kontrol Grubu
-1,09 1,61 ES ES ES
BPTES
9,32 25,28 18,90 ES ES
PFK15
BPTES+PFK15  -1.72 4,35 4,41 ES ES
ICso
BPTE[S)::I’FK15 125,00 122 ES ES ES

*ES: Ekspresyon Saptanamadi.
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Tablo 10. PFKFB3, GATA3, MYC, MYCN ve GLS2 ekspresyonlarinin MDA-MB-
231 hiicre modelinde kat degisimleri

PFKFB3 GATA3 MYC MYCN GLS2
Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Grubu
2,38 1,16 ES ES 2,51
BPTES
3,68 ES ES 2,10
PFK15 -1,10
BPTES + ES ES
-4.16 1,27 2,10
PFK15 ICs

*ES: Ekspresyon Saptanamadi.
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Tartisma

Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiiridiir ve
gelistirilen yeni tedavi olanaklarma ragmen 6liim oranlarinda az miktarda azalma
elde edilebilmistir (Geck, R. & Toker, A., 2016). Kanser hiicreleri diizensiz
metabolizma Ozellikleri sergilemektedirler ve bu degisen enerji metabolizmasi
kanserin baglamasinda ve ilerlemesinde oldukg¢a 6nemli bir role sahiptir (Feng, Yu &
Zhang, 2022).

Aragtirmamizda degisen metabolizma yolaklarina odaklanilarak, meme kanseri hiicre
hatlar1 lizerinde glikoliz ve glutaminoliz mekanizmalarinin es zamanli baskilanmasi
hedeflenmis ve bu amag¢ dogrultusunda bu hiicre hatlarinda antikanser ozellikler
aragtirtlmistir.  Glikoliz  mekanizmasinin  inhibisyonunda  glikolizin ~ 6nemli
enzimlerinden biri olan PFKFB3’lin inhibitérlerinden PFKI15, glutaminoliz
mekanizmasinin inhibisyonunda iste GLS inhibitérii BPTES kullanilmistir.
Arastirmamizda meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-231 ve MCF-7
kullanilmistir. MDA-MB-231 oldukea agresif, invaziv ve kotii farklilagmis, dstrojen
reseptorli, progesteron reseptorii ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2
eksprese olmayan liclii negatif bir meme kanseri hiicre hattidir. MCF-7 hiicre hatt1 ise
Ostrojen reseptOrii ve progesteron reseptorii eksprese olan luminal A meme kanserine
ornektir. (Moon vd., 2020).

Iki hiicre hattimin farkli karakteristik ~6zelliklerinin  bulunmasindan ~ dolay1
arastirmamizin her asamasinda farkli sonuglar elde edilecegi 6n goriilmiistiir. Daha
invaziv  hiicre hatti olan MDA-MB-231’in etken madde/kombinasyon
uygulamalarina daha direncli olmas1 beklenmekte, luminal A meme kanseri MCF-7
hiicre hattinda ise bu uygulamalarin daha etkili olmas1 beklenmektedir.

Geleneksel olarak, antikanser ilaglarmin etkinliginin ilk degerlendirmesi igin tek
katmanl (iki boyutlu) hiicre kiiltiirleri kullanilir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda ilaca
maruz kalmadan biiyiitiilen hiicrelere kiyasla, tiimor kolonisinin biiylimesini %50
oraninda engelleyebilen ilag konsantrasyonunu belirleyen ICso egrileri saglanir.
Diisiik ICso degeri, ilacin diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu ve dolayisiyla
hastaya verildiginde daha disiik sistemik toksisite gosterecegi anlamina gelir
(Berrouet, C., Dorilas, N., Rejniak, K. & Tuncer, N., 2020).

Aragtirmamizin ilk asamasinda GLS inhibitérii BPTES ve glikoliz inhibitorii
PFK15’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin
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belirlenmistir. BPTES ve PFK15 inhibitorlerinin daha 6nce yapilan ¢alismalarda
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in mevcut ICsp degeri bulunmamaktadir.
Sitotoksik etkilerin belirlenme asamasi1 Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi-
XCELLigence (RTCA-SP) cihazinda gergeklestirilmis olup, elde edilen sonuglar
GraphPad Prism 7 programinda normalize edilerek uygulanan ilaglarin hiicre hatlar
tizerindeki ICsp degerleri hesaplanmistir. GLS inhibitorii BPTES’in MCF-7 hiicre
hatt1 iizerindeki belirlenen sitotoksik etki degeri 48.Saat i¢in ICsp: 23,0 uM ve MDA -
MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki belirlenen sitotoksik etki degeri 48.Saat i¢in ICsp:
15,0 uM’dir. Diger taraftan, glikoliz inhibitorii PFK15’in MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki belirlenen sitotoksik etki degeri 48.Saat i¢in ICso: 18,0 uM ve MDA-MB-
231 hiicre hatt1 lizerindeki belirlenen sitotoksik etki degeri 48.Saat i¢in ICsp: 3.5
uM’dir.

Sitotoksisite deney sonuglari ele alindiginda, en diisiik ICsp etki degeri PFK15’in
MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde bulunurken, en yiiksek ICsy etki degeri
BPTES’in MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde bulunmustur. Ayrica glikoliz inhibitorii
PFK15’in her iki hiicre hattinda da glutaminaz inhibitérii BPTES’e oranla daha
diisiik konsantrasyonlarda ICsp etki degeri oldugu bulunmustur. Dolayisiyla glikoliz
inhibitorii PFK15’in glutaminaz inhibitériic BPTES’e oranla daha diisiik sistematik
toksisite gdstermesi beklenmektedir.

Sitotoksisite deney sonuglarina gore hesaplanan ICso degerleri baz alinarak
glutaminaz inhibitérii BPTES’in ve glikoliz inhibitorii PFK15’in belirli kombinasyon
dozlarmin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {zerindeki etkileri de
arastirilmastir.

Kombinasyon analizi, iki veya daha fazla terapétik ajanin bir ilacin uygulamasina
katkida bulunmak amaciyla yapilir ve genellikle kombinasyon analizinde ajanlarin
daha diisiik dozlarda kullanilarak toksisiteyi azaltmak amaglanmaktadir. Etki dozu
(EC) hesaplamasinda Loewe ilkesine gore izobol olustulup, daha sonrasinda
kombinasyon dozunun ajanlarin yalniz olarak kullanildiklar1 dozlara oranla daha
etkili ¢ikmasiyla sinerjik, additif ve antogonist etkiye sahip olup olmadiklar
kombinasyon indeksi (K1) ile belirlenmistir (Tallarida, 2010). KI <1 sinerjik etki, KI
= 1 additif etki Ki> 1 antogonist etki olarak degerlendirilmektedir. Her bir hiicre
hattinda BPTES ve PFK15 ICsy dozlarinin (BPTES: PFK15 ICs) farkli oranlardaki

konsantrasyonlari sitotoksisite analizinde anlatildigr sekilde ti¢ tekrarli uygulanmis
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(Tablo 4. ve Tablo 5.) ve 24., 48. ve 72. saatlerdeki sitotoksisiteleri XCELLigence
RTCA SP cihazinin yazilimi ile etken madde verilmeyen kontrol grubuna gore
belirlenmistir (Samal vd., 2013). Elde edilecek sitotoksisitelerden CalcuSyn v2.0
yaziliminda izobologram analizi ile Ki hesaplanmistir. Her bir hiicre hattinda BPTES
ve PFK15 kombinasyonun Ki<1 veya KI = 1 olmas1 durumunda yazilim tarafindan
hesaplanan her etken i¢in kag¢ katinin doz diisiiriilmesine izin verildigini belirleyen
doz azaltma indeksinin (DRI) ECs igin belirledigi dozlar ile kombinasyona devam
edilmistir. Boylelikle doz azaltma ile istenen etkinlik korurken daha az toksisiteye
neden olunmas1 beklenmektedir.
BPTES ve PFK15 kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 24., 48. ve 72. saat
normalize izobologram analizine goére (Sekil 5., Sekil 7. ve Sekil 9.) uygulanan
dozlar 11.5 uM BPTES+9 uM PFK15, 17.5 uM BPTES+13.5 uM PFK15, 23 uM
BPTES+18 uM PFK15, 34.5 uM BPTES+27 uM PFK15 ve 46 uM BPTES+36 uM
PFK15 seklindedir.
Etken maddeler teker teker uygulandiginda ise BPTES i¢in MCF-7 hiicre hattinda
%16’lik inhibisyon i¢in 6,25 puM, %20’lik inhibisyon i¢in 12,5 puM, %54’lik
inhibisyon i¢in 25,0 uM, %82’lik inhibisyon i¢in 50,0 pM, %95’lik inhibisyon i¢in
100,0 uM veya 150,0 uM BPTES uygulanmasi gerektigi hesaplanmaistir.
Etken maddeler teker teker uygulandiginda ise PFK15 i¢in MCF-7 hiicre hattinda
%3’liikk inhibisyon i¢in 3,125 puM, %10’luk inhibisyon i¢in 6,25 puM, %5’lik
inhibisyon i¢in 12,5 uM, %94’liik inhibisyon i¢in 25,0 uM, %98’lik inhibisyon i¢in
50,0 uM ve %96’lik inhibisyon i¢in 100,0 uM PFKI15 uygulanmasi gerektigi
hesaplanmuistir.
Iki etken maddenin kombinasyon uygulamasinin 48. Saat sonuglarina gore ise MCF-
7 hiicre hattinda:

e 11,5 uM BPTES+9 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %95,

e 17,5 uM BPTES+13,5 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %99,

o ICsp dozlart olan 23,0 uM BPTES+18,0 uM PFKI15 uygulanan grupta

etkilenen kisim %098,
e 345 uM BPTES+27,0 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %97 ve
e 46,0 uM BPTES+36,0 uM PFKI15 uygulanan grupta etkilenen kisim %94

olarak hesaplanmustir.
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Bu dozlara gore hesaplanan 48. Saat KI degerleri ise sirastyla 0,249, 0,169, 0,314,
0,577 ve 1,096’dir. izobologram analizine gore 24. ve 72. Saat sonuglar1 da benzer
sekildedir. Bu sonuglara géore BPTES ve PFKI15 etken maddelerinin kombinasyon
dozlar igerisinde en yliksek doz hari¢ biitiin dozlar sinerjik etkiye sahip, en yiiksek
uygulanan doz ise additif etkiye sahiptir. MCF-7 hiicre hatt1 i¢in BPTES ICso ve
PFK15 ICs dozlarinin kombinasyonunun uygulanmasi %98’lik bir etkiye sahip
olmasma ragmen, hesaplanan doz etkileri daha az sistematik toksisite istenilen
durumlarda doz azaltma se¢eneklerine basvurmak icin elverisli durumdadir.
Doz etki egrilerine gore de (Sekil 6., Sekil 8. ve Sekil 10.) BPTES ve PFKI15
kombinasyonun MCF-7 hiicre hattinda 24., 48. ve 72. saat uygulamalarinda
kombinasyon uygulamalarinin ilaglarin teker teker uygulandigi gruplara gore ¢ok
daha fazla etkili oldugu gozlemlenmektedir. 24., 48. ve 72. saat uygulamalari
karsilastirildiginda  benzer sitotoksisitelere ulasilmistir.  Ayrica uygulanan
kombinasyon dozlarinin da asagi yukari benzer etkilere sahip oldugu,
BPTES+PFK15 kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattinda oldukga sitotoksik oldugu
gbzlemlenmektedir.
BPTES ve PFK15 kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24., 48. ve 72. saat
normalize izobologram analizine gore (Sekil 5., Sekil 7. ve Sekil 9.) uygulanan
dozlar 7,5 uM BPTES+2,0 uM PFK15, 11,5 uM BPTES+2,5 uM PFK15, 15,0 uM
BPTES+3,5 uM PFK15, 22,5 uM BPTES+5,5 uM PFK15 ve 30,0 uM BPTES+7,0
uM PFK135 seklindedir.
Etken maddeler teker teker uygulandiginda ise BPTES i¢in MDA-MB-231 hiicre
hattinda %31°lik inhibisyon i¢in 6,25 pM, %42’lik inhibisyon i¢in 12,5 uM, %61°lik
inhibisyon i¢in 25,0 uM, %83’liik inhibisyon igin 50,0 uM ve %91°lik inhibisyon
icin 100,0 uM BPTES uygulanmasi gerektigi hesaplanmistir.
Etken maddeler teker teker uygulandiginda ise PFK15 i¢in MDA-MB-231 hiicre
hattinda %13’liikk inhibisyon i¢in 0,3125 uM, %9’luk inhibisyon i¢in 0,625 puM,
%19’luk inhibisyon i¢in 1,25 puM, %33’lik inhibisyon i¢in 2,5 pM, %59’luk
inhibisyon i¢in 5,0 uM ve %98’lik inhibisyon i¢in 10,0 uM PFK15 uygulanmasi
gerektigi hesaplanmustir.
Iki etken maddenin kombinasyon uygulamasinin 48. Saat sonuglarina gore ise MDA -
MB-231 hiicre hattinda:

e 7,5uM BPTES+2,0 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %6,
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e 11,5 uM BPTES+2,5 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %4,
e ICs dozlart olan 15,0 uM BPTES+3,5 uM PFKI15 uygulanan grupta
etkilenen kisim %11,
e 225 uM BPTES+5,5 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %66 ve
e 30,0 uM BPTES+7,0 uM PFK15 uygulanan grupta etkilenen kisim %91
olarak hesaplanmustir.

Bu dozlara gore hesaplanan 48. Saat Ki degerleri ise sirasiyla 10,705, 20,640,
12,221, 2,505 ve 1,003’tiir. izobologram analizine gore 24. ve 72. Saat sonuglar1 da
benzer sekildedir. Bu sonuglara gore BPTES ve PFK15 etken maddelerinin
kombinasyon dozlar1 icerisinde en yliksek doz hari¢ biitiin dozlar agonist etkiye
sahip, en yiiksek uygulanan doz ise additif etkiye sahiptir. MDA-MB-231, iicli
negatif meme kanserine Ornek bir hiicre hattidir ve oldukca agresif karakteristige
sahiptir ve etkili tedavi yontemleri yeteri kadar bulunmamaktadir. Anti-6strojen ve
anti-HER-2 ajanlar1 gibi hedefli tedaviler de spesifik reseptor bolgelerinin
bulunmamasindan dolay1 yetersiz gelmektedir. Tedavi olanaklar1 ise giincel olarak
sistematik kemoterapi ajanlar1 ile olsa da basar1 orani1 oldukga diisiiktiir (Maughan,
Lutterbie & Ham, 2010). Bu bilgiler ve deney sonuglari ele alindiginda ise MDA-
MB-231 hiicre hatt1 i¢in doz arttirma segenegine basvurulabilir.
Doz etki egrilerine gore de (Sekil 12., Sekil 14. ve Sekil 16.) BPTES ve PFK15
kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24., 48. ve 72. saat uygulamalarinda
kombinasyon dozunun ile sitotoksisite arasinda dogru orantili bir iliski bulunmakta,
ancak uygulanan ilk ii¢ kombinasyon dozunun herhangi bir sinerjik veya additif
etkiye sahip olmadigi, doz arttirnmiyla kombinasyonunun additif etkiye sahip
olabilecegi bulunmustur. Ayrica 24.,48. ve 72. saat uygulamalar karsilastirildiginda
72. saat uygulamasinin en yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu ve etken maddelerin
MDA-MB-231 hiicre hattinda daha uzun siireli olarak uygulanabilecegi
disiiniilmiistiir. Uygulanan etken maddelerin ve bu etken maddelerin
kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre hattinda daha az sitotoksik etkilere neden
olmast MDA-MB-231 hiicre hattinin daha direngli ii¢lii negatif meme kanseri hiicre
hattina 6rnek olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Hiicresel apoptoz ¢aligmalari, akis sitometrisi tabanli yontemlerin tanitilmasindan bu
yana onemli Olcilide etkilenmistir. Propidium iyodiir (PI), hiicrelerin canli, apoptotik

veya nekrotik olup olmadigini belirlemek icin Annexin V ile birlikte, plazma

55



membran biitiinliigli ve gegirgenligi farkliliklar araciligiyla yaygin olarak kullanilir.
Annexin V/PI protokolii, apoptotik hiicreleri incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir yaklasimdir. PI'nin bir hiicreye girme yetenegi, zarin gecirgenligine baghdir; PI,
saglam bir plazma zarmin varligi nedeniyle canli veya erken apoptotik hiicreleri
boyamaz. Ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerde, plazma ve niikleer membranlarin
biitiinliigli azalir, PI'nin zarlardan ge¢mesine, niikleik asitlerin arasina girmesine ve
kirmiz1 floresan gostermesine izin verir (Rieger, Nelson, Konowalchuk & Barreda,
2011).

Kombinasyon deneyinin sonuglarin1 dikkate alarak, apoptoz deneyinde uygulanacak
olan dozlar her iki hiicre hatt1 i¢in farklilik gostermektedir. Luminal A meme
kanserine 6rnek olan MCF-7 hiicre hattinda BPTES+PFK 15 kombinasyonu olduk¢a
etkili sonuglar vermis olup, her iki etken madde icin doz azaltma secenegi uygulanip
hiicrelerin apoptoza gitme oranlar1 arastirilabilir durumdadir. Uglii negatif meme
kanserine Ornek olan MDA-MB-231 hiicre hattinda ise BPTES+PFKI15
kombinasyonu ¢ok etkili olmayip, her iki etken madde i¢in doz arttirma secenegi
uygulanip hiicrelerin apoptoza gitme oranlari arastirilmalidir.

MCF-7 hiicre hattinda apoptotik oranlarin arastirilmasinda uygulanan etken madde
dozlar1 23,0 uM BPTES, 18,0 uM PFK15, 23,0 uM BPTES+18,0 uM PFK15, 17,5
uM BPTES+13,5 uM PFK15 ve 11,5 uM BPTES+9,0 uM PFK15 seklindedir.
MCF-7 hiicre hatti apoptoz verilerine gore etken madde uygulanmayan kontrol
grubunda %70,2 oraninda canli hiicre bulunmakta, erken apoptoz oran1 %18,6, gec
apoptoz orant ise %7,9’dir. Sadece 23,0 uM BPTES etken maddesi uygulanan grupta
%26,2 oraninda canli hiicre bulunmakta, erken apoptoz oram1 %62,6, ge¢ apoptoz
orani ise %9,2’dir. Sadece 18,0 uM PFK15 etken maddesi uygulanan grupta %45,1
oraninda canli hiicre bulunmakta, erken apoptoz orani %46,2, ge¢ apoptoz orani ise
%38,7’dir. 23,0 uM BPTES+18,0 uM PFK15 uygulanan grupta canlilik oran1 %0,8,
erken apoptoz oran1 %89,1, ge¢ apoptoz orani ise %10,1°dir. 17,5 uM BPTES+13,5
puM PFK15 uygulanan grupta canlilik oram1 %38.,4, erken apoptoz oran1 %69,1, ge¢
apoptoz orani ise %22,5’tir. En diislik uygulanan doz olan 11,5 pM BPTES+9,0 uM
PFK15 uygulanan grupta ise canlilik oram %13,8, erken apoptoz oran1 %66.,4, gec
apoptoz orani ise %19,6’d1r.

Apoptoz analizine gore BPTES etken maddesinin ICsyp dozu uygulamasinin MCF-7
hiicre hattinda yaklasik 2,7 kat, PFK15 etken maddesinin ICso dozu uygulamasinin
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MCF-7 hiicre hattinda 2 kat, kombinasyonun ICsy dozunun uygulamasinin MCF-7
hiicre hattinda 3,7 kat, daha diisiik kombinasyon dozunun uygulamasinin MCF-7
hiicre hattinda 3,4 kat ve en diisiik kombinasyon dozunun uygulamasinin MCF-7
hiicre hattinda 3,2 kat apoptozu indiikledigini bulduk.

Elde edilen veriler kombinasyon analizi ile de orantili olup bu iki etken maddenin
MCEF-7 hiicre hattinda sinerjik etkiye sahip oldugu bulunmustur.

MDA-MB-231 hiicre hattinda ise apoptotik oranlarin arastirilmasinda uygulanan
etken maddelerin dozlar1 15,0 uM BPTES, 3,5 uM PFK15, 15,0 uM BPTES+3,5 uM
PFK15, 22,5 uM BPTES+5,5 uM PFK15 ve 30,0 uM BPTES+7,0 uM PFK15
seklindedir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 apoptoz verilerine gore etken madde uygulanmayan
kontrol grubunda %81,0 oraninda canli hiicre bulunmakta, erken apoptoz orani
%13,7, ge¢ apoptoz orani ise %3,4’tiir. Sadece 15,0 uM BPTES etken maddesi
uygulanan grupta %74,7 oraninda canli hiicre bulunmakta, erken apoptoz orani
%15,3, gec apoptoz orani ise %5,4°tlir. Sadece 3,5 uM PFKI15 etken maddesi
uygulanan grupta %85,6 oraninda canli hiicre bulunmakta, erken apoptoz orani
%11,0, ge¢ apoptoz orani ise %2,2°dir. 15,0 uM BPTES+3,5 uM PFK15 uygulanan
grupta canlilik orant %69,1, erken apoptoz orant %19,7, ge¢ apoptoz orani ise
%5,9’dur. 22,5 uM BPTES+5,5 uM PFK15 uygulanan grupta canlilik oran1 %54,5,
erken apoptoz oran1 %29,3, gec apoptoz orani ise %8,4’tiir. En yiiksek uygulanan
doz olan 30,0 uM BPTES+7,0 uM PFK15 uygulanan grupta ise canlilik oranmi1 %57,5,
erken apoptoz orani %30,7, ge¢ apoptoz orani ise %7,8’dir.

Apoptoz analizine gore BPTES uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hattinda
yaklagik 1,2 kat, PFK15 uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hattinda 0,7 kat,
kombinasyonun ICsp dozunun 1,5 kat, daha yiiksek kombinasyon dozunun MDA-
MB-231 hiicre hattinda 2,2 kat ve en yliksek kombinasyon dozunun MDA-MB-231
hiicre hattinda 2,25 kat apoptozu indiikledigini bulduk.

Elde edilen veriler kombinasyon analizi ile de orantili olup bu iki etken maddenin
MDA-MB-231 hiicre hattinda sinerjik etkiye sahip olmadigi, kombinasyon
uygulamasinin yiiksek konsantrasyonlarda additif veya sinerjik etkiye sahip

olabilecegine ulagilmistir.
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BPTES ve PFKI15 etken maddelerinin ve kombinasyonunun meme kanseri hiicre
hatlar1 {lizerindeki antikanser etkilerinin belirlenmesi iizerine yapilan caligmalarda
hem sitotoksisite hem de apoptoz sonuglar1 ele alindiginda tutarli sonuglar elde
edilmis olup, glikoliz ve glutaminoliz mekanizmalarinin es zamanli inhibisyonuyla
proliferasyonun inhibisyonu ve apoptozu indiikklenmesi gozlemlenmistir. Bu
sonuclarin temelinde yatan alt mekanizmalar1 aydinlatmak amaci ile de ekspresyon
analizi agsamasina gegilmistir.

Kanser hiicrelerinin artmis glutamin metabolizmasiyla hem hiicre i¢ine glutamin
alim1 hem de glutamin tiiketimi artmaktadir ve ¢ogu kanser tiiriinde artan glutamin
metabolizmasi kanser tedavileri i¢in terapotik hedef haline gelmistir (Dias vd., 2019).
BPTES ve PFKI15 kombinasyonunun glutaminoliz ve glikoliz yolaklar1 iizerine
etkilerini aydinlatmak amaciyla mRNA diizeyinde ekspresyon analizi yapilmistir.
GLS2 ekspresyonu GATA3 transkripsiyon faktorii tarafindan regiile edilmektedir ve
gen iriinii proliferasyon ve tiimorigenez ile iliskilendirilmistir (Lukey vd., 2019).
Ayrica, MYC ailesi iiyelerinden MYCN’in GLS2’yi1 direkt olarak aktive etmesiyle
glutaminin glutamata doniistimii yani glutaminoliz oran1 olduk¢a artmaktadir (Xiao
vd., 2015). PFKFB3, okaryotlarda glikolizi kontrol eden diizenleyici bir molekiil
olan fruktoz-2,6-bifosfatin hem sentezinde hem de parcalanmasinda rol oynayan iki
islevli bir protein ailesine aittir (Pilkis vd., 1995).

2 2 T yontemi, gPCR deneyleri igin popiiler yazilim paketlerinde en sik bulunan
bagil niceleme yontemidir. Esik dongiisii (CT), floresan seviyesinin belirli bir
miktara (esik) ulastigi dongiidiir. Bu yontem, normallestirici olarak bir referans geni
kullanarak, hedef ve referans numunelerdeki nispi gen ekspresyonunu hesaplamak
icin bir qPCR sisteminden iiretilen CT bilgilerini dogrudan kullanir (Rao, Lai &
Huang, 2013). Tez ¢alismasinda kullanilan primer ¢iftleri biyoinformatik araglar
kullanilarak 6zel olarak iiretildi ve analiz asamasinda normallestirici gen olarak beta-
aktin geni kullanildi.

Ekspresyon analizi sonuglarina gore (Tablo 9.) MCF-7 hiicre hattinda glikoliz ve
glutaminoliz mekanizmalar1 incelenmistir.

Glikoliz ile iliskilendirilen PFKFB3 ekspresyonu glutaminaz inhibitériic BPTES’in
ICso dozunun uygulamasinda 1,09 kat azalmis durumda, PFK15’in ICsp dozunun

uygulamasinda yaklasik 9 kat artmis durumda, kombinasyonun ICsy dozunun
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uygulamasinda 1,7 kat azalmig durumda ve kombinasyonun doz azaltma indeksinin
uygulamasinda 25 kat azalmis durumdadir.

GATA3 ekspresyonu BPTES’in ICsp dozunun uygulamasinda 1,6 kat artmis
durumda, PFK15’in ICsp dozunun uygulamasinda yaklasik 25 kat artmis durumda,
kombinasyonun ICsy dozunun uygulamasinda 4 kat artmis durumda ve
kombinasyonun doz azaltma indeksinin uygulamasinda 1,2 kat artmis durumdadir.
MYC ekspresyonuna BPTES’in ICsp dozunun uygulamasinda saptanmamis,
PFK15’in ICsp dozunun uygulamasinda yaklasik 18 kat artmis durumda,
kombinasyonun ICsy dozunun uygulamasinda 4,4 kat artmis durumda ve
kombinasyonun doz azaltma indeksinin uygulamasinda ekspresyon saptanmamustir.
MYCN ve GLS2 ekspresyonlarina ise MCF-7 hiicre hattinda saptanmamuistir.
Glikoliz inhibitorii PFK15’in ICsy dozunun uygulamasinda ~ 9 kat arttigi
gozlemlenmistir. Bu durumun PFKFB3 proteininin inhibisyonunun PFKFB3 geninde
asirt ekspresyona sebep olabilecegi disiinlilmiistiir. Kombinasyon dozlarinin
uygulamasindan sonra ise PFKFB3 ekspresyonu kayda deger derecede diisiise
ugramistir. BPTES+PFK15 kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattinda sinerjik etki
gosterdigi ve oldukga Sldiiriicii oldugu onceki deney asamalart olan sitotoksisite ve
apoptoz asamalarinda gosterilmistir. Bu asamada ekspresyon seviyelerindeki
diisiisiin hiicre sayisindaki azalmaya bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Glutaminoliz ile iligkilendirilen GATA3, MYC ailesi tliyeleri ve GLS2 ekspresyonlari
glutaminaz inhibitérii BPTES’in ICsyp dozunun uygulamasinda sadece GATA3
ekspresyonunda artis gozlemlenmektedir. MYC ailesi lyeleri ve GLS2
ekspresyonunun Luminal A meme kanseri hiicre hattinda ekspresyonlar1 olmadigi
diistiniilmektedir. GLS2 ekspresyonu GATA3 transkripsiyon faktorii GLS2
ekspresyonunu diizenleyerek proliferasyona ve tiimdrigeneze neden olmaktadir
(Lukey wvd., 2019). Ancak MCF-7 hiicre hattinda GLS2 ekspresyonu
gozlemlenmemektedir. Glikoliz inhibitorii PFK15’in 1Csp dozunun uygulamasinda
GATA3 ekspresyonu seviyesinde ~ 25 kat artis gdzlemlenmektedir. Bu durumda
EMT gecisini kolaylastiran p38 Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinazlarin (p38
MAPK'lar) bir {iyesi olan p38y’nin ErbB2 ve ErbB4’iin yukar: akista reseptor kinaz
olarak gorev aldigi ErbB2/ErbB4/p38y/GATA3/miR-200b/Suzl12 yolag: ile iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Her ikisi de ubikuitin-proteazoma bagli bozunma yoluyla

p38y’y1 aktive etme yetenegine sahiptir ve bu daha sonrasinda GATA3'lin
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bozulmasina neden olur. Bu baskilama, miR-200b'nin yukar1 regiilasyonuna neden
olur ve Suzl2'nin ifadesini asagi regiile eder, sonunda EMT'ye ve meme kanseri
invazivligine yol agar (Xu vd., 2021). Kombinasyon dozlarimin uygulamasindan
sonra ise GATA3 ekspresyonu kayda deger derecede diisiise ugramistir.
BPTES+PFK15 kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattinda sinerjik etki gosterdigi ve
oldukca oldiriicii oldugu onceki deney asamalart olan sitotoksisite ve apoptoz
asamalarinda gosterilmistir. Bu asamada ekspresyon seviyelerindeki diisiistin hiicre
sayisindaki azalmaya bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Ekspresyon analizi sonuglarina gore (Tablo 10.) MDA-MB-231 hiicre hattinda
glikoliz ve glutaminoliz mekanizmalar1 incelenmistir. Glikoliz ile iliskilendirilen
PFKFB3 ekspresyonu glutaminaz inhibitorii BPTES’in ICsg dozunun uygulamasinda
~ 2,3 kat, glikoliz inhibitorii PFK15’in ICsp dozunun uygulamasinda ~ 3,6 kat arttig1
gozlemlenmistir. Bu durumun PFKFB3 proteininin inhibisyonunun PFKFB3 geninde
asirt ekspresyona sebep olabilecegi disiinlilmiistiir. Kombinasyon dozlarinin
uygulamasindan sonra ise PFKFB3 ekspresyonu 4 kat azalmis olarak bulunmustur.
BPTES+PFK15 kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre hattinda additif etki
gosterdigi ve etken maddelerin teker teker uygulanmasina gore daha 6ldiiriicii oldugu
onceki deney asamalar1 olan sitotoksisite ve apoptoz asamalarinda gosterilmistir. Bu
asamada ekspresyon seviyelerindeki diisiisiin hiicre sayisindaki azalmaya bagl
oldugu diistiniilmektedir.

Glutaminoliz ile iliskilendirilen GATA3 eskpresyonu BPTES’in ICso dozunun
uygulamasinda 1,1 kat artmis durumda, PFK15’in ICsg dozunun uygulamasinda 1,1
kat azalmis durumda ve kombinasyonun ICsq dozunun uygulamasinda 1,2 kat artmis
olarak bulundu.

MYC ve MYCN ekspresyonlarina ise MDA-MB-231 hiicre hattinda saptanmamigtir.
GLS2 ekspresyonu ise BPTES’in 1Csp dozunun uygulamasinda 2,5 kat artmis
durumda, PFK15’in ICsp dozunun uygulamasinda yaklasik yaklasik 2,1 kat artmis
durumda, kombinasyonun 1Csy dozunun uygulamasinda 2,1 kat artmis olarak
bulundu.

MYC ailesi iiyelerinin ekspresyonunun tiiglii negatif meme kanseri hiicre hattinda
ekspresyonlar1 olmadig: diisiiniilmektedir. GLS2 ekspresyonu GATA3 transkripsiyon
faktorii GLS2 ekspresyonunu diizenleyerek proliferasyona ve tiimdrigeneze neden

oldugu bilinmekte ve glutaminoliz ile iliskilendirilen GATA3 ekspresyonu MDA -
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MB-231 iiclii negatif meme kanseri hiicre hattinda GLS2 ekspresyonu ile dogru
orantili olarak sonu¢ vermektedir. MDA-MB-231 hiicre hattinda GATA3
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon seviyeleri ile GLS2’nin ekspresyon seviyeleri
korelasyon gdostermektedir. Ancak, BPTES ve PFKI15 etken maddelerinin ve
kombinasyonun MDA-MB-231 hiicre hattinda belirli genlerin ekspresyon

diizeylerinde kayda deger bir fark yaratmadigi diisliniilmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiiridiir ve
gelistirilen yeni tedavi olanaklarma ragmen oliim oranlarinda az miktarda azalma
elde edilebilmistir. Tez ¢alismamizda meme kanseri hiicre modelinde degisen
metabolizma yolaklarina odaklanilarak, glikoliz ve glutaminoliz mekanizmalarinin
BPTES ve PFKI15 ajanlar ile es zamanli baskilanmasi hedeflenmis ve bu amag
dogrultusunda bu hiicre hatlarinda antikanser 6zellikler arastirilmistir.
BPTES+PFK15 kombinasyonunun MCF-7 Luminal A meme kanseri hiicre hattinda
oldukca sinerjik ve sitotoksik etkilere sahip oldugu sitotoksisite ve kombinasyon
calismalar1 ile gosterilmis olup, kombinasyonunun apoptotik etkileri de apoptoz
caligmasi ile desteklenmektedir. BPTES+PFK15 kombinasyonu Luminal A tipi
meme kanseri arastirmalarinda model organizmalar kullanilarak ileri asama
calismalar i¢in elverislidir.

MDA-MB-231 iclii negatif meme kanseri hiicre hatt1 tedaviye cevap vermesi
oldukga zor olmasmna ragmen kombinasyon uygulamalarmin  yiiksek
konstanstrasyonlarda daha sitotoksik ve apoptotik etkilere sahip oldugu sitotoksisite,
kombinasyon ve apoptoz deneyleri ile desteklenmekte olup, model organizmalar
tizerinde caligmalar yapilabilir durumdadir.

Glutaminaz ekspresyonu ve glutaminoliz agresif meme kanseri tiirlerinde daha ¢ok
ortaya ¢ikmaktadir. Uglii negatif meme kanserinde glutaminoliz ekspresyonu g¢ok
daha fazladir.

Normal sartlar altinda GLS2 ekspresyonu ile iliskilendirilen GATA3 transkripsiyon
faktoriiniin Luminal A meme kanseri hiicre hattinda dikkat ¢eken ekspresyonu
ErbB2/ErbB4/p38y/GATA3/miR-200b/Suz12 yolag: ile iliskili olabilir ve baska bir
aragtirma konusu olarak ortaya ¢ikabilir.

Ilgili genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon analizlerinin yani sira gen iiriinlerinin
protein diizeyinde Western Blot analizleri de yapilarak daha kapsamli sonuglar elde
edilebilir.

Proliferasyona ugrayan hiicrelerin yani sira saglikli hiicreler de glikoliz ve
glutaminoliz mekanizmalarin1  gergeklestirmektedir. Etken maddelerin  ve

kombinasyonun saglikli hiicreleri ne derecede etkileyecegi test edilmelidir.
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