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GLUT-1 INHIBITORU WZB117°NiN MDA-MB 231 INSAN MEME
KANSERI UZERINE ETKIiSi
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Yiiksek Lisans Tezi, Eyliil 2024
Damisman: Dog. Dr. Mehtap NiSARI

OZET

Kanser hiicreleri, glukoz konsantrasyonundaki degisikliklere karsi normal hiicrelere
gore daha duyarlidir. Glukoz tasinmasinin ¢esitli asamalarinin inhibe edilmesi,
kanser hiicreleri igindeki hem enerji tedarikini hem de biyosentez siire¢lerini ciddi
sekilde bozmaktadir. WZB117, polifenolik bir bilesiktir ve GLUT-1'in merkezi kanal
bolgesine baglanarak glukoz tasiimini engellemektedir. Bu ¢alismada, in vitro hiicre
kiiltiiri ortaminda MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde WZB117 aracili
GLUT-1 inhibisyonunun ve glukozun kanser hiicreleri {izerindeki potansiyel
etkilerini incelenmesi amaclandi. Hiicrelerin canliligini belirlemek i¢in MTT analizi
gerceklestirildi. Glukozun ve WZB117’nin hiicre proliferasyonuna olan etkileri
AgNOR boyama yontemi kullanilarak ortalama AgNOR sayis1i ve TAA/NA orani ile
belirlendi. Apoptoz analizi Flow Sitometri cihazi kullanilarak degerlendirildi, FITC-
konjuge Anneksin V ve 7AAD boyama yontemleri kullanilarak yapilan bu
analizlerde, WZB117'nin ve glukozun MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerindeki etkileri
incelendi. MTT analizi sonucunda WZB117’nin 48 saatlik uygulama sonrasi ICsg
degeri 4,08 uM olarak belirlendi. AgNOR boyama sonuglarina gore, glukoz
konsantrasyonlarinin artigi kanser hiicrelerinin proliferasyonunu artirmistir. Glukoz
icermeyen gruplarda ise hiicre proliferasyonunun belirgin sekilde azaldig
bulunmustur. Bu bulgular, glukozun kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde
etkili bir faktor oldugunu gostermektedir. Gergeklestirilen apoptoz analizi sonucunda
ise WZB117'nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerini ge¢ apoptoza indiikledigi
belirlenmistir. Glukoz igeren gruplarin, glukoz igermeyen gruplara gore oldukga
yiiksek canli hiicre yiizdesine sahip oldugu ayrica 6li hiicre ylizdesinin en yiiksek
oldugu grubun ise glukoz icermeyen ve WZB117 uygulanan grup oldugu
bulunmustur. Bu tez ¢alismasi, glukoz yoksunlugunun kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi
ve invaziv etkiler tizerindeki inhibe edici etkilerini ortaya koymaktadir. Ayrica,
WZB117'nin kanser tedavisinde, kanserin olusumunu ve ilerlemesini yavaslatmada
etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: AgNOR; GLUT-1; Kanser; MDA-MB 231; WZB117.
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ABSTRACT

Cancer cells are more sensitive to changes in glucose concentration than normal
cells. Inhibition of various stages of glucose transport seriously impairs both energy
supply and biosynthesis processes in cancer cells. WZB117 is a polyphenolic
compound and prevents glucose transport by binding to the central channel region of
GLUT-1. This study aimed to investigate WZB117-mediated GLUT-1 inhibition and
the potential effects of glucose on cancer cells on MDA-MB 231 breast cancer cell
line in in vitro cell culture. MTT assay was performed to determine cell viability.
The effects of glucose and WZB117 on cell proliferation were determined by the
mean AgNOR number and TAA/NA ratio using AgNOR staining method. Apoptosis
analysis was evaluated using Flow Cytometry device, and in these analyses
performed using FITC-conjugated Annexin V and 7AAD staining methods, the
effects of WZB117 and glucose on the MDA-MB-231 cell line were examined. As a
result of MTT analysis, the ICs value of WZB117 after 48 hours of application was
determined as 4.08 uM. According to AgNOR staining results, increasing glucose
concentrations increased the proliferation of cancer cells. Cell proliferation was
found to be significantly reduced in glucose-free groups. These findings show that
glucose is an effective factor on the proliferation of cancer cells. As a result of the
apoptosis analysis performed, it was determined that WZB117 induced late apoptosis
in MDA-MB-231 breast cancer cells. It was found that the groups containing glucose
had a significantly higher percentage of live cells than the groups without glucose,
and the group with the highest percentage of dead cells was the group without
glucose and treated with WZB117. This thesis study reveals the inhibitory effects of
glucose deprivation on cancer cell proliferation and invasive effects. It was also
concluded that WZB117 may be effective in cancer treatment, slowing down the
formation and progression of cancer.

Keywords: AgNOR; Cancer; GLUT-1; MDA-MB 231; WZB117.
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1. GIRIS VE AMAC

Kansere bagli 6liimlerin sayist her yil artmakta ve diinya genelinde 6liimlerin baslica
nedenlerinden biri haline gelmektedir. Kanser; cografyaya ve cinsiyete gore degisen
onemli toplumsal ve makroekonomik maliyetlerle iliskilidir ve 183 tilkenin 177'sinde
30-69 yas grubu bireylerde baslica ii¢ 6liim nedeni arasinda yer almaktadir (Bray ve
ark., 2024).

Kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirleri meme, akciger ve kolorektal kanserleri
olup bu kanser tiirleri, yeni teshis edilen kanser vakalarinin yarisini ifade etmektedir.
Amerikan Kanser Dernegi tarafindan yapilan bir aragtirmaya gore ise meme kanseri
kadinlarda en sik teshis edilen ve kansere bagli dliimlerin 6nde gelen nedenidir.
Oransal olarak kadinlarda yeni kanser teshislerinin %30'unu ise tek basina meme
kanseri olusturmaktadir (Siegel ve ark., 2019). Meme kanseri olduk¢a heterojen bir
hastalik olmast sebebi ile klinik tedavi ve prognoz hastalar arasinda biiyiik
farkliliklar gostermektedir (Yin ve ark., 2020). Meme kanseri igin molekiiler tani
yontemlerinin ve kanser tedavilerinin gelismesiyle birlikte mevcut tedavi secenekleri
arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hormon tedavisi ve hedefe

yonelik tedaviler yer almaktadir (Littleflower ve ark., 2023).

Kanser hiicreleri, glukozu normal hiicrelerden daha fazla metabolize etmektedir.
Oksijen varliginda bile ATP iretimi i¢in mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan
ziyade piruvati laktik aside doniistiirmeyi tercih etmektedir. Bu 6zel metabolik profil
"aerobik glikoliz" veya "Warburg" etkisi olarak adlandirilmaktadir (Pasto ve ark.,
2010). Kanser hiicreleri artmis glikoliz oranlarina sahiptir ve glukozun glikolize

pargalanmasi sonucu olusan laktik asit ve H+ iyonlarmin hiicre igerisinde artmis



mevcudiyetine ragmen ATP tiretimine devam etmektedir. Laktat ve H+ iyonlar1, nétr
hiicre i¢i pH"1 korumak i¢in monokarboksilat tasiyicilari yoluyla hiicre igerisinden
hiicre dis1 bosluga tasinir. H+ iyonlarinin hiicre dis1 bosluga akisi, pH'1 (~6.8)
disiirerek hiicre disinda asidik bir ortam olusturur. Hiicre disinda olusan asidik ortam
cevre dokularin zarar gormesine ve kanser hiicrelerinin metastazini destekleyerek

invaziv 6zelliklerinin artmasina neden olmaktadir (Lebelo ve ark., 2019).

Glukoz hiicrelerin ana enerji kaynagidir ve hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarini
siirdiirmesi i¢in gereklidir. Glukozun hiicrelere tasinmasi, hiicre zarinda bulunan
glukoz tasiyicilart (GLUT'lar) araciligiyla gergeklesmektedir. Glukoz tasiyicilarinin
membran translokasyonu nedeni ile hiicre i¢i glukoz alimi ve protein iiretimi kanserli
hiicrelerde 6nemli 6lgiide daha yiiksektir (Kang ve ark., 2002). GLUT-1, glukoz
tastyicilart arasinda bazal glukoz alimi i¢in gereklidir ve antikanser tedavisi i¢in
potansiyel bir hedef olarak gorev yapmaktadir. GLUT-1 ekspresyonunun meme
kanseri, akciger, beyin ve gastrik adenokarsinom gibi ¢esitli insan kanserlerinde up-
regiilasyon gosterdigi rapor edilmistir (Carvalho ve ark., 2011). GLUT-1 ekspresyon
seviyesi, kanser hiicrelerinin malign 6zellikleri ile iligkilidir ve tiimor hiicrelerinin
cogalmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Kanser hiicreleri, glukoz mevcudiyetine
karsi daha hassas ve savunmasizdir; bu nedenle, glukoz alimini hedeflemek,

antikanser terapdtikleri i¢in ¢ekici bir hedef haline gelir (Graham ve ark., 2012).

GLUT-1 inhibitorii olan WZB117 (3-Fluoro-1,2-phenylene bis(3-hydroxybenzoate),
GLUT-1'in glukoz tasima islevini engelleyen gii¢lii bir inhibitdrdiir. Bu molekiil,
GLUT-1 proteinindeki glukoz baglanma bolgesine baglanarak, kanser hiicrelerinin
daha fazla glukoz alimini engellemektedir. WZB117 ile yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar, akciger karsinomu hiicrelerinde GLUT-1 proteininin, glikolitik
kapasitenin ve glikolitik enzimlerin down-regiilasyonuna (Azalmis ekspresyonuna)
neden olurken, aym1 zamanda, WZB117'nin paklitaksel ve sisplatin gibi diger
kemoterapotik ilaglarla birlikte kullanildiginda sinerjik antikanser etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Liu ve ark.,, 2019). Yakisich ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismada biguanidlerden olan metformin ve buformin ile WZB117
kombinasyonunun yiiksek direngli insan akciger kanseri hiicrelerinin canliliginin

onledigi gosterilmistir (Yakisich ve ark., 2019).



Bu caligma, in vitro hiicre kiiltlirii ortaminda MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hatt1 lizerinde WZB117 aracili GLUT-1 inhibisyonunun ve glukoz yoksunlugunun

kanser hiicreleri tizerindeki potansiyel etkilerini incelemeyi amaglamaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Embriyolojisi

Meme bezleri, ektoderm kokenli epitel hiicreleri ve mezenkimal hiicreler arasindaki
etkilesim sonucu gelisen karmagik yapilar olarak kabul edilir. Meme gelisiminin ilk
evreleri, embriyonun 4.-6. haftalarinda baslar. Bu donemde, embriyonun ventral
yiizliniin her iki tarafinda, aksiller bolgeden inguinal bdlgeye uzanan meme ¢izgileri
olusur (Sekil 2.1.). Meme ¢izgileri iizerinde, epitel hiicreleri tarafindan kiigiik
kabartilar seklinde bilinen meme tomurcuklar olusturulur. Intrauterin hayatin 9.
haftasinda, meme basinin normal lokalizasyonu disindaki tomurcuklarda atrofi baslar
ve bu durum fazla meme veya meme basi olusumunu engeller. Meme ¢izgileri,
normal gelisim sirasinda pektoral alan disinda kaybolur; ancak %2-5 oraninda
insanda meme ¢izgisi boyunca fazla meme ucu gozlenebilmektedir. Primer meme
tomurcuklari, birinci trimester sonunda mezenkimal regiilatuar faktorlerin etkisi ile
altindaki mezensime dogru yayillim gosterir. Bu yayilim sonucunda, intrauterin
donemin 16. haftasin da 15-25 epitelyal serit seklinde sekonder meme
tomurcuklarina farklilagir. Sekonder meme tomurcuklari, ductus lactiferi ve dallarini
olusturacak sekilde farklilasir. Uciincii trimesterde, ikincil tomurcuklarda dallanma
ve duktualizasyon tekrarlanir (Sekil 2.3.). Bu siirecte, memedeki ¢evre mezensimden
yag dokusu ve fibroz bag dokusu da farklilasir (Adamhasan., 2023; Bistoni ve

Farhadi., 2015). Dogumdan sonra, meme bezlerinin gelisimi devam eder.



e Yenidogan bebeklerde sekillenmis ve belirgin olmayan meme baslari,
dogumdan sonra areolanin etrafindaki bag dokusunun gelismesi ile ortaya
cikar.

e Ergenlik doneminde, Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkisiyle meme
gelisimi belirgin sekilde artar; siit kanallar1 ve siit bezleri biiyiir ve gelisir
ayrica areola ve meme ucu da genisler.

e Hamilelik doneminde, dstrojen, progesteron ve prolaktin hormonlarinin etkisi
ile meme gelisiminde 6nemli bir artis goriliir; siit kanallar1 ve siit bezleri
daha da biiyiir ve gelisir, areola da koyu renk alir.

e Emzirme doneminde, prolaktin hormonunun etkisi ile siit bezleri siit
liretmeye baslar, siit kanallar1 genisler ve siit bezleri siit iiretmek i¢in gerekli
olan hiicreleri olusturur.

e Menopoz sonrasi donemde, dstrojen hormonunun azalmasiyla birlikte meme
gelisimi geriler; siit kanallar1 ve siit bezleri kii¢iiliir ve yag dokusu orani artar

(Bistoni ve Farhadi, 2015).

Sekil 2.1. Meme g¢izgileri (Sun ve ark., 2018). *A’da gelisimin besinci haftasinin basinda
(yaklasik 28 giin) bir embriyonun ventral goriiniimii, 6n bacaktan arka bacaga uzanan meme
olusumlar1 gosterilmektedir. B’de altinci haftanin sonunda ventral embriyonun benzer bir
goriiniimii, pektoral bolgede bulunan meme olusumlarmin kalintilarini géstermektedir.

Ektodermal kalinlasmanin pektoral bolgesinde siit tomurcugu gelistikten sonra “siit
cizgisi” koltuk altindan kasik bolgelerine kadar uzanir (Sekil 2.2.). Intrauterin 9.
haftada, fazla sayida meme ucu veya memenin varligi disinda kalan tomurcuklarda

atrofi meydana gelmistir.



Sekil 2.2. Meme siit ¢izgisi hatt1 (Sun ve ark., 2018).

el B,

Sekil 2.3. Meme embriyolojisi (Sun ve ark., 2018). *(A- C)’ de intrauterin 12. hafta ile
dogum arasindaki siirecte meme bezi gelisimi goriilmektedir. D’ de dogumdan hemen sonra
areola’y1 olusturan bag dokusunun gelismesi ile meme ¢ukurunun yiikselisi goriilmektedir.

2.2. Meme Anatomisi

Gogiis on kisminin yiizeyel fasyasina gomiilii modifiye bir ter bezi olarak ifade
edilebilen meme hem erkeklerde hem de kadinlarda bulunmaktadir. Erkeklerdeki
meme bezleri glandula (gl.) mammaria rudimenter olarak kalir ve tam olarak

gelismez Kadinlarda ise meme bezleri dstrojen, progesteron ve prolaktin hormonlari



etkilerle daha fazla gelismektedir (Sekil 2.4.). Ayrica kadin memesi daha biiyiik
miktarda fibroglandiiler doku igerir. Erkek memesinin neredeyse tamami yag

dokusundan olusur ve fibroglandiiler doku ¢ok az veya hi¢ bulunmaz (Jesinger ve
ark., 2014).

Sekil 2.4. Saglikli erkek ve kadin meme anatomisi (jesinger ve ark., 2014). *(A) Erkek
memesinin vertikal kesitte gosterimi ve erkek memesinin mediolateral oblik (MLO)
mamografik gériiniimii. *(B) kadin memesinin vertikal kesitte gosterimi ve kadin memesinin
mediolateral oblik (MLO) mamografik goriiniimii.

Meme 2. ve 6. kostalar arasinda, sternumun lateralinden linea axillaris medianaya
kadar uzanan bir alanda bulunmaktadir. Memenin arkasinda memenin gogiis duvari
tizerinde hareket etmesini saglayan fasyal aralik bulunur. Bu aralik retromammarian
aralik olarak bilinir ve memenin goglis duvart iizerinde pektoral fasya lizerinde
hareket etmesini saglar. Meme dokusunun bir uzantist1 olan aksiller kuyruk
(Spence’in kuyrugu) aksillanin tepesine veya koltuk altina kadar uzanir. Memenin
2/3'4 musculus (m.) pectoralis major'u Orten fascia pectoralis {izerinde yer alirken
1/3'i ise m. serratus anterior'u orten fasya ilizerindedir ve ist karin kaslarmi (Oblik
kaslar) alt kisimda kaplamaktadir. Ligamenta (lig.) suspensoria mammaria (Cooper
ligamentleri) adi1 verilen siki bag dokusu bantlari, meme bezlerini dermis tabakasina
baglar. Bu baglar, ozellikle memenin iist kisminda yogunlasarak meme bezi
lobiillerini (lobuli glandulae mammariae) destekler ve sarkmasini 6nler. Memenin en
belirgin noktasi meme ucu papilla mammaria olarak adlandirilir. Genellikle 4.
intercostal aralikta ve orta Clavicular hatta bulunmaktadir. Meme ucu areola mammae

ad1 verilen koyu renkli ve yuvarlak bir bélgeyle cevrilir. Areola, montgomery



tiiberkiilleri olarak bilinen kiigiik yag bezleri igerir. Meme parankimi, 15-20 lobiilden
olusan lobuli glandulac mammariae'den olusur. Her lobiil, ductus lactiferi (Siit
kanali) olarak adlandirilan ayri bir kanal aracilifiyla meme ucuna (papilla
mammaria) baglanir (Sekil 2.5.). Areola bolgesinde, her siit kanali sinus lactiferi adi
verilen bir geniglemeye sahip olur. Siit liretimi sirasinda, lobiiller siit iiretir ve bu

kanallar araciligiyla meme ucuna tasinir (Moore ve Dalley, 2020).

Sekil 2.5. Meme anatomisi (Erel ve Atahan, 2019).
Memenin arteriyel beslenmesi 3 ana arteriyel yol ile gerceklesir:

1. Arteria (a.) thoracica interna’dan ¢ikan ve memenin medial, orta kisimlari
besleyerek memeye giden kan akiginin %601 olusturan, arteriac (Aa.)
intercostales anteriores’in perforan dallarindan,

2. A. axillaris’in ten ¢ikan a. thoracica lateralis’in dallar1 ve yine a. axillaris’in
ten ¢ikan a. thoracoacromialis’in pektoral dallart memenin iist boliimiiniin dis

yiizeyini besler ve memeye giden kan akisinin %30'undan sorumludur.



3. Aa. intercostales posteriores’lerden gelen dallar ve subkutan arterler memeye

giden kanin geri kalanini saglar (Pandya ve ark., 2011).

Meme ve gogiis duvarinin vendz drenaji aksillaya dogru olacak sekilde arterlerin
seyrini takip eder. Areola mammae etrafindaki plexus venosus areolaristen (Haller
plexusu) baglayip primer olarak vena (v.) axillarise daha sonrasinda v. thoracica
interna, v. thoracica lateralis ve venae (Vv.) intercostaleslere dogru
ger¢eklesmektedir. Memenin lenfatik drenajinin ¢ogunlugu nodi aksillerese dogru
geriye kalan lenfatik drenaji ise nodi lymphatici supraclaviculares ve nodi lymphatici
infraclaviculares ten olusan bolgesel lenf nodlari ile nodi parasternalese dogru

gerceklesmektedir (Erel ve Atahan., 2019).

2.3. Meme Fizyolojisi

Ergenlik Oncesinde erkek ve kadin memesi arasinda islevsel veya yapisal olarak
gbzle goriiliir hicbir fark yoktur. Meme ergenlik Oncesi histolojik diizeyde hem
erkeklerde hem de kadinlarda, cevresel olarak diizenlenmis ve meme ucuna dogru
birlesen ¢ok sayida rudimenter kanaldan olusur. Her gelismemis kanalin kor ucunda
az gelismis fakat potansiyel olarak salgilayici asini bulunur. Ergenligin baslamasiyla
birlikte, kadin memesinin morfolojisinde degisiklikler meydana gelmeye baslar.
Kadin memesinin baglica islevi laktasyondur. Laktasyon, siitiin sentezlenmesi,
salgilanmasi ve disar1 atilmasini kapsayan bir terimdir. Ergenlik doneminde kadin
memesinin ilk biiylimesi 6ncelikle kanal sisteminin ¢ogalmasina ve dallanmasina ve
ayrica meme uglarinin olgunlagmasina ve belirginlesmesine neden olan dstrojenden
etkilenir. Ostrojen, meme dokusunda duktal epitelin gelisimini ve duktus etrafindaki
bag dokusunun miktarini artirirken, progesteron glandiiler bliylimeye neden olarak
lobiillerin ve alveollerin olusumunu artirir. Bununla birlikte, kanallarin areolar
uclarindaki asinilerin (Alveoller) gelisimi ve ¢ogalmasi Ostrojen ve progesteronun
kombine ve sinerjistik etkilerinin sonucudur. Meme dokusunda, hiicre bdliinmesini
ve farklilagmasini etkileyen, bazilar1 uyarici ve bazilar1 engelleyici olan ¢ok sayida
parakrin faktor vardir. Bu parakrin diizenleyiciler arasinda insiilin benzeri biiyiime
faktorleri, epidermal biiylime faktorii ve doniistiiriicii biiylime faktortii B bulunur.

Menopozal degisiklikler viicudun Ostrojen ve progesteron ilretimindeki dogal ve

keskin bir diisiisle iligkilidir. Bu hormonal uyar1 eksikligi, memedeki glandiiler doku



miktarinda ilerleyici bir azalmaya ve buna eslik eden yag dokusunda bir artisa neden
olur (Bazira ve ark., 2022).

2.4. Meme Kanserinin Molekiiler Temelleri

Kanserler; hiicre gogalmasi, canlilik veya 6liim, hareket ve invazyon gibi fenotipleri
degistiren ve farkli hiicre tipleri arasinda faaliyet gosteren bir¢ok sinyal yolagini
bozan genetik mutasyonlar tarafindan yonlendirilen olduk¢a karmasik hastaliklardir
(Clarke ve Fisher, 2020). Kanserin gelismesine ve ilerlemesine yol acan alt1 farkli

yetenek, kanserin orijinal 6zelliklerine gore tanimlanmustir (Sekil 2.6.).

Proliferatif sinyalizasyonun
siirdiiriilmesi

Biiyiime baskilayicilardan

Hiicre 6liimiine direnme
kaginmak

Aktivasyon invazyonu ve

Anjiyogenezi indiikleme

metastaz

Cogalticl 6liimsiizliigu
miimkiin kilmak

Sekil 2.6. Kanserin alt1 ayirt edici 6zelligi (Hanahan ve Weinberg., 2011).

Kanser hiicrelerinin en temel 06zelligi, kronik ¢ogalmay: siirdiirme yeteneklerini
icermesidir. Normal dokular, hiicre biiylime ve bolinme dongiisiine girisi ve
ilerlemeyi yonlendiren biiylimeyi tesvik eden sinyallerin liretimini ve salinmasin
dikkatli bir sekilde kontrol eder. Boylece hiicre sayisinin homeostazisini saglar ve
normal doku mimarisinin ve fonksiyonunun korunmasini saglar. Kanser hiicreleri ise
bu sinyalleri serbest birakmaktadir. Kanser hiicresi genomlarmin yiiksek verimli
deoksiriboniikleik asit (DNA) dizileme analizleri, baz1 insan tiimorlerinde genellikle

aktive edilmis biliylime faktorii reseptorleri tarafindan tetiklenen sinyal devrelerinin



yapisal aktivasyonunu Ongéren somatik mutasyonlar1 ortaya c¢ikarmistir. Bu
mutasyonlar, BRAF ve fosfoinositid-3- kinaz (PI3K) gibi genleri etkileyebilir ve
mitojen aktif protein kinaz (MAPK) ve protein kinaz B (AKT) gibi sinyal yollarinin
aktivasyonuna yol agabilir. PI3K/AKT yolu, hiicre hayatta kalmasini1 desteklerken,
MAPK yolu hiicresel farklilasma ve stres yanitlarinda rol oynar. Aktiflestirilmis
sinyal yollari, timor hiicrelerine ¢ogalma, canlibk ve invazyon avantajlari
saglayabilmektedir. Biliyiime faktorleri reseptorlerinin ve onlarin asagi akisindaki
sinyal yollarimin aktivasyonu, hiicresel ¢ogalma ve hayatta kalma sinyallerinin
siirekli olarak iletilmesine yol agar. Ornegin, epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR) ve HER2/neu (ERBB2) gibi reseptor tirozin kinazlarin asiri ekspresyonu
veya mutasyonu, bu reseptorlerin siirekli aktif olmasina ve hiicresel ¢ogalmanin
kontrolsiiz hale gelmesine neden olabilir. Ayni sekilde, Kirsten-RAS (KRAS) ve
Neuroblastoma-RAS (NRAS) gibi genlerdeki mutasyonlar da siirekli sinyal iletimine
katkida bulunur. Bu sinyal yollarinin aktivasyonu sadece hiicre ¢ogalmasini tesvik
etmekle kalmaz, ayni zamanda anti-apoptoz sinyalleri de artirir, bu da kanser
hiicrelerinin hiicresel stres ve DNA hasarina kars1 direnc¢li olmasini saglar. Ayrica, bu
sinyal yollari, hiicre hareketliligi ve invazyon yeteneklerini artirarak metastaz
olusumuna da katkida bulunur (Hanahan ve Weinberg., 2011). Bu sinyal yollarindan
ozellikle PIBK/AKT/mTOR sinyal yolu, hiicre biiyiimesi ve metabolizmasi lizerinde
kritik bir rol oynar ve siklikla kanserlerde diizensiz hale gelir. Genomik instabilite ve
mutasyon, kanser hiicrelerinin bu temel yetenekleri kazanmasinda onemli bir
faktordiir. DNA onarim mekanizmalarindaki bozukluklar ve mutasyon birikimi,
kanser hiicrelerinin stirekli olarak evrim gecirmesine ve tedaviye karsi direng
gelistirmesine olanak tanir. Bu nedenle, kanser tedavisinde hedeflenmis tedavi
yaklasimlari, spesifik genetik ve molekiiler degisiklikleri hedef alarak daha etkili
tedavi stratejileri gelistirmeyi amaglamaktadir (Khan ve ark., 2013).

Kanser hiicrelerinin bu temel 6zelliklerinin yani sira, meme kanserinde de benzer
sinyal yollarmin aktive oldugu bilinmektedir. Bu sinyal yollari, meme kanserinin
gelisiminde ve ilerlemesinde kritik bir rol oynamaktadir. Ozellikle, meme kanserinde
siklikla gozlenen hormon reseptorii pozitifligi, HER2 pozitifligi veya ii¢lii negatif
ozellikler gibi molekiiler alt tipler, farkli sinyal yollarimin etkisi altinda farkli

davraniglar sergilemektedir. Bu nedenle, meme kanserinin molekiiler alt tiplerini ve
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bu alt tiplerin sinyal yollarindaki degisiklikleri anlamak, tedavi stratejilerinin

belirlenmesinde biiylik 6nem tagimaktadir.

2.4.1. Meme Kanseri

Meme kanseri tiim diinyada kadinlar1 etkileyen, kadmlar arasinda farkh
prezantasyonlara sahip olan yaygin bir kanserdir. Hem molekiiler hem de histolojik

kanitlara dayanarak, meme kanseri ii¢ gruba ayrilabilir;

e Hormon reseptorii eksprese eden Ostrojen reseptorii pozitif (ER+),
progesteron reseptorii pozitif (PR+),

e Insan epidermal reseptorii 2 eksprese eden (HER2+) ve

e Uclii negatif meme kanseri (TNBC); 0strojen reseptorii negatif (ER-),
progesteron reseptorii negatif (PR-), ve HER2 negatif (HER2-).

Meme kanserinde tedavi yaklagimlari, molekiiler 6zelliklerine dayanmalidir. Buna ek
olarak, TNBC alt1 kategoriye ayrilmistir; bazal benzeri 1 (BL-1), bazal benzeri 2
(BL-2), immiinomodiilatér (IM), mezenkimal (M), mezenkimal kok hiicre benzeri

(MSL) ve luminal androjen reseptorii (LAR) (Tablo 2.1.) (Barzaman ve ark., 2020).

Tablo 2.1. Meme kanseri alt tipleri

Meme kanseri Reseptor profili Alttip Alt katagoriler
alt tipi prevalansi
Hormon pozitif ER + veya PR+ %60 Luminal A ve B
HER?2 pozitif HER2+ %20 -

Bazal Benzeri 1 (BL-1),
Bazal Benzeri 2 (BL-2),
Immiinomodiilatér (IM),
Mezenkimal (M),
Mezenkimal Kok Hiicre
Benzeri (MSL) ve
Luminal Androjen
Reseptorii (LAR)

Uglii negatif

. ER-, PR- ve HER2- 910-20
meme kanseri
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2.4.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Amerikan Kanser Dernegi tarafindan yapilan arastirmaya gore meme kanseri
kadinlarda en sik teshis edilen ve kansere bagli 6limlerin dnde gelen nedenidir.
Kadinlar arasinda en yaygin goriilen ii¢ kanser ¢esidi; meme, akciger ve kolorektal
kanserleri olup, bu kanser tiirleri tiim yeni teshislerin yarisin1 temsil etmektedir.
Kadinlarda tiim yeni kanser teshislerinin %30'unu ise tek basina meme kanseri

olusturmaktadir (Siegel ve ark., 2019).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan 185 iilkeden elde edilen
GLOBOCAN 2022 verileri, kadinlarda 2.296,840 yeni meme kanseri vakasi (%23,8)
ve 666.103 (%15,4) 6liim orani bildirmistir. Bununla birlikte 2022'de her iki cinsiyet,
erkekler ve kadmlar igin 19.976,499 yeni kanser vakasi arasindan meme kanseri
insidans1 2.296,840 (%11,5) mortalite oran1 ise 666.103 (%6,8) olarak bildirilmistir
(Sekil 2.7.). Ayrica kanseri insidansi yiiksek gelirli iilkelerde diistik gelirli tilkelere
kiyasla daha yaygindir (Kashyap ve ark., 2022).
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Mutlak Sayilar, Insidans, Her iki Cinsiyette, 2022

Diinya Genelinde
(15 Kanser Bolgest)
Incidence Mortality
Meme | 2296840 666103
Akciger 908 630 584 228
Kolorektal 4 856 979 404244
Serviks Uteri 662 301 348 874
Tiroit 614729 30 266
Korpus Uteri 420 368 97723
Mide 341326 232600
Yumurtalik 334603 206 956
Karaciger 265 460 236 899
Non-Hodgkin Lenfoma 242014 106 339
Pankreas 241283 219820
Lésemi 209 174 132116
Bobrek 157 040 | 55 610
Melanom 151769 M 25507
Beyin MSS 148032 B 108677

35M 30M 25M 20M 1.5M 1.0M 500K @ 3500K 1.0M 15M 20M 25M 30M 35M
Sayilar (Milyonda)

Sekil 2.7. Kadin ve erkeklerde meme kanseri insidansi ve mortalite verileri (GLOBOCAN.,
2022).

2020 yilinda meme kanseri i¢in 5 yillik sagkalim oranlarimmi temsil eden meme
kanseri mortalite-insidans orani1 (MIR), kiiresel olarak 0,30 olarak belirlenmistir. Bu
oran, meme kanseri tanisi konmus bireyler arasinda 5 yil boyunca 6liim oranim
insidans ile iliskilendirir. Klinik ag¢idan, meme kanserinin yaygiligina bagl olarak,
saglik hizmetlerinin daha gelismis oldugu Hong Kong, Singapur, Tirkiye gibi
bolgelerde lokalize ve bolgesel meme kanseri icin 5 yillik sagkalim oranlari sirasiyla
%89,6 ve %75,4 olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte, Kosta Rika, Hindistan,
Filipinler, Suudi Arabistan, Tayland gibi saglik hizmetlerinin daha az gelismis
oldugu iilkelerde lokalize ve bolgesel meme kanseri i¢in sagkalim oranlari sirastyla

%76,3 ve %47,4 olarak kaydedilmistir. Bu istatistikler, meme kanseri teshisi alan
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bireylerin hayatta kalma oranlarinin, saglik altyapist ve erken tani imkanlar1 gibi
faktorlere bagl olarak ciddi sekilde degisebilecegini gostermektedir. 1990 ve 2016
yillar1 arasinda meme kanseri insidansi toplam 102 {ilkenin arasindan 60'inda
(Afganistan, Filipinler, Brezilya, Arjantin) iki katindan fazla artarken, meme
kanserinden oliimler ise 43 iilkede (Yemen, Paraguay, Libya, Suudi Arabistan vd.)
iki katina ¢ikmistir. Mevcut projeksiyonlar, 2030 yilina kadar diinya ¢apinda teshis
edilen yeni vaka sayisinin yilda 2,7 milyona, 6liim sayisinin ise 0,87 milyona
ulasacagimi gostermektedir. Ayrica diisilk ve orta gelirli iilkelerde meme kanseri

insidansinin daha da artmasi beklenmektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

2.4.3. Meme Kanseri Patogenezi

Meme; tabakali epitel, miyoepitelyal ve epitelyal olmak {izere farkli hiicre
poplilasyonlarindan olusur ve bunlar miyozin ve keratin kinaza karsi antikorlarla
Immiinohistokimyasal boyama yoluyla ayirt edilebilmektedir. Meme hastaliklarinda
hiicresel heterojenite olusumunun, memenin normal fizyolojik gelisim evrelerine
bagli oldugu distiniilmiistir. Meme karsinomunun bu heterojenitesi, miyoepitelyal
veya epitelyal hiicrenin neoplastik degisiminden kaynaklanabilecegi gibi
miyoepitelyal veya epitelyal hiicrelere donlisme yetenegine sahip bir kok hiicrelerden
de kaynaklanabilmektedir. Meme kanseri onkolojisine gore, neoplastik hiicreler
normal viicut hiicrelerinden farklidir. Viicudun normal dokulari, dokularin yapisini
ve islevlerini olagan tutmaya yardimci olan smirli bir biliyiime destegine ve
diizenlemesine sahiptir. Ancak kanserli hiicreler, herhangi bir dis uyaran olmaksizin
uzun siireli ve kronik bir ¢ogalmaya sahiptir. Meme kanseri gelisme olasiligini
artirabilecek ¢ok sayida neden vardir. DNA hasarlari ve meme kanserine yol agabilen
kalitsal degisiklikler Gstrojen hormonu ile iliskilendirilmistir. Baz1 hastalarda DNA
ve P53, BRCAl ve BRCA2 gibi genlerde kanserle iliskili bazi mutasyonlar
DNA'daki hatalar1 diizelten mekanizmalarda meydana gelerek kontrolsiiz
boliinmeye, baglanma eksikligine ve uzak organlara metastaza neden olmaktadir.
Bununla birlikte genetik ve ¢evresel faktorler genellikle meme kanseri gelisimini
etkiler. Ailesinde meme veya yumurtalik kanseri Oykiisii olan hastalarda meme
kanseri gelisme olasilig1 daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bu genetik yatkinlik,
normal hiicrelerin RAS/ Mitogen Aktiflestirilmis Protein Kinaz Kinaz (MAPKK) /
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Hiicre dis1 sinyal diizenlemeli kinaz (ERK) yolaklari ve PI3K/AKT yolaklari
araciligiyla hiicre 6liimiinden korunmasini etkileyebilmektedir. Bu koruyucu yollar1
kodlayan genlerde meydana gelen bir mutasyonda, hiicreler artik gerekli
olmadiklarinda kendilerini yok edemez hale gelmekte ve bu durumun kansere neden
oldugu ifade edilmekledir. Bu mutasyonlarin deneysel olarak dstrojen hormonu ile

iliskili oldugu ise dogrulanmistir (Akram ve ark., 2017).

Meme yag dokusunda leptinin asir1 ekspresyonu, hiicre ¢ogalmasinda artisa ve
kansere neden olmaktadir. Bunlar epitel hiicreleri ve stromal hiicreleri etkileyen bir
dizi biliyime faktorii sinyali ve diger faktorlerdir. Bu biiyime faktorleri
sinyalizasyonundaki anormalliklerin malign hiicre biiylimesini kolaylastirabilecegi
One surilmiistir. Bununla birlikte telomeraz enzimi ise kanser hiicrelerinde
kromozomal kisalmayr ortadan kaldirarak kanser hiicrelerinin sinirsiz bdliinmesini
saglar. Boylece tiimor hiicrelerinin beslenme ve oksijen alimini artirmak igin yeni
damarlar olusturdugu anjiyogenez siirecine gegis yapilir Ayrica timor hiicreleri kana,
lenfatik dokulara ve diger dokulara girerek ikincil bir timoér olusumuna neden
olabilmektedir. Bu siiregler, kanserin yayilmasi ve hastaligin ilerlemesi agisindan

kritik 6neme sahiptir. (Akram ve ark., 2017; Kabel ve ark., 2015).

2.4.4. Meme Kanseri Risk Faktorleri
Meme kanserine iligkin risk faktorleri hem degistirilebilir faktorleri hem de
degistirilemeyen faktorleri igerir. Bu risk faktorleri arasindan yaslanma, aile 6ykiisi,

tireme faktorleri, Ostrojen ve yasam tarzi meme kanserinin bes 6nemli risk faktoriidiir

(Tablo 2.2.) (Sun ve ark., 2021).
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Tablo 2.2. Meme kanserinin degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri.

Degistirilemeyen Faktorler Degistirilebilir Faktorler
Kadin Cinsiyeti Hormon Replasman Tedavisi
Yashlik Dietilstilbestrol
Aile Oykiisii (Meme veya Yumurtalik Kanseri) Fiziksel Aktivite
Genetik Mutasyonlar Asir1 Kilo/Obezite
Irk / Etnisite Alkol Alimi
Hamilelik ve Emzirme Sigara Iigmek
Adet Dénemi ve Menopoz Yetersiz Vitamin Takviyesi
. . Yapay Isiga Asir1 Maruz
Meme Dokusunun Yogunlugu
Kalma
Onceki Meme Kanseri Oykiisii Islenmis Gida Alimi
Kanserli Olmayan Meme Hastaliklari Kimyasallara Maruz Kalma
Onceki Radyasyon Tedavisi Diger Uyusturucular

¢ Yaslanma: Yaslanma meme kanserinin en 6nemli risk faktorlerinden biridir.
Ciinkii meme kanseri goriilme siklig1 artan yasla yakindan iligkilidir. Yapilan
aragtirmalar meme kanseri hastalarinin yaklasik %80minin 50 yasin
tizerindeki bireylerden olustugunu %40'tan fazlasinin ise 65 yasin iizerinde
oldugunu gostermektedir.

e Aile Opykiisii: Ailede meme kanseri &ykiisii, meme kanseri riskinin
artmasiyla onemli Olciide iliskili 6nemli bir faktordiir. Meme kanseri tanisi
alan hastalarin yaklasik %13-19'unun birinci derece akrabalarinda meme
kanseri goriildiigii bildirmektedir.

e Ureme Faktorleri: Cok sayida calisma, endojen hormonlara (Ozellikle
Ostrojen ve progesteron) maruz kalma ile kadinlarda asir1 meme kanseri riski
arasinda siki bir iligki oldugunu gostermektedir. Bu nedenle hamilelik,
emzirme, ilk adet gérme ve menopoz gibi spesifik olaylarin ortaya ¢ikmasi,
sireleri ve eslik eden hormonal dengesizlik, meme mikro c¢evresinde
kanserojen olaylarin potansiyel tetiklenmesi agisindan degerlendirilmektedir.
Erken yasta (Ozellikle yirmili yaslarin baslarinda) ilk hamilelik ve ardindan

artan dogum sayisi, meme kanseri riskinin azalmasiyla iliskilidir.
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Ostrojen: Kadin cinsiyeti, oncelikle artan hormonal uyari artan meme
kanseri riskiyle iligkili ana faktorlerden birini olusturur. Meme hiicreleri;
hormonlara (Ozellikle dstrojen ve progesteron) ve dengelerindeki herhangi
bir bozulmaya karsi ¢cok hassastir. Dolasimdaki Ostrojenler ve androjenler
meme kanseri riskinin artmasiyla pozitif olarak iliskilidir. Endojen &strojen
genellikle menopoz oOncesi kadinlarda ovaryumlar tarafindan iretilir ve
ovaryumlarin alinmas1 meme kanseri riskini azalttig1 bildirilmektedir.

Yasam Tarzi: Asirt alkol tiiketimi ve diyette ¢ok fazla yag alimi gibi modern
yasam tarzlari meme kanseri riskini artirabilir. Alkol tiiketimi kandaki
Ostrojenle iligkili hormonlarin seviyesini yiikseltebilir ve Ostrojen reseptor
yollarimi tetikleyebilir. Sigara igme ile meme kanseri riski arasindaki iligki
tartismali olmaya devam etse de emzirmeyen kadinlarin meme sivisinda
sigara ~ dumanindan  kaynaklanan = mutajenler  tespit  edilmistir.
Calismalar 6zellikle erken yasta sigara icmenin meme kanseri olusumunda
daha yiiksek risk tasidigini gostermektedir (Lukasiewicz ve ark., 2021; Sun
ve ark., 2017).

2.4.5. Meme Kanserinin Tipleri ve Evreleri

Invaziv olmayan meme kanseri, meme kanallar1 ile smirli olup cevredeki yag

dokusuna veya meme bag dokusuna yayilmamis hiicreler tarafindan karakterize

edilir. Invaziv meme kanseri ise ¢evredeki yag ve meme bag dokusuna yayilan

hiicrelerin varligiyla karakterize edilir. Bu kanser tipleri, lenf diigiimlerine veya diger

viicut organlarina metastaz yaparak kanserin yayilmasina neden olabilmektedir.

Invazif olmayan meme kanseri tipleri;

Lobiiler karsinom in situ (LCIS, lobiiler neoplazi): “in situ” terimi,
baslangigta gelistigi alan1 gegmeyen kansere atifta bulunur. LCIS invaziv
olmayan meme kanserinin daha az siklikla goriilen formudur. Bu form meme
lobiillerinde kanser oncesi degisikliklerin oldugu ancak c¢evre dokulara

yayilmadig bir durumu ifade eder. Atipik hiicreler lobiillerin veya kanallarin
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disindaki dokulara yayilmamis olsa da ilerleyebilir ve invaziv meme
kanserine doniisebilirler.

e Duktal Kkarsinom in situ (DCIS): Invaziv olmayan meme kanserinin
%90'indan fazlasini olusturan en yaygin formdur. Siit kanallarin1 ddseyen
hiicrelerin asir1 ¢ogalmast ile karakterize olup, yapisal olarak kanser
hiicrelerine doniisiimiin tipik 6zelliklerinin varhi§ina isaret eder ancak bu

hiicreler siit kanallarinin sinirlar1 disina ¢ikmamaktadir.

Invazif meme kanseri tipleri;

e Invazif lobiiler karsinom (ILC); Memenin siit bezlerinde (lobiillerde)
baslayan ancak siklikla viicudun diger bolgelerine metastaz yapan invazif
meme kanseri tipidir. ILC meme kanserlerinin %10 ila %15'ini olusturur.

e Invazif duktal karsinom (IDC); En yaygin olarak gériilen meme kanseri
tipidir. Memenin siit kanallarinda baslar ve kanal duvarini delerek memenin
yag dokusuna ve viicudun diger bolgelerine metastaz yapabilen invazif meme
kanseri tipidir. Meme kanseri tanilarinin %80'ini olusturur (Sekil 2.8.).

e Mediiller karsinom: Mediiller karsinom, timoér dokusu ile normal doku
arasinda belirgin bir sinir olusturan invaziv bir meme kanseridir. Meme
kanserlerinin yalnizca %5'1 mediiller karsinomdur.

e Miisin6z karsinom: Kolloid karsinom olarak da adlandirilan miisin6z
karsinom, mukus iireten kanser hiicreleri tarafindan olusturulan nadir bir
meme kanseridir. Genellikle miisindz karsinomlu kadinlar daha yaygin olarak
goriilen invaziv karsinom tiplerine sahip kadinlara gore daha iyi bir prognoza
sahiptir.

e Tiibiiler karsinom: Meme kanserinin nadir goriilen bir tipidir ve adin1 timor
hiicrelerinin mikroskop altinda tiibiiler yapilar olusturmasindan alir. Tiibiiler
karsinomu olan kadinlar genellikle daha yaygin invaziv karsinom tiplerine
sahip kadinlardan daha iyi bir prognoza sahiptir. Tiibiiler karsinomlar, meme
kanseri tanilarinin yaklasik %1-2'sini olusturur.

e Inflamatuar meme kanseri; Kanser hiicrelerinin meme iizerindeki deride

lenf damarlarin1 veya kanallarin1 tikamasi nedeniyle olusan ¢ukurlar ve/veya
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kalin ¢ikintilar igeren iltihapli meme goriiniimiidiir. ltihapli meme kanseri
nadir goriilmesine ragmen son derece hizl1 biiylimektedir.

Meme basinin Paget hastaligi; Siit kanallarinda baslayip meme basi ve
areola derisine yayilan nadir bir meme kanseri tipidir. Meme kanserlerinin
yaklasik %1'ini olusturur.

Phylloides tiimérii; hem benign (Iyi huylu), hem borderline (Sinirda), hem
de malign (Kot huylu) olabilen phylloides tiimorleri, memenin bag
dokularinda geligir ve cerrahi olarak ¢ikarilmasiyla tedavi edilebilmektedir.
Phylloides tiimoérleri oldukg¢a nadir goriilmektedir (Sharma ve ark.,2010).
Uclii negatif meme kanseri; Uclii negatif meme kanseri, progesteron
reseptOrii, insan epidermal bilylime faktorii reseptorii 2 ve Ostrojen reseptor
ekspresyonunun eksikligi ile tamimlanir. Bu tip 6zellikle geng ve
premenopozal kadinlarda yaygmn olarak gdézlemlenen meme kanserinin

agresif seyirli bir formudur (Sharma ve ark., 2010; Akram ve ark., 2017).

Normal Kanal invaziv Duktal Karsinom

Sekil 2.8. invazif duktal karsinom ile iliskili tipik yap1 (Sharma ve ark., 2010).

Meme kanseri evreleri, kanserli hiicrelerin yerine ve biiyiikliigline, lenf bezlerine

yayllma derecesine ve ¢evre dokulara ve organlara metastaz yapip yapmamasina

baglhdir.

e Evre 0 (Noninvaziv); Tiimor genellikle bir in situ duktal karsinoma ile

sinirlidir ve ¢evre meme dokusunu istila etmemistir. Hastalarin %40'imda
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invazif kansere doniisebilmektedir. Bu karsinomun tedavisi genellikle
lumpektomi ve radyasyon veya mastektomi gibi yOntemlerle
gergeklestirilir. Endokrin tedavisi, duktal karsinomada Ostrojen reseptorii
pozitif oldugunda hastalara segenek olarak uygulanabilir.

Evre I; Tiimorin ¢ap1 3/4 ingten (2 santimetre) azdir ve memenin disina
yayillmamustir.

Evre Ila; Tiimoriin ¢ap1 3/4 ing veya daha kiiciiktiir ve axilla altindaki bir
ila ¢ lenf noduna yayilmistir, Mikroskobik miktarlarda tiimorle ayni
taraftaki goglis kemigi yakinindaki lenf nodlarina veya her ikisine
yayllmistir veya timoriin ¢apt 3/4 ingten biiyilk ancak 2 ingten (5
santimetre) kiiciiktiir ancak memenin Gtesine yayillmamistir.

Evre IIb; Tiimor 3/4 ingten biiyiik ancak 2 ingten kiigiik captadir ve
axilla altindaki bir ila ii¢ lenf noduna yayilmistir, Mikroskobik miktarlar,
timorle ayni taraftaki gogiis kemigi yakinindaki lenf diigimlerine
yayilmis veya tiimoriin ¢apt 5 santimetreden biiyliktiir ancak memenin
disina yayilmamastir.

Evre IlIa; Tiimoriin ¢ap1 2 ing veya daha kiigiiktiir ve axilla altinda dort
ila dokuz lenf noduna yayilmistir ve tiimorle ayni tarafta gogiis kemigi
yakininda en az bir lenf nodunu biiyiitmiistiir veya tiimdriin ¢ap1 2 ingten
biiyiiktiir ve axilla altindaki dokuz lenf noduna veya gogiis kemigi
yakinindaki lenf nodlarina yayilmistir

Evre I1Ib; Tiimor gogiis duvaria ya da deriye yayilmis veya inflamatuar
meme kanseri neden olmustur. Bu evrede timor herhangi bir boyutta
olabilir ve axilla altindaki 10 veya daha fazla lenf diiglimiine yayilmus,
Os. clavicula altindaki veya {istiindeki lenf diiglimlerine yayilmisg
olabilmektedir.

Evre Illc; Axilla altindaki dort veya daha fazla lenf noduna yayilmistir
ve mikroskobik miktarlarda tiimorle aymi taraftaki gogiis kemigi
yakinindaki lenf nodlarina yayilmistir. Tiimor Os clavicula alt1 ve iizeri,
boyun bolgesinde ¢esitli boyutlarda bulunur.

Evre 1V; Bu evrede meme kanseri karaciger, akciger, kemik, beyin ve

lenf bezlerine yayilmistir (Sharma ve ark., 2010).
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Erken invaziv evreler (I, Ila, 11b) ve lokal ileri evreler (llla, Illb, 1llc) metastaz
olusturmaz fakat metastaz riski her zaman degerlendirilmesi gerektigi
belirtilmektedir. Bu evrelerin tedavisi, ameliyat oncesi, ameliyat sonrasi ve cerrahi
asamalardan olusur. Timorler Ostrojen, progesteron veya ERBB2 reseptorlerini
ekspre ettiginde, ameliyat Oncesi asamada sistemik endokrin veya immiinoterapiler
kullanilmaktadir. Bu ii¢ reseptorden higbirine sahip tlimorlerin olmadigi durumlarda
ise kemoterapi se¢enck olarak diistiniilebilmektedir. Cerrahi asama i¢in radyasyonlu
lumpektomi veya mastektomi olmak iizere iki segenek belirtilmektedir. Ameliyat
sonrasi agamada ise radyasyon, endokrin tedavisi, bagisiklik tedavileri ve kemoterapi

secenekleri uygulanmaktadir (Bolat., 2023).

2.5. Meme Kanseri Hiicre Hatlar1

[lk meme kanseri hiicre hatt1 olan BT-20'nin 1958'de kesfedilmesinden bu yana, ¢ogu
hiicre hattt 1970'lerin sonlarinda bulunmustur. Hiicre hatlarinin adlandiriimasi
genellikle fenotipik  oOzellikleri yansitmak yerine, nasil olusturulduklarina
dayanmaktadir. Ornegin, "'HCC serisi' hiicre hatlart Hamon Kanser Merkezi'nde izole
edilmistir; MDA serisi' ise M. D. Anderson Hastanesi'nde olusturulmustur (Dai ve

ark., 2017).

Giliniimiizde en yaygin kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan biri olan MCF-7,
1973 yilinda Michigan Kanser Vakfi'nda izole edilmistir. Yakin gegmiste, homojen
hiicre popiilasyonlarinin stromal kontaminasyon olmaksizin kiiltiirlenmesindeki
zorluklar nedeniyle yeni meme kanseri hiicre hatlarmin izole edilmesi smirh
kalmistir. Bununla birlikte, bireysel hastalardan elde edilen meme primer tiimorleri,
plevral eflizyonlar veya metastatik bolgelerden tiiretilen SUM (Southwestern
University Michigan) gibi hiicre hatlari bu zorluklarin {stesinden gelinmis

orneklerdendir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 ise 1970'lerde olusturulmustur ve yiiksek metastatik
potansiyele sahiptir. Bu hiicre hatti, 6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii
(PR) ve HER2 ekspresyonu agisindan negatiftir ve mutasyona ugramis p53 proteini
tiretmektedir (Holliday ve Speirs, 2011). HER2 ekspresyonunun olmamasi nedeniyle,
MDA-MB-231 hiicre hatt1, ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC) arastirmalarinda
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yaygin olarak kullanilan 6nemli bir modeldir. Bu hiicrelerin in vitro sartlarda yiiksek
yapigma yetenegi, laboratuvar deneylerinde tercih edilmelerini saglamaktadir (Liu ve

ark., 2017).

2.6. Kanser Hiicrelerinde Glukoz Metabolizmasi

Kanser, hiicresel kontrol mekanizmasindaki kalitsal bozukluklar1 igeren, hiicresel
diizeyde bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinin ayrica, timor mikro ortaminin sagladigi
metabolik acidan riskli kosullar altinda hayatta kalmak ve c¢ogalmak igin
metabolizmalarin1  uyarlamalar1 gerekir. Tiimor hiicreleri, diizensiz hiicresel
cogalmay1 siirdiirebilmek i¢in metabolizmalarini degistirir; bu doniisiim, onlar
stirekli besin ve enerji tedarikine bagimli hale getirir. Viicut tiimor hiicrelerinin hizli
¢ogalmalarin1 ve yayilmalarini desteklemek i¢in metabolizmalarini degistirirler.
1930'da degisen kanser hiicresi metabolizmasina dayali kesfin ardindan, enerji
metabolizmalarin1 hedef alarak tiimor hiicrelerini etkili bir sekilde ortadan
kaldirmanin yeni yollarim1 bulma ortak hedefiyle ¢ok sayida caligma, kanser
metabolizmasiin ¢esitli yonlerine 1s1k tuttu. Bu hastalik, hiicre bdliinmesini,
farklilagsmasin1 ve metabolizmasint kontrol eden mekanizmalarin etiyolojik ve
patolojik bozukluklar ile iligskilendirilmektedir. Baz1 tiimor baskilayici proteinlerin
inaktivasyonuna yol acan genetik degisiklikler. Kanser hiicrelerinin, artan glukoz
alimi, artan glutaminoliz oranlar1 ve yag asitleri sentezi dahil olmak iizere metabolik
programlarinda karakteristik degisiklikler yasadiklari gosterilmistir; bu, metabolik
degisimlerin tiimor hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatta kalmasini destekledigini

diistindirmektedir (Fadaka ve ark., 2017).

2.6.1. Meme Kanserinde Glukoz Metabolizmasi

Kanser hiicreleri, glukoz konsantrasyonundaki degisikliklere karsi normal hiicrelere
gore daha duyarlidir ve glukoz temini sinirli oldugunda ve glikoliz bozuldugunda
kanser hiicrelerin 6liimii normal hiicrelere gore daha kolaydir. Glikolizin veya
glukoz tasinmasinin ¢esitli agamalarinin inhibe edilmesi, kanser hiicreleri i¢indeki
hem enerji tedarikini hem de biyosentez siire¢lerini ciddi sekilde bozdugu ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalma hizinin azalmasina ve kanser hiicrelerinin apoptozunun

indiiklenmesine neden oldugu diisiiniilmektedir (Liu ve ark., 2010).
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Glukoz yoksunlugu olarak da adlandirilan hiicre kiiltiirii ortamindan glukozun
uzaklagtirllmasinin, glukoz tastyicilarini yukari regiile ettigi, glikolizi ise asagi regiile
ettigi ve kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir. Glukoz,
temel hiicresel metabolizmayr koruyan, kanser hiicresinin hayatta kalmasini,
biiylimesini ve ¢ogalmasini destekleyen bir besindir. Glukozdan yoksun birakmak

kanser hiicrelerinin hizla 6liimiine neden olmaktadir (Cunha ve ark., 2023).

Hemen hemen tiim kanser hiicreleri, Warburg etkisi olarak adlandirilan bir fenomen
olan, glukoz tasinmasinin ve glukoz metabolizmasinin, 6zellikle de glikolizin yukari
regiile edildigi bir fenotip sergiler. Normal hiicrelerde glukoz, mitokondride solunum
yoluyla tamamen CO,"“ye oksitlenir. Tiimorde veya gelismekte olan hiicrelerde
glikolizin son {iriinii, asir1 oksijen varliginda bile laktattir. Bu olagandisi olay
“aerobik glikoliz” veya Warburg etkisi olarak bilinir. Warburg etkisi yalnizca
kanserin bir 6zelligi olarak degil, ayn1 zamanda kanser i¢in de savunmasiz bir hedef
olarak kabul edilmistir. Cilinkii kanser hiicreleri biiylimeleri ve hayatta kalmalar1 i¢in
glukoz ve glikolize biiylik ol¢iide bagimlhidir (Liu ve ark., 2010). Her ne kadar
Warburg etkisinin, glukoz temini yeterli oldugunda kanser hiicrelerine biiyiime
avantaji sagladigi bilinse de bu 6zellik, glukoz temininin sorun oldugu durumlarda
kanser hiicreleri icin oliimciil bir etkisinin oldugu degerlendirilebilir. Pek cok
tiimorde glukoz desteginin zayif olmasi ve bununla birlikte kanser hiicrelerinin
cogunun son derece yiiksek glikolitik kapasiteye sahip olmasi, tiimdr i¢i glukozun
tilkenmesine neden olacaktir bu durumda, kanser hiicresinin 6liimiine yol agacaktir
(Cunha ve ark., 2023). Diger bir yandan glikolizin farkli adimlarinda yer alan
anahtar enzimleri hedef alabilecek ilaglarin arastirilmasi, glukoz metabolizmasin
onlemenin umut verici bir yoludur. One ¢ikan yaklagimlardan biri, glukozu fosforile
ederek glikolizin ilk adimini katalize eden hekzokinaz-2'nin (HK2) inhibisyonudur.
Sitoplazmik ortamda HK2 baskilanmasindan sonra glukoz, glukoz-6-fosfata (G6P)
dontstiiriilemez, bu da glukoz fosforilasyonunun inhibisyonuna, ATP iiretiminde
azalmaya ve ciddi enerji yoksunluguna neden olur ve sonucta hiicrelerin hayatta

kalmasina ve ¢ogalmanin bloke olmasina yol agar (Meng ve ark., 2022).

Bu temel arastirma kesifleriyle paralel olarak, [18F] flouro-2-deoxyglucose (FDG)
pozitron emisyon tomografisinin (PET) ¢esitli insan tiimor tiplerinin

goriintiilenmesinde artan klinik kullanimi, glukoz metabolizmasinin fonksiyonel

23



olarak degistigini ortaya ¢ikarmigtir. Kan dolagimina enjekte edilen FDG, hiicre
yiizeyindeki glukoz tasiyicilart tarafindan alinir ve daha sonra hekzokinaz tarafindan
fosforile edilerek FDG-fosfat olusturulur, boylece en yiiksek glukoz alimina ve
heksokinaz aktivitesine sahip dokularin gorsellestirilmesi saglanir. Ek olarak, hiicre
kiiltiirii ¢aligmalari, bu metabolik degisiklikleri tasiyan tiimor hiicrelerinin, normal
muadillerinin aksine, glikolizin inhibisyonuna kars1 benzersiz derecede duyarl
oldugunu gostermistir ve bu da potansiyel bir terapotik pencere oldugunu ortaya

koymaktadir (Shaw; 2006).

2.6.2. Meme Kanserinde Glukoz Tasiyicilar:

Tiimor hiicreleri genellikle basta glukoz ve glutamin olmak iizere besin maddelerinin
alimin artirir. Glukoz, lipid ¢ift katmani boyunca kolayca yayilmadigindan, glukoz
alimi1 kanser hiicresi metabolizmasi ve biiyiimesi i¢in dnemli bir diizenleyicidir.
Glukoz tasmiminin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi, glukoz alimim
engellemeyi amagclayan ilaglarin rasyonel tasarimi i¢in oldukca 6nemlidir. Lipid
igerikli hiicre membran1 glukoza gecirgen degildir. Glukozun polar yapili hiicre
membranindan gecebilmesi icin ¢esitli tastyicilara ihtiyag vardir. Glukoz, glukoz
tasiyicilart olarak bilinen Ozellesmis membran proteinleri araciligiyla lipid cift
tabakasini1 gecer. Memelilerde iyi bilinen ti¢ glukoz tastyic tiirii vardir: GLUT ailesi
(Glukoz tastyicilart), SGLT (Sodyum-glukoz baglantili tasiyicilar) ve yakin zamanda
kesfedilen SWEET tasiyicilari.

SGLT (Sodyum-glukoz ko-transporteri) tasiyicilari, glukozun hiicre zarindan gegisini
saglayan bir mekanizma olup, bu tasiyicilar sodyum iyonlarmin gradyanin
kullanarak glukoz molekiillerini hiicre i¢ine aktarir. Bu tasima islemi, sodyum
tyonlariin hiicre disinda yiiksek, hiicre i¢inde diisiik konsantrasyonuna dayanan bir
ikincil tasima mekanizmasidir ve enerji gerektirir. Sodyum iyonlarinin hiicre igine
alinmasi ve potasyum iyonlarinin hiicre disina pompalanmasi, Na* /K* ATPaz
pompa sistemi tarafindan ATP enerjisi kullanilarak saglanir. Bu, birincil veya ikincil
ATP hidrolizi gerektirmeden glukozun konsantrasyon derecesinden asagi hareketini
kolaylastiran GLUT tasiyicilart ile temel farki belirler. SGLT tasiyicilart ince

bagirsakta glukoz emilimi ve bobrek dokusunda glukoz geri emilimi i¢in gereklidir.
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SWEET tasiyicilari, bitkilerde bulunan ve sekerlerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasinda
taginmasini saglayan bir protein ailesidir. Bitkilerde seker taginimi, biiyiime, gelisme

ve meyve olgunlasmasi gibi temel fizyolojik stiregler i¢in 6nemlidir.

GLUT ailesi, substrat seciciligi, doku ekspresyonu ve subseliiler lokalizasyon
acisindan farklilik gosteren 14 iiyeden olusur. Bu tastyicilar, substrat 6zgiilliigii ve

sekans benzerligine dayal olarak ii¢ sinifa ayrilir:

e SmfI: GLUT-1, GLUT-2, GLUT-3, GLUT-4 ve GLUT-14
e SmfII: GLUT-5, GLUT-7, GLUT-9 ve GLUT-11
e SmmfIII: GLUT-6, GLUT-8, GLUT-10, GLUT-12 ve GLUT-13

Bu tasiyicilarin  her birinin farkli konumlara, kinetik 6zelliklere, substrat
spesifikliklerine ve iglevlere sahip oldugunu belirtmek onemlidir. Glukoz tasiyict
proteinlerin her biri, glukoz ve fruktoz gibi diger heksozlar icin farkli afinitelere

sahiptir (Zambrano ve ark., 2019; Lebelo ve ark., 2019).

Sinif I tiyeleri glukoz homeostazini dogrudan diizenlemektedir. GLUT-1, GLUT-3 ve
GLUT-4, glukoz icin yiiksek bir afiniteye sahiptir ve normal fizyolojik kosullar
altinda glukozun yiiksek oranda tasinmasina izin verir. Bu proteinler, glukoz
homeostazindaki Onemleri nedeniyle iyi1 ¢alisilmistir. GLUT-1 birgok dokuda
degisken seviyelerde bulunur ve bazal glukoz alimindan sorumludur. GLUT-2 ince
bagirsak, karaciger ve pankreas dokusunda lokalize olurken, GLUT-3 esas olarak

beyin ve sinir sisteminde bulunur (Macheda ve ark., 2005).

Kanser hiicrelerinde glukoz alimi genellikle, biiyiime faktorleri tarafindan asiri
eksprese edilen ve genellikle kanser malignitesi ile iligkili olan GLUT-1 ile
iligkilidir, ancak diger GLUT'lar da dahil olabilir (Gonzalez-Menendez, 2018).
GLUT-1, SLC2A1 geni tarafindan kodlanan, fizyolojik ve patolojik glukoz
alimindan sorumlu bir¢ok hiicrede bulunan ana tasiyici bir uniporter proteindir. Tiim
membran tasima sistemlerinin en kapsamli ¢alisilan proteinlerinden biridir (Yu ve
ark., 2017). GLUT-1, onemli bir prognostik biyobelirte¢ olarak ¢esitli kanser
tiirlerinde yiiksek seviyelerde eksprese edilir. Bununla birlikte, GLUT-1 cesitli

hiicrelerde, 6zellikle de beyne ve diger organlara glukoz saglanmasi igin gerekli olan
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endotelyal hiicrelerde ve kirmizi kan hiicrelerinde de eksprese edilir. GLUT-1
disfonksiyonu, dizartri ve zihinsel ve motor gelisim gecikmeleri gibi cesitli
semptomlarla karakterize edilen GLUT-1 eksikligi sendromu (GLUT-1-DS, De Vivo
hastalig1) gibi bir dizi hastaliga neden olabilir (Geng ve ark., 2024). GLUT-1'in
hiicrelerdeki seviyeleri, fizyolojik ve patolojik kosullar altinda degisir. Ozellikle
RAS, SRC, c-MYC ve P53 genlerinin inhibisyonu ve aktivasyonu GLUT-1
ekspresyon diizeyleri ile iliskili bulunmustur. Bazal glukoz tasinmasinin
engellenmesi, kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1 engellemenin yeni bir yolu olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli ¢alismalarda GLUT-1 antikorlarinin kullanimi ile apoptoz
sonucu timor boyutunda kiiclilme saglandigi ve bazi molekiillerin GLUT-1
inhibisyonuna neden olarak tiimor hiicreleri lizerinde antiproliferatif etki gosterdigi
gosterilmistir. Bu durum, glukoz tasiyict proteinler araciligiyla tiimoéral hiicrelerin
karsinogenezi ile glukoz metabolizmasi arasindaki yakin iligskiyi ortaya koymakta ve
glukoz tasiyict proteinlerin kanser tedavisinde hedef molekiiller olabilecegini
gostermektedir. Kanser tedavisinde GLUT-1 ekspresyonunun tanisal olarak benign
ve malign iirotelyal tiimorleri ayirt etmede kullanilabilecegi de bildirilmistir. Ayrica
osteosarkom, gastrik adenokarsinom, o6zofagus adenokarsinomu, pankreas
karsinomu, akciger karsinomu, oral skuamdz hiicreli karsinom, endometriyal
adenokarsinom gibi farkli kanser tiplerinde GLUT-1 ekspresyonunun prognostik
Oonemi ¢ok sayida caligmada bildirilmistir (Okcu ve ark., 2022). GLUT-1"e spesifik
olarak baglanan bir antikorun, glukoz alimim azalttig1 ve akciger ve meme kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, bu antikor, sisplatin,
paklitaksel ve gefitinib gibi kanser ilaglarmin antikanser etkilerini gii¢lendirmistir
(Liu ve ark., 2010). Oh ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, meme kanseri
hiicresinde GLUT-1 ekspresyonunun asagi yonlii diizenlenmesinin Akt sinyal
yolagindaki yukar1 yonlii diizenlemeyi indiikleyerek hiicresel apoptozda bir azalma
sagladigr goriilmiistir (Oh ve ark., 2017). Yaymlanan tiim bu sonuglar, glukoz
tasinmasinin inhibisyonunun, glukoz tasinmasi/glukoz metabolizmasi ile kanser
arasindaki iliskinin arastirilmasini kolaylastirabilecegini ve kanser tedavisi i¢in yeni

ve etkili bir yol olarak ortaya ¢iktigin1 gostermektedir.
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2.6.3. GLUT-1 tasiyicis1 WZB117

TNBC’lerdeki yiiksek derecede metabolik heterojenlik, metabolizma hedefli
tedaviler i¢in biiyiik zorluklar olusturmaktadir. Bu nedenle, GLUT-1 inhibisyonunun
TNBC tedavisi i¢in basarili bir strateji olabilmesi i¢in, bu metabolik yolagin gerekli
oldugu kesin baglamlarin tanimlanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, kanser
metabolizmas1 tilirleri arasinda olduk¢a karmasiktir ve TNBC'de GLUT-1
bagimliligim1 ve GLUT-1 inhibisyonuna duyarlili§i o6ngoérmek ig¢in gilivenilir
biyobelirtegler hala eksiktir (Wu ve ark., 2020). Bu dogrultuda, kanser hiicrelerini 'a¢
birakmak' amaciyla STF-31, resveratrol, naringenin, phloretin, WZB117 (3-Fluoro-
1,2-phenylene bis(3-hydroxybenzoate)) ve pirazolopirimidinler dahil olmak tizere
cesitli GLUT-1 inhibitorleri gelistirilmistir. Polifenolik bir bilesik olan WZB117
(Sekil 2.9), GLUT-1 proteininin glukoz taginmasini gergeklestiren merkez kanalina
baglanarak glukoz alimini engelleyen bir inhibitordiir (Geng ve ark., 2024).
WZB117, giiglii bir GLUT inhibitorii olarak sentezlenmis olan WZB115'in yapisal
bir tiirevidir. GLUT-1'in asag1 diizenlenmesi (Down-regiilasyonu) ile ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda glukoz taginmasini ve hiicre biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir

(Zhao ve ark., 2024).

Bir¢ok arastirmaci, WZB117'yi glukoz alim inhibitorii olarak kullanmistir. Yapilan
calismalar, WZB117'nin hem in vitro hem de in vivo olarak akciger kanseri
hiicrelerine kars1 antikanser aktivitesine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica,
WZB117'nin GLUT-1 proteini, hiicre i¢ci ATP ve glikolitik enzimlerin seviyelerini
diisiirdiigii ve ATP algilayict enzim AMP (Adenozin monofosfat) ile aktiflestirilen
protein kinaz (AMPK) fosforilasyonunu yukar1 dogru diizenleyerek A549 akciger
kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasina, yaslanmaya ve nekroza yol actig1
bildirilmistir. WZB117 kullanilarak yapilan baska bir calismada, A549 akciger
kanseri hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kemoterapétik ilaglardan
sisplatin veya paklitaksel ile kombinasyonunun sinerjik antikanser etkisi gostermistir
(Li ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2022).

WZB117'nin dozaj belirlemesi siirecinde literatiirde yapilan arastirmalara gore,
Xintaropoulou ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada dort meme kanseri hiicre
hattinda Phloretin, Quercetin, STF31, WZB117, 3PO, 3-bromopiruvat, Dikloroasetat,
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Oksamik asit, NHI-1 gibi gesitli glikolitik inhibitorlerin uygulandigi ve WZB117’nin
IC50 konsantrasyonlarimin 0.06 ila 30 pM araliginda oldugu gorilmistiir
(Xintaropoulou ve ark., 2015). De ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir diger
arastirmada, GLUT-1 inhibitorleri ve metformin kombinasyonunun kanser hiicresi
metabolizmasin1 hedeflemedeki sinerjik etkinligi incelenmis ve MCF7, MDA-MB-
231, MCF10A hiicre hatlarinda MET, OCMC-MET, WZB117-OCMC-MET ve
WZB117'nin IC50 degeri ve secicilik indeksi hesaplanmistir. MDA-MB-231 hiicre
hatt1 lizerinde WZB117’nin 48 saat uygulamasi sonras1 IC50 konsantrasyonu 11.5
uM olarak bulunmustur (De ve ark., 2023). Meme kanseri tedavisinin incelendigi
baska bir calismada ise, dort meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7, MDA-MB-231,
HBL100 ve BT549) WZB117'nin 0.6 uM dozda apoptozu indiikleyerek hiicre disi
glukoz seviyelerini artirdigir ve hiicre dis1 laktat seviyelerini azalttigi bildirilmistir

(Barbosa ve ark., 2020).

O

OH

OH

Sekil 2.9. WZB117 (3-Fluoro-1,2-phenylene bis(3-hydroxybenzoate)

Sonuglar ve yapilan arastirmalar degerlendirildiginde WZB117 ¢oklu GLUT'lar
hedefleyebilen, kanser hiicrelerini glukozdan yoksun birakan ve hiicre Gliimiine
neden olan antikanser terapdtik bir bilesiktir. WZB117°nin antikanser tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde iyi bir segenek sunabilecegi diistiniilmektedir.
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2.7. AgNOR Boyama

AgNOR (Cekirdekgik olusturan bolgeler) proteinleri, yiiksek oranda ¢ogalan
hiicrelerde biriken ve ¢ogalmayan hiicrelerde diisiik diizeyde ifade edilen bir protein
kiimesidir. Bu proteinlerden bazilari, mitoz sirasinda niikleolar diizenleyici bolgelerle
(NOR'lar) iligkilidir. AgNOR proteinleri, morfometri ve goriintii analizi kullanilarak
giimiis boyama seviyesinin kantifikasyonuyla ol¢lilmektedir. AgNOR proteinlerinin
miktari, hiicrelerin ¢ogalma hizinin bir gdstergesidir. Hiicre dongiisiiniin evrelerine
gore bu proteinlerin miktarlar1 degisiklik gostermektedir: GO fazinda diisiik, Gl
fazinda biraz daha yiiksek, S ve G2 fazlarinda ise en yiiksek seviyelerde bulunur.
Cekirdek¢ik icindeki AgNOR'larin  giimiisle boyanma siddeti, hiicrelerin
transkripsiyon aktivitesine baglidir ve bu teknik, hiicresel ¢ogalma ve maligniteyi
degerlendirmek icin kullanilabilir (Sirri ve ark., 2000; Trere ve ark., 2020). Diger bir
deyisle, AgNOR boyama, aktif rDNA bdlgelerini boyayip inaktif bolgeleri boyamaz;
bu nedenle, transkripsiyonel aktivitenin bir gostergesi olarak kullanilir (Mohanty ve

Padhy, 2020).

2.8. Apoptoz ve Kanser

Apoptoz, baslangicta bir dizi stereotipik morfolojik degisiklikle karakterize edilen
O6nemli bir hiicre 6liimii seklidir (Cohen ve ark., 1997). 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan, genomik DNA pargalanmasiyla iligkili hiicre 6liimiinti tantmlamak
amaciyla ortaya atilmistir. Apoptoz, DNA pargalanmasinin yani sira sitoplazmik
yogunlasma, niikleer piknozis (Niikleusun kiiclilmesi), kromatin yogunlagmasi,
hiicrenin yuvarlaklasmasi, zar kabarcigl olusumu, sitoskeletal ¢okiis ve zarla cevrili
apoptotik cisimlerin hizli bir sekilde makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan

fagosite edilmesiyle karakterize edilir (Li ve ark., 2008).

Apoptoz, nekrozun aksine, bir hiicrenin belirli uyaranlar1 aldiktan sonra aktif olarak
olime dogru izledigi durumu tanimlamak i¢in kullanilir ve hem fizyolojik hem de
patolojik durumlarda 6nemlidir. Zaman iginde, apoptozdan sorumlu molekiiler
mekanizmalar biiyiik 6l¢lide aydinlatilmis ve bu stireci karakterize eden morfolojik

ve biyokimyasal degisikliklerden sorumlu olan hiicre i¢i proteaz ailesi, yani
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kaspazlar, tanimlanmustir. Ozellikle, aspartik asit kalmtilarindaki substratlar1 kesen
ve "kaspazlar" olarak bilinen sistein proteaz ailesinin aktivasyonu, bu degisikliklere

yol agmaktadir (Reed ve ark., 2000).

Kanser, normal hiicrelerin bir dizi genetik degisiklik sonucu kotli huylu hiicrelere
dontigmesi olarak tanimlanabilir; bu siirecte hiicre dliimiinden kaginma, kotii huylu
doniistimde temel bir degisikliktir. Bu nedenle, apoptozun azalmasi veya apoptoz
direnci, karsinogenezde kritik bir rol oynar. Ko6tii huylu hiicreler, apoptozdan
kaginmak veya apoptoz direnci gelistirmek i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanabilir. Bu

mekanizmalar genel olarak su sekildedir:
« Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin bozulmasi,
e Azalmis kaspaz fonksiyonu,
e Bozulmus 6liim reseptdrii sinyalizasyonu.

Pro-apoptotik proteinlerin (Bax, Bak) ve anti-apoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bcl-xL)
dengesi, hiicrenin apoptoz yolunu se¢mesinde belirleyici bir rol oynamaktadir.
Ayrica, p53 gibi timor siipresor proteinlerin islev bozukluklari da apoptozun etkili

bir sekilde gergeklesmesini engelleyebilir (Wong ve ark., 2011).

Apoptozun altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi, ¢esitli kinazlarin blokaji
yoluyla tiimoér ilerlemesini destekleyen hedefe yonelik tedavilerin tanimlanmasinda
onemli ilerlemeler saglamistir. Bu kesifler, hiicre Oliimiinii diizenleyen
mekanizmalarin, hedefe yonelik tedavilerin etkinligine katkida bulundugunu
gostermektedir (Carnerio ve ark., 2020). Son yillarda, bu tedavilerin klinik etkinligi
ve glivenilirligi lizerine yapilan arastirmalar, apoptozun hedefe yonelik tedavilerdeki

roliinii ve bu tedavilerin potansiyelini daha 1yi anlasilmasina katkida bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Erciyes Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi

(GENKOK) laboratuvarinda vyiiriitiildii ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan TYL-2023-13305 kodlu proje ile desteklendi.

3.1. Deneyde Kullanilan Demirbas ve Sarf Malzemeler

Tablo 3.1. Demirbas Malzemeler

Demirbas Malzemeler

e Laminar Akim Kabini (Airstream)
e CO,’li Inkiibatdr (Panasonic)

o Hassas Terazi (Sanyo)

o Floresan Mikroskop (Leica)

o Invert Mikroskop (Leica)

e Buzdolab1 +4 (Siemens)

¢ Derin Dondurucu -20 (Ugur)

e Manyetik Karistiric1 (Heidolph)

o Spektrofotometre (Promega)

¢ Vorteks (Heidolph)

¢ Sogutmali Santrifiij (Beckman Counter)

o Hassas Terazi (Sanyo)

¢ Su Banyosu (Memmert)

¢ Pipet Tabancasi (Gilson)

o Mikropipet Seti (Gilson)

e Flow Sitometri Cihaz1 (Beckman Counter)
e Vorteks (Heidolph)




Tablo 3.2. Sarf malzemeler

Sarf Malzemeler

MTT Hiicre Cogalma Kiti (Sigma Aldrich, katalog no: CT02)
WZB117 (Cayman, 19900)

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Applicehm, A3672)

Ethanol Absolute (Isolab 920.026.2500)

RPMI 1640 Medium, (ThermoFisher, 11879020)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Serox, SF101H)

Glukoz Soliisyon (Capricorn GLC-F)

Trypsin-EDTA (HYCLONE SH30042.01)

Entellan (EDF)

Penicillin-Streptomycin (Capricorn PS-B)

Cryo Tiip (Nest, 607001)

Trypan Blue (HYCLONE SV30084.01)

Gumis Nitrat (AFG ACS REAGENT, 316727)

Toz Jelatin (AFG Sci-723465)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Biobasic Canada, PD0435)
L-Glutamin (HYCLONE SH30034.01)

Formik Asit (Merck 100264.1000)

75-25 cm? Flask (Nest 708003/708003)

6-96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plate (Nest 703001/701001)
0,45, 0,22 Siringa Ucu Filtre (Isolab, 094.05.006)

Santrifiij Tipi, 15 ml (Isolab 078.02.001)

Santriftij Tiipi, 50 ml (Isolab 078.02.003)

Mikro Santrifiij Tiipii 1,5 ml (Isolab 078.03.002)

Lam (Isother)

Lamel: 20x20 mm (Isolab 1.075.00.002)

0.1-10 pl, 5-200 pl, 200-1000 pl Pipet Uclar1 (MEDLABIX)
Serolojik Pipet 5 ml, 10 ml, 25 ml (Grenier, MSP0101)
FITC ANNEXINV Apoptoz Kiti (Biolegend, 640922)
Contrad 70 (Beckman Counter)

Flow Clean Soliisyon (Beckman Counter)

Cytoflex Sheath Fluid (Beckman Counter)
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3.2. Hiicre Kiiltiirii Protokolleri

3.2.1. Hiicre Hatlan

Calisma kapsaminda MDA-MB-231 (Pasaj 18) insan meme kanseri hiicre hatti,

Erciyes Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi’'nden temin
edildi.

3.2.2. Hiicre Besiyeri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerini kiiltiirlemek i¢in (Thermofisher marka);
glukoz, HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetan sulfonik asit) + sodyum piriivat
icermeyen ancak L-glutamin ve fenol kirmizisi igeren (11879020) katalog numarali
stvi formda glukozsuz RPM 1640 besiyeri kullanildi. Deney siirecinde kullanilan tiim
kiiltiir besiyerleri steril kosullarda laminar air-flow kabin igerisinde hazirlandi. Tiim
deneyde besiyerleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Pen-strep (100 U
penicillin/0.1 mg/mL streptomycin) ve %1 L-glutamin ile desteklendi. Hazirlanan

besiyeri +4°C de muhafaza edildi.

3.2.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Daha 6nce %10 DMSO (Dimetil Siilfoksit) ile cryo tiip igerisinde dondurulmus halde
bulunan hiicre hatlar1, nitrojen tankindan alindiktan sonra steril laminar air flow’da
37°C'de ¢ozdiiriildiikten sonra 15 mL’lik falkon tiiplere alindi. Uzerine 9 mL
hazirlanan stok besiyeri eklendi ve +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi falkon tiipte bulunan supernatant kisim aspire edildi ve
pelletin iizerine 1 mL besiyeri eklenerek, pipetaj yontemi ile hiicrelerin siispansiyon
hale gelmesi saglandi. Siispanse edilen hiicreler sayim asamasindan gegirildi. Sayim
sonrasi istenilen oranda hiicre 25 cm?lik flasklara ekildi ve iizerine 4 mL taze
besiyeri eklerenek 37°C 'de, %5 CO; ve %95 nem igeren inkiibator igerisine
kaldirildi. Inkiibatorde cogalmaya birakilan flasklardaki hiicreler giinliik olarak
mikroskobik kontrolii yapildi. Hiicreler konfluense ulasana kadar 2 giinde 1 kez PBS
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(Phosphate-buffered saline) ile yikama yapilarak besiyerleri degistirildi. Flasklardaki
hiicreler konfuluense ulastiginda pasajlanarak deneysel gruplar icin yeterli sayida

hiicre elde edilmesi saglandi.

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi asamasinda, inkiibatorden c¢ikarilan flasklar laminar air
flow’a alind1 ve icerisinde bulunan besiyerleri aspire edildi. Hiicre yiizeyi PBS ile
yikandi. Yikanan hiicreler tizerinden PBS aspire edilerek uzaklastirildi. Flasklara 3
mL tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek 5 dk siire boyunca 37 ° C'de, %5 CO;’li
inkiibatorde bekletildi. Inkiibatérden c¢ikarilan flasklar invert mikroskop altinda
incelendikten sonra. Flasklarin igerisine 6 mL taze besiyeri eklendi. Hiicre ve
besiyeri karigim 15 mL’lik falkon tiip icerisine alindi ve +4 °C'de 5 dakika siire ile
1500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi hiicre peletinin {izerinde kalan
siipernatant kisim aspire edildi ve pellet besiyeri ile ¢ozdiiriildii. Hiicreler 25 cm®lik
flasklara aktarild1 ve iizerlerine 4 mL taze besiyeri eklendi. Flasklar sonrasinda 37

°C'de, %5 CO, ve %95 nem iceren inkiibatdre aliarak inkiibasyona birakildi.
3.2.5. Hiicrelerin Sayimi

Hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesinde tripan mavisi (Tripan Blue) boyasi testi
kullanilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmaya birakildign 25 cm?®lik flasklar laminar air
flow’a alindiktan sonra igerisinde bulunan besiyerleri aspire edildi. Yapisan
hiicrelerin kaldirilmasi igin flasklarin igerisine 2 mL tripsin/EDTA (Etilendiamin
tetraasetik asit) soliisyonu eklendikten sonra 2-3 dk siire boyunca 37°C'de
inkiibatorde bekletildi. Inkiibatorden ¢ikarilan flasklarin igerisine 4 mL taze besiyeri
eklenerek 15 mL’lik falkon tiip igerisine alindi. Falkon tiipe alinan hiicreler +4
% C'de 5 dakika siire ile 1500 rpm’de santrifiij edildikten sonra pelletin iizerinde
kalan siipernatant kisim aspire edildi. Falkon tabaninda bulunan hiicre pelletinin
tizerine 1 mL taze besiyeri eklenerek yavas bir sekilde pipetaj yapilarak hiicreler
stispanse edildi. 1 mL kiiltiir besiyerinde sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl
alinarak ependorf tiipe konuldu ve tizerine 10 pl tripan mavisi boyasi konarak

karistirildi. 10’ar pL hiicre silispansiyonu+tripan mavisi karigimi alinarak thoma

34



laminin ¢ukur kisimlarina 1:1 oraninda eklendi. Thoma lami invert mikroskopta x40
biiyiitmede canli hiicreler kiigiik, yuvarlak ve refraktil olarak, olii hiicreler ise biiyilik
ve koyu mavi olarak belirlendi ve 10 ul karisim igerisinde bulunan canli-6li ve
toplam hiicre sayisinin yiizde orani;

e 1 mD’deki hiicre sayisi= sayilan bolgelerin ortalama sayis1 x diliisyon

katsayist x 10* formiilii ile hesaplandi.

3.3. MTT Analizi icin WZB117 Dozlarinin Hazirlanmasi

WZB117 iiretici firmanin talimatlar1 izlenerek ¢dzdiiriildii. Bu dogrultuda -20 °C’de
saklanan 25 mg WZB 117’nin icerisinden 2 mg WZB117 steril kilitli kapakli bir
eppendorf tlip igerine eppendorf tiiplin darasi alindiktan sonra hassas terazide
tartilarak alinmistir. Eppendorf igerisinde tartilan 2 mg WZB117 iizerine 100 pL
DMSO eklendi ve 2-3 dk vorteks ile tamamen ¢oziinmesi saglandi (Sekil 3.2.). MTT
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) sitotoksite analizi igin
gerekli olan 5 uM, 10 puM, 15 puM, 20 uM ve 25 pM WZB117 elde edilmesi
asamasinda olusturulan ¢ozelti seyreltilerek elde edildi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. WZB117 (Cayman, item no: 19900).
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Sekil 3.2. WZB117’nin ¢6zdiiriilmesi asamasinda vorteks uygulamasi.

3.4. Glukozun Hazirlanmasi

250 g/L stok glukoz ¢ozeltisinin igerisinden 5 mM glukoz elde etmek i¢in 10.8 pl, 15
mM glukoz elde etmek igin 32.4 ul, 25 mM glukoz elde etmek igin 54 pl glukoz

alinarak besiyerine eklendi.
3.5. Sitotoksite Analizi (MTT Analizi)

WZB117’nin sitotoksik etkileri, MTT deneyi kullanilarak belirlendi. MDA-MB-231
meme kanseri hiicreleri, 96 kuyucuklu plate igerisine 5x10° hiicre/kuyucuk
yogunlugunda ekildi. Hiicreler, 24 saat boyunca 37°C’de, %5 CO, igeren
inkiibatorde ve %10 FBS ile desteklenmis besiyeri icerisinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siirecinin ardindan, kontrol grubu olusturuldu ve WZB117'nin 5 pM, 10
uM, 15 uM, 20 uM ve 25 uM dozlari ile 24, 48 ve 72 saat siirelerle muamele edildi.

Uygulama sonrasi her kuyucuga 20 ul MTT ¢ozeltisi (0,5 mg/mL stok) eklendi ve

hiicreler tekrar 4 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, kiiltiir
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besiyeri dikkatlice 200 pl DMSO ile degistirildi ve hiicre canliligi 560 nm dalga
boyunda ELISA okuyucu (Promega) ile dl¢iildii.

WZBI117 ile muamele edilen hiicrelerin hayatta kalma oranlari, ilagsiz kontrollere
kiyasla bagil absorbansin nispi yiizdesi olarak analiz edildi. Her bir test bilesiginin
ICso degerleri (Yari maksimum inhibitér konsantrasyon), hiicre sag kaliminin doza
bagimli egrisi kullanilarak belirlendi ve WZB117’nin MDA-MB-231 hiicre hatt1
tizerindeki ICsp degerleri GraphPad Prism 10.3.0 yazilimi ile hesaplandi.

Sekil 3.3. Elisa okuyucu promega ile 6l¢iim isleminin gergeklestirilmesi.

3.6. Deney Gruplarinin Olusturulmasa

MDA-MB-231 hiicre hatt1 18. Pasajda temin edildikten sonra 2 kez pasajlandi ve
asagidaki deney gruplar olusturuldu.

1. Grup (RPMI): RPMI 1640 glukoz icermeyen

2. Grup (RPMI+5G): RPMI 1640 besiyeri icerisine 5 mM eksojen glukoz eklendi.
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3. Grup (RPMI +15G): RPMI 1640 besiyeri icerisine 15 mM eksojen glukoz
eklendi.

4. Grup (RPMI+25G): RPMI 1640 besiyeri igerisine 25 mM eksojen glukoz

eklendi.

5. Grup (RPMI+WZB117): RPMI 1640 igerisine WZB117 eklendi.

6. Grup (RPMI+5G+WZB117): RPMI 1640 igerisine 5 mM eksojen glukoz ve
WZB117 eklendi.

7. Grup (RPMI+15G+WZB117): RPMI 1640 igerisine 15 mM eksojen glukoz ve
WZB117 eklendi.

8. Grup (RPMI+25G+WZB117): RPMI 1640 igerisine 25 mM eksojen glukoz ve
WZB117 eklendi.

3.7. AgNOR Boyama

Giimiis boyama, Benn-Perle ve Lindner yontemi temel alinarak bu yontemin hafif bir
modifikasyonu ile gergeklestirildi. Sicaklik 37°C olarak siire ise 15 dakika olarak
uygulandi (Lindher., 1993; Benn ve Perle., 1986).

3.7.1. Hiicrelerin Fiksasyonu

MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri glukozsuz RPMI 1640 besiyeri igerisinde 8
ayrt deney grubu kurularak 6 kuyucuklu platelerinin igerisine yerlestirilmis olan
20x20 mm ebatlarinda no:1 kare lamel iizerine 1x10° oranda ekildi. Ekilen hiicreler 1
giin siire ile inkiibator igerisinde ¢ogalmaya birakildi. 1 giinliik inkiibasyon
sonrasinda hiicreler 4.08 uM WZB117 ile muamele edildi ve 48 saat inkiibasyona
birakildi. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan lamel {izerine yapismis olan ve WZB117
ile muamele edilmis olan hiicreler metil alkol ile tespit edildi. Tespit isleminden

sonra preparatlara giimiis AQNOR boyama yontemi uygulandi.
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3.7.2. AgNOR Boyama i¢cin Cozeltilerin Hazirlanmasi

o %33 liikk AgNO3 c¢ozeltisi: 2/1 oranda 20 mL bidistile su igerisinde 10 g
AgNO3’lin ¢ozdiiriilmesi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti de karanlikta
muhafaza edildi.

e %1 lik formik asit ¢ozeltisi: 1 mL formik asitin 99 mL bidistile su ile 100
mL ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

o %2 lik jelatinli formik asit ¢ozeltisi: 98 mL %]1 lik formik asit ¢ozeltisi
igerisinde 2 g jelatinin ile karistirilmasi ile hazirlandi.

e Giimiis boyama coézeltisi: %33 lilk AgNO3 ¢ozeltisinden 1 mL (2 hacim),
%2 lik jelatinli formik asitten de 0.5 mL (1 hacim) alinarak 151k gérmeyen
cevresi aliminyum folyo ile sarili tiip i¢inde karistirilarak hazirlandi. +4’te

muhafaza edildi.

3.7.3. AgNOR Boyamanin Gerceklestirilmesi

Hazirlanan glimiis boyama ¢ozeltisi, hi¢ beklenilmeden fikse edilmis preparatlarin
iistline 3-4 damla olacak sekilde konuldu ve lamel ile kapatildi. Cevresi aliiminyum
folyo ile sarili petri kaplar1 igine yerlestirilerek 37 °C de daha once sicakligi
sabitlenmis olan etiiv icerisinde 15 dk bekletildi. Bu siire sonunda lamlar distile su ile
yikanma islemi ile iistlerindeki lamellerinden ayrildi ve kurumaya birakildi. Lamlarin
tizerlerinde sabitlenmis olan hiicreler entellan kullanilarak lamel ile kapatildi. Lamlar
kuruduktan sonra NORs alanlarinin dlglimiine baslandi. AgNOR ile boyanan olan
preperatlar 151k mikroskobu ile (Leica DM 3000) gorintiilendi ve bir dijital kamera
yardimi ile fotograflandi. Cekilen fotograflar gériintii isleme yazilimi olan Imaj
analiz yontemine ImageJ (Imaging Color 12 BIT, Made in Canada) aktarildi. Her bir
cekirdek i¢in "freehand selection" araci kullanilarak hem niikleer alan basina toplam

AgNOR alani (TAA/NA) hem de ortalama AgNOR sayis1 hesaplandi.
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3.8. Apoptoz (Annexin V&Dead Cell) Testi

Apoptozu analiz etmek icin FITC-Konjuge Anneksin V baglanmasi ve 7AAD
boyamasi prosediirii uygulandi. MDA-MB-231 hiicreleri, glukozsuz RPMI 1640
besiyeri icerisinde 8 ayr1 deney grubu kurularak 1x10° hiicre/kuyu yogunlugunda
ekildi. Daha sonra hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildi. 24 saatin sonrasinda
tutunan hiicreler {izerine 4,08 uM WZB117 uygulamasi gerceklestirildi. Hiicreler
WZBI117 uygulamasi sonras1 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saat sonrasinda
FITC-Konjuge Anneksin V ve 7AAD boyama i¢in hiicreler kaldirilarak eppendorf
tiiplere alindi. Hiicreler 2 kere FACS Buffer ile yikandi. Daha sonra tiim gruplara
sirast ile 5 uM Annexin V ve 5 uM 7AAD eklendi. Hafif bir vorteks uygulamasi
sonrasi hiicreler 15 dk oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast, Ol¢iim i¢in CytoFLEX Flow Sitometri cihazina (Beckman Coulter) alinarak

Olctim islemi gerceklestirildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Arastirma verilerinin istatistiksel analizinde GraphPad Prism 10.3.0 kullanildi.
Arastirmada tanimlayict verilerin analizi; ortalama, standart sapma, yiizde ve frekans
analizleri ile incelendi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov
ve Shapiro-Wilk analizi ile degerlendirilmistir. Ayrica gruplar arasi karsilagtirma
analizleri i¢in ikiden fazla grubun ortalamalar1 arasinda farklilik, tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile test edildi. Tek yonlii varyans analizi sonucunda hangi gruplar
arasinda farkin oldugunu belirlemek igin post-hoc testleri kullanildi. Post-hoc
karsilastirmalari icin Tukey HSD testi kullanild1. Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0,05

degeri alind1.
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4. BULGULAR
4.1. MTT Sonugclar:

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde 5’er uM’ lik artislar ile kontrol (0 uM), 5 uM, 10
uM, 15 puM, 20 uM, 25 uM konsantrasyonlarinda WZB117 etken maddesi
uygulandi. Uygulama sonrasi hiicre canliligi, 1Cso degerleri, doz cevap durumu 24,
48 ve 72 saatlik olgtimlerle incelenmistir. (Sekil 4.1.)’de WZB117 uygulanan MDA-
MB-231 hiicre hattinda 24-48-72 saatlik yapilan 6l¢iim sonuglarina yer almaktadir.
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Sekil 4.1. WZB117 uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre canliligina etkisi ve ICsq degeri.

24 saatlik yiizdelik absorbans verileri incelendiginde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicre canlihig1 iizerinde inhibitor etkisi bulunmamustir (R?= 0,3921). 48 ve 72 saatlik

veriler incelendiginde ise anlamli inhibisyonun 48 saatlik inkiibasyon sonrasi



verilerde (R%= 0,6667) elde edilmistir. 48 saatlik uygulama sonrasi elde edilen veriler
dogrultusunda WZB117’nin ICsg degeri 4.08 uM olarak bulunmustur.

4.2. AgNOR Boyama Bulgulan

Tez galismasi kapsaminda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde GLUT-
1 inhibitorii WZB117 etken maddesi gergeklestirilen sitotoksite analizleri sonuglari
degerlendirilerek elde edilen veriler sonucunda 4.08 uM olarak 48 saat boyunca
uygulandi. AgNOR boyama gergeklestirilerek tiim gruplarin ortalama AgNOR
sayilar1 ve TAA/NA ile kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi degerlendirildi. AgNOR
boyama sonrasi fotograflanan gruplara ait gorseller (Sekil 4.2.) ve (Sekil 4.3.) de

verilmistir.

Sekil 4.2. WZB117 verilmeyen gruplara ait AgNOR boyama 6rnekleri. Olgek gubugu: 50,0
um *A.) RPMI, B.) RPMI+5G, C.) RPMI+15G, D.) RPMI+25G. *G: Glukoz’u ifade
etmektedir.
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Sekil 4.3. WZB117 verilen gruplara ait AgNOR boyama &rnekleri. Olcek cubugu: 50,0 pm
*A.) RPMI+WZB117, B.) RPMI+5G+WZB117, C.) RPMI+15G+WZB117, D.)
RPMI+25G+WZB117. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

Her bir grup i¢in Ortalama + Standart Sapma degerleri verildi. Bu dogrultuda (Sekil
4.4)’te 48 saatlik olgiimler ile sekiz ayri grup igin hesaplanan AgNOR sayilarinin
ortalamalar1 verilmistir. WZB117 verilmeyen gruplar sirast ile ortalama AgNOR
sayilart agisindan incelendiginde RPMI grubunda ortalama AgNOR sayisi
3,52+1,59; RPMI+5G grubunda ortalama AgNOR sayist 4,3+£1,02; RPMI+15G
grubunda ortalama AgNOR sayist 3,94+1,20; RPMI+25G grubunda ortalama
AgNOR sayisi ise 5,44+1,45 olarak hesaplandi. En yiiksek ortalama 25 mM glukoz
verilen grupta goriilmektedir. En diisiik ortalama ise RPMI grubunda gériilmektedir.
WZB117 maddesi verilen gruplar incelendiginde RPMI+WZB117 grubunda
ortalama AgNOR sayis1 3,04+1,30’tir. Bu grup, tim gruplar igerisinde en diisiik
AgNOR sayisinin bulundugu gruptur. RPMI+5G+WZB117 grubunda ortalama
AgNOR sayist 4,98+1,10; RPMI+15G+WZB117 grubunda ortalama AgNOR sayis1
436+1,53 ve RPMI+25G+WZB117 grubunda ortalama AgNOR sayisi
4,72+1,32’dir. WZB117 etken maddesi verilen gruplar igerisinde en yiiksek ortalama
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AgNOR sayist RPMI+5G+WZB117 grubunda goriilmekte iken en diigiikk ortalama
AgNOR sayist RPMI+WZB117 grubunda goriilmektedir.

48 Saat AgNOR Sayisi

Sekil 4.4. Ortalama AgNOR sayis1. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

(Sekil 4.5.)’te her bir grup i¢in hesaplanan TAA/NA ortalamalar1 verilmektedir.
Gruplara iliskin ortalamalar incelendiginde en diisiik ortalamanin RPMI grubunda
oldugu goriilmektedir (ort.£ss.= 0,07+0,04). Bu gruptan sonra en diisiik ortalama ise
RPMI+WZB117 grubunda oldugu bulunmustur (ort.£ss.= 0,08+0,05). Dolayis1 ile
glukoz verilmeyen hiicre kiiltiirii ortamlarinda ortalama AgNOR alanlarinin ¢ekirdek
alana oranlar1 daha diisiiktiir. Diger gruplar incelendiginde en yiiksek ortalamanin

RPMI+5G+WZB117 grubunda goriilmektedir (ort.£ss.= 0,20+0,05).
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Sekil 4.5. TAA/NA oranlart. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

4.2.1. Ortalama AgNOR Analiz Sonuclari

Tablo 4.1.’de ortalama AgNOR sayilarina gére WZB117 verilmeyen gruplarin

karsilastirmali ANOVA testi sonuglarina yer verilmistir.

Tablo 4.1. WZB117 verilmeyen gruplara ait ortalama AgNOR sayilarina gore karsilastirmali
ANOVA testi bulgulari.

Gruplar Ortalama+Standart Sapma F p
RPMI 3,52+1,59 " <0.05
RPMI+5G 4,30+1,02 * <0.05
RPMI+15G 3,94+1,20 © 19,12 <0.05
RPMI+25G 5,44+1,45 <0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. AQNOR: argyrofilik niikleolar organizatdr bolgeleri. Tukey testi
sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama standart sapma degerlerinin iist bilgisinde
harfler ile ifade edilmektedir. *G: Glukoz’u ifade etmektedir. *F degeri gruplar arasindaki
ortalama farklarin, gruplar i¢indeki varyansa oranini ifade etmektedir.
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Sekil 4.6. WZB117 verilmeyen gruplara ait ortalama AgNOR analiz sonuglar1. *G: Glukoz’u
ifade etmektedir.

Tablo 4.1.’de yer alan ANOVA testi sonuglarina gore tiim gruplar bazinda ortalama
AgNOR sayilari istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir ve kurulan model
anlamhidir (F=19,12; p<0,05). Istatistiksel olarak bulunan bu farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Tukey testi kullanilmistir. Yapilan analiz
sonuglarina gére RPMI grubu ile RPMI+5G glukoz verilen grup arasinda AgNOR
sayilar1 ortalamalarina gore istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p=0,019). Buna goére 5 mM glukoz verilen hiicrelerin ortalama AgNOR sayisi,
glukoz verilmeyen RPMI grubuna daha yiiksektir. Gruplar arasinda bulunan diger bir
farklilik RPMI+15G grubu ile RPMI+25G grubu arasinda goriilmektedir (p<0,01).
Grup ortalamalari karsilastirildiginda 25 mM glukoz verilen grubun ortalamasi diger
gruba gore daha yiiksektir. Ayrica gruplar aras1t AgNOR sayisi ortalamalarina gore
istatistiksel olarak bulunan farkliliklarin ¢ogunlukla 25 mM glukoz verilen grup ile
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.6.). Buna gore RPMI+25G ile RPMI grubu,
RPMI+5G grubu ve RPMI+15G grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
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bulunmaktadir (p<0,01). Karsilastirma sonucunda da 25 mM glukoz verilen grubun
ortalamas1 daha yliksektir. ANOVA testi sonuglarina gore diger bir bulgu, RPMI
grubu 15 mM glukoz verilen grup arasinda ortalama AgNOR sayilari istatistiksel
olarak farklilik gostermemektedir (p=0,394). Farkliligin bulunmadig1 diger bir grup
ise 5 mM glukoz verilen grup ile 15 mM glukoz verilen grup arasinda goriilmektedir

(p=0,531).

Tablo 4.2.°de ortalama AgNOR sayilarina gére WZB117 verilen gruplara ait

karsilagtirmali ANOVA testi sonuclarina yer verilmistir.

Tablo 4.2. WZB117 verilen gruplara ait ortalama AgNOR sayilarina gore karsilastirmali
ANOVA testi bulgulari.

Gruplar Ortalama+Standart Sapma F p
RPMI+WZB117 3,04+1,3() /aclad <0.05
RPMI+5G+WZB117 4,98+1,10 o1 <0.05
RPMI+15G+WZB117 4,36+1,53 ’ <0.05
RPMI+25G+WZB117 4,72+1,32 <0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. AQNOR: argyrofilik niikleolar organizator bolgeleri. Tukey testi
sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama standart sapma degerlerinin iist bilgisinde
harfler ile verilmektedir. *G: Glukoz’u ifade etmektedir. *F degeri gruplar arasindaki
ortalama farklarin, gruplar igindeki varyansa oranini ifade etmektedir.

Tablo 4.2°de yer alan ANOVA testi sonuglarina gore tiim gruplar bazinda ortalama
AgNOR sayilari istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir ve kurulan model
anlamhidir (F=21,12; p<0,05). Istatistiksel olarak bulunan bu farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu tespit etmek icin Tukey testi kullanilmistir. Yapilan analiz
sonuglara gore RPMI+WZB117 grubu ile diger tiim gruplar arasinda AgNOR
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
Buna gore en yiiksek ortalama AgNOR sayis1 5SG+WZB117 verilen grupta iken siras1
ile bu grubu 25G+WZB117 verilen grup izlemekte, sonrasinda ise 15G+WZB117 ve
RPMI+WZB117 gruplari olusturmaktadir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. WZB117 verilen gruplara ait ortalama AgNOR analiz sonuglari. *G: Glukoz’u
ifade etmektedir.

ANOVA testi sonucunda farkliligin olmadigi gruplar bulunmaktadir. Buna gore
5G+WZzB117 verilen grup ile 15G+WzZB117 verilen grup (p=0,09) ve 25
G+WZBI117 verilen grup arasinda ortalama AgNOR sayilar1 agisindan istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunmamaktadir (p=0,760). Ayrica farkliligin bulunmadig:
diger bir grup ise 15G+WZB117 verilen grup ve 25G+WZB117 verilen grup

arasindadir (p=0,527).
4.2.2. TAA/NA Ortalamalarina Gore ANOVA Testi Sonuclari

Tablo 4.3’te 48 saatlik inkiibasyon sonrasi WZB117 verilmeyen gruplara ait
TAA/NA ortalamalarina gore karsilastirmali ANOVA testi sonuglari verilmistir.
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Tablo 4.3. WzB117 verilmeyen gruplara ait AgNOR boyama sonrasi TAA/NA
ortalamalarina gore karsilagtirmali ANOVA testi bulgulari.

Gruplar Ortalama=Standart Sapma F p
RPMI 0,07+0,04 /% <0.05
RPMI+5G 0,14+0,02 <0.05

14,06
RPM+15G 0,14+0,03 <0.05
RPMI+25G 0,17+0,14 <0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. *TAA/NA: Toplam AgNOR Alani/ Cekirdek Alani ifade
etmektedir. Tukey testi sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama standart sapma
degerlerinin iist bilgisinde harfler ile verilmektedir. *G: Glukoz’u ifade etmektedir. *F degeri
gruplar arasindaki ortalama farklarin, gruplar i¢indeki varyansa oranini ifade etmektedir.

Tablo 4.3.te yer alan ANOVA testi sonuglarina gére tiim gruplar bazinda toplam
cekirdek alani/nor alami oranlar istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
ve kurulan model anlamlidir (F=14,06 p<0,05). Istatistiksel olarak bulunan bu
farkliligin  hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Tukey testi
kullanilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore gruplar arasinda goriilen bu farkliligin
RPMI grubu ile diger tiim gruplar arasinda oldugu goriilmektedir (p<0,05). Gruplarin
ortalamalari incelendiginde RPMI grubunun TAA/NA ortalamasi diger tiim gruplara
gore (5 mM, 15 mM ve 25 mM glukoz verilen gruplar) diisiiktiir. Ayrica 5 mM
glukoz verilen grup ile 15 mM glukoz verilen grubun TAA/NA ortalamasi birbirine
benzer iken en yiiksek ortalama 25 mM glukoz verilen grupta goriilmektedir (Tablo
4.3.). Ayrica gruplar arasi karsilastirmalarda farkliligin olmadig belirli gruplar vardir
(p>0,05). Sekil 4.8.°da bu gruplar verilmektedir. Bu gruplar incelendiginde 5 mM
glukoz verilen grup ile 15 mM glukoz verilen grup arasinda TAA/NA ortalamasi
istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermemektedir (p=0,999). Benzer sekilde 5
mM glukoz verilen grup ile 25 mM glukoz verilen grup arasinda toplam cekirdek
alani/nor alam1 ortalamas: istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir
(p=0,208). Istatistiksel olarak farkliligin bulunmadig: son grup ise 15 mM glukoz
verilen grup ile 25 mM glukoz verilen grup arasindadir (p=0,185).
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Sekil 4.8. WZB117 verilmeyen gruplara ait TAA/NA ortalamalarina gére AgGNOR analiz
sonuglart. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

Tablo 4.4. ’te 48 saatlik inkiibasyon sonrast WZB117 verilen gruplara ait TAA/NA

ortalamalarina gore karsilastirmali ANOVA testi sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.4. WZB117 verilen gruplara ait AgNOR boyama sonrast TAA/NA ortalamalarina
gore karsilastirmali ANOVA testi bulgulari.

Gruplar Ortalama+Standart Sapma F p
RPMI+WZB117 0,08+0,05 /2" <0.05
RPMI+5G+WZB117 0,20£0,05 ** <0.05
RPMI+15G+WZB117 0,15+0,06 03,81 <0.05
RPMI+25G+WZB117 0,15+0,02 <0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. TAA/NA: Toplam AgNOR Alani/ Cekirdek Alani. Tukey testi
sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama standart sapma degerlerinin iist bilgisinde
harfler ile verilmektedir. *G: Glukoz’u ifade etmektedir. *F degeri gruplar arasindaki
ortalama farklarin, gruplar i¢indeki varyansa oranini ifade etmektedir.
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Tablo 4.4.°te yer alan ANOVA testi sonuglarina gére tiim gruplar bazinda toplam
TAA/NA ortalamalari istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir ve kurulan
model anlamlidir (F=63,31; p<0,05). Istatistiksel olarak bulunan bu farkliligin hangi
gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Tukey testi kullanilmistir. Yapilan analiz
sonuglarina gore gruplar arasinda goriilen bu farkliigin RPMI+WZB117 grubu ile
5G+WzB117, 15G+WZB117 ve 25G+WZB117 gruplar1 arasinda TAA/NA
ortalamalar istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p<0,05). TAA/NA
ortalamalari incelendiginde RPMI+WZB117 grubunun ortalamasi diger tiim gruplara
gore diistiktiir. En yiiksek ortalama 5G+WZB117 grubunda goriilmektedir. Ayrica
15G+WZB117 grubu ile 25G+WZB117 gruplarinin TAA/NA ortalamalart birbirine
benzerdir (Tablo 4.4.). Istatistiksel olarak ikili karsilastirmalar sonucu bulunan diger
farkliliklar ise 5G+WZB117 grubu ile 15G+WZB117 grubu arasinda oldugu
(p<0,05), yine 5G+WZB117 ile 25G+WZB117 verilen gruplari arasinda oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica ikili karsilastirmalarda 15G+WZB117 verilen grup
ile 25G+WZB117 verilen grup arasinda TAA/NA ortalamalar istatistiksel olarak
anlamli farklilik géstermemektedir (p=0,905) (Sekil 4.9.).

51



3k %k %k %k

% 3k %k k
1
% 3k 5k %k
5 3%k %k *k
1
0.3 %k %k 5k %k ns
1 1
<
<
< 0.2 T
l_
I
©
0 0.1
[e0]
<t
0.0-
A A A A
& & & &
e
Q <2 N P
<& <2\ X X
€ & g

Sekil 4.9. WZB117 verilen gruplara ait TAA/NA ortalamalarina gére AgNOR analiz
sonuglart. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

4.3. Apoptoz Analizi Bulgular:

Apoptoz hiicrelerin  kantifikasyonu, Annexin V-FITC/7TAAD Apoptoz Kiti
(Biolegend, San Diego, CA, USA 640922) kullanilarak akis sitometrik analizle
gerceklestirildi. MDA-MB-231 hiicreleri, 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
glukoz iceren ortamlarda WZB117 ile muamele edildi. Annexin V ve 7AAD
boyama, iireticinin talimatlarima gore gerceklestirildi. Boyamadan sonra, apoptoz
hiicrelerin kantifikasyonu bir akis sitometresi (CytoFLEX Flow Sitometri- Coulter)
ile 6lgiildi. Canli hiicre apoptoz yiizdesi, erken apoptoz yiizdesi, ge¢ apoptoz yiizdesi
ve Olii hiicre apoptoz yiizdesi degerlendirildi. Sekil (4.10.)'da WZB117 uygulamasi
oncesi MDA-MB-231 hiicrelerinin 5x, 10x, 20x ve 40x objektif altindaki goriintiileri
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verilmigtir. Sekil (4.11.)'de, 48 saatlik glukoz ve WZBI117 uygulamasindan sonra
MDA-MB-231 hiicrelerinin mikroskop goriintiilerine yer verilmistir. Sekil (4.12.)'de

ise CytoFLEX Flow Sitometri cihazi kullanilarak yapilan apoptoz analizinin

sonuclar1 verilmistir.

Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicreleri invert mikroskop altindaki goriiniimii * A.) 4’liik objektif,
B.) 10’luk objektif, C.) 20°lik objektif, D.) 40°lik objektif.
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Sekil 4.11. WZBI117 uygulamasi sonrasi MDA-MB-231 hiicre hattinin gruplara ait
mikroskop altindaki gériintiisii. *A.) RPMI, B.) RPMI+5G, C.) RPMI+15G, D.) RPMI+25G,
E.) RPMI+WZzB117, F.) RPMI+5G+WzZB117, G.) RPMI+15G+WzZB117, H.)
RPMI+25G+WZB117. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.
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Sekil 4.12. Annexin V ve 7AAD boyama sonrasi, 6li hiicre, erken apoptoz yiizdesi, geg
apoptoz yiizdesi, canli hiicre apoptoz yiizdesi. *A.) RPMI, B.) RPMI+5G, C.) RPMI+15G,
D.) RPMI+25G, E.) RPMI+WZB117, F.) RPMI+5G+WZB117, G.) RPMI+15G+WZB117,
H.) RPMI+25G+WZB117. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.
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4.3.1. Apoptoz Analizi ile Canh Hiicre Bulgularn

Apoptoz analizi ile canli hiicrelere iliskin sonuglar Sekil 4.13te verilmektedir.

100+
RPMI

RPMI+5G
RPMI+15G
RPMI+25G
RPMI+WZB117
RPMI+5G+WzB117
RPMI+15G+WZB117
RPMI+25G+WZB117

85.00

81.60 81.56

Canh Hiicre

Sekil 4.13. 48 saatlik 6l¢lim sonucu canli hiicre yiizdeleri. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

Sekil 4.13.’de gruplara gore verilen canli hiicre yiizdeleri incelendiginde en yiiksek
ortalama canli hiicre sayisina sahip grup %85 ile RPMI+15G+WZB117 grubunda
gorilmektedir (ort.+ss.=85,004+2,49). Daha sonra bu grubu takiben en yliksek canli
hiicre yiizdesi RPMI+15G (ort.+ss.=81,60+6,19) ve RPMI+25G’te goriilmektedir
(ort.+ss.=81,56+5,34). En diisiikk canli hiicre sayisina sahip iki grup ise sirasi ile
RPMI+WZB117 (ort.£ss.=10,24+3,20) ve RPMI gruplaridir (ort.+ss.=20,85+14,81).
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Tablo 4.5. Gruplara ait canli hiicre bulgulari.

Gruplar OrtalamatStandart Sapma F p
RPMI 20,85+14,81°"" <0.05
RPMI+5G 77,92+07,26" <0.05
RPMI+15G 81,60+06,19 <0.05
RPMI+25G 81,56+05,34% 4634 <005
RPMI+WZB117 10,24+03,20% <0.05
RPMI+5G+WZB117 69,64+12,12 <0.05
RPMI+15G+WZB117 85,00+02,49 <0.05
RPMI+25G+WZB117 70,63+34,13 <0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart
sapma) olarak ifade edilmektedir. Tukey testi sonucu farkliligin bulundugu gruplar
ortalama standart sapma degerlerinin {iist bilgisinde harfler ile verilmektedir. *G:
Glukoz’u ifade etmektedir. *F degeri gruplar arasindaki ortalama farklarin, gruplar
icindeki varyansa oranini ifade etmektedir.

Tablo 4.5.te yer alan ANOVA testi sonuglarina gore tiim gruplarda canli hiicre
ortalamalar1 istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermektedir ve kurulan model
anlamlidir (F=46,34; p<0,05). Gruplar arasi karsilastirma analizleri Tukey HSD testi
ile incelenmistir. Buna gore karsilagtirma analizleri sonuglar1 incelendiginde RPMI
ile RPMI+5G arasinda canli hiicre ortalamalart istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (p<0,05). Gruplar arasinda goriilen ikinci bir farklilik RPMI+5G ve
RPMI+15G  arasinda  goriilmektedir (p<0,05) ve gruplarin  ortalamalari
incelendiginde RPMI+15G grubunun canli hiicre ortalamasi daha yiiksektir. Ayrica
RPMI+15G ve RPMI+25G gruplan karsilastirildiginda canli hiicre ortalamalari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmektedir (p<0,05). Genel anlamda
glukoz verilen hiicrelerde verilen glukoz miktar1 arttikga canli hiicre sayis1 da artig
gostermektedir. Son olarak WZB117 etken maddesi verilen gruplar incelendiginde
RPMI grubu ile RPMI+5G+WZB117 ve RPMI+25G+WZB117 gruplar1 arasinda
canli hiicre ortalamalar istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p<0,05).
Her iki grupta da canli hiicre ortalamalart RPMI grubuna gore daha yiiksektir. Ayrica
RPMI+WZB117 ve RPMI+15G+WZB117 arasinda canli hiicre ortalamalari
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acisindan  istatistiksel  olarak  anlamli  farklibk  vardir. Buna  gore
RPMI+15G+WZB117’nin canlt hiicre ortalamasi RPMI+WZB117’den ve diger tiim
gruplardan daha yiiksek oldugu s6ylenebilir.

4.3.2. Apoptoz Analizi ile Erken Apoptotik Hiicre Bulgulari

Apoptoz analizi ile erken apoptotik hiicrelere iliskin sonuglar Sekil 4.14.’de

verilmektedir.

30+
27.58

RPMI
RPMI+5G
RPMI+15G
RPMI+25G
16.55 RPMI+WZB117
13.69 1324 B RPMI+5G+WZB117
10.78 RPMI+15G+WZB117

109 B RPMI+25G+WZB117

23.53 22.93 23.08

20+

Erken Apoptozis

Sekil 4.14. 48 saatlik 6l¢iim sonucu erken apoptotik hiicre yiizdeleri. *G: Glukoz’u ifade
etmektedir.

Sekil 4.14.°de yer alan veriler ile erken apoptotik hiicrelere iliskin veriler
incelendiginde ortalamalarin birbirine yakin dagilim gosterdigi goriilmektedir.
Bununla birlikte en yiiksek ortalama erken apoptoz hiicre RPMI grubunda
goriilmektedir (ort.+ss.=27,58+08,21). Bu grubu takiben ii¢ grubun ortalamalar
birbirine ¢ok yakindir. Bu gruplar siras1 ile RPMI+WZB117 (ort.+ss.=23,58+01,10),
RPMI+25G+WZB117 (ort.£ss.=23,08+09,64), ve RPMI+5G+WZB117
(ort.£ss.=22,93+10,11)’da goriilmektedir. En diisiik ortalama erken apoptoz hiicre
yizdesi RPMI+15G+WZB117 grubunda goriilmektedir (ort.£ss.=10,78+03,05).
RPMI+15G (ort.+ss.=13,69+05,68) ve RPMI+5G (ort.+ss.=16,55+06,89) en diisiik

ortalama apoptoz hiicresi yiizdesine sahip diger gruplardir.
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Tablo 4.6. Gruplara ait erken apoptoz bulgulari.

Gruplar Ortalama+Standart Sapma F p
RPMI 27,58+08,21 >0.05
RPMI+5G 16,55+06,89 >0.05
RPMI+15G 13,69+05,68 >0.05
RPMI+25G 13,24+04,83 2 589 >0.05
RPMI+WZB117 23,53+01,10 >0.05
RPMI+5G+WZB117 22,93+10,11 >0.05
RPMI+15G+WZB117 10,78+03,05 >0.05
RPMI+25G+WZB117 23,08+09,64 >0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. Tukey testi sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama standart
sapma degerlerinin iist bilgisinde harfler ile verilmektedir. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.
*F degeri gruplar arasindaki ortalama farklarin, gruplar i¢indeki varyansa oranini ifade
etmektedir.

Tablo 4.6.’da yer alan ANOVA testi sonuglarina gore erken apoptotik hiicre
ortalamalar1 hicbir grupta istatistiksel olarak anlaml farklilik gostermemektedir ve
kurulan model anlamh degildir (F=2,589; p>0,05). Bununla birlikte grup
ortalamalarinin birbirine yakin bir dagilim gostermesi gruplarin birbirlerine benzer
bir ylizde dagilima sahip olmalarina ve anlamli farklilik géstermemelerine de isaret

etmektedir.

4.3.3. Apoptoz Analizi ile Ge¢ Apoptotik Hiicre Bulgular:

Apoptoz analizi ile ge¢ apoptotik hiicrelere iliskin sonuglar Sekil 4.15.’de

verilmektedir.
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80+
RPMI

RPMI+5G
RPMI+15G
RPMI+25G
RPMI+WZB117
RPMI+5G+WzZB117
RPMI+15G+WZB117
RPMI+25G+WzZB117

66.20

60=

51.55

20=

Ge¢ Apoptozis

Sekil 4.15. 48 saatlik 6l¢iim sonucu geg apoptotik hiicre yiizdeleri. *G: Glukoz’u ifade
etmektedir.

Sekil 4.15.°de yer alan veriler ile ge¢ apoptotik hiicrelere iliskin veriler
incelendiginde en  yiiksek ortalama RPMI+WZBI117°de  goriilmektedir
(ort.£ss.=66,20+04,11). Bu grubu RPMI grubu izlemektedir (ort.£ss.=51,55+22,80)
ve RPMI grubu ortalamasi en yiiksek ikinci gruptur. Diger grup ortalamalari ise
birbirine yakin dagilmaktadir ve birbirine benzerdir. Buna goére diger gruplarda
ortalama en diisiik 04,19+0,855 ile en yiiksek 07,41+02,10 arasinda bir dagilim

gostermektedir.

60



Tablo 4.7. Gruplara ait ge¢ apoptoz bulgulari.

Gruplar OrtalamatStandart Sapma F p
RPMI 51,55+22,80 >0.05
RPMI+5G 05,52+0,477" <0.05
RPMI+15G 04,81+0,711° <0.05
RPMI+25G 05,19+0,938% 2829 <0.05
RPMI+WZB117 66,20+04,11°7°9/*" <0.05
RPMI+5G+WZB117 07,41+02,10 <0.05
RPMI+15G+WZB117 04,190,855 <0.05
RPMI+25G+WZB117 06,29+01,13 <0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. Tukey testi sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama
standart sapma degerlerinin st bilgisinde harfler ile verilmektedir. *G: Glukoz’u ifade
etmektedir. *F degeri gruplar arasindaki ortalama farklarin, gruplar igindeki varyansa
oranini ifade etmektedir.

Tablo 4.7°de yer alan ANOVA testi sonuglarma gore ge¢ apoptotik hiicre
ortalamalari incelendiginde RPMI grubu hari¢ diger tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gostermektedir ve kurulan model anlamhidir (F=28,29; p<0,05).
Gruplar arasindaki farkin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in yapilan
Tukey HSD testi sonuglarina gore RPMI+WZB117 ile RPMI+5G, RPMI+15G ve
RPMI+25G arasinda ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmektedir (p<0,05). Buna gore RPMI+WZB117’nin geg¢ apoptotik hiire yilizdesi
diger tim gruplardan daha yiiksektir. Benzer sekilde RPMI+WZB117 ile
RPMI+5G+WZB117, RPMI+15G+WZB117, RPMI+25G+WZB117 arasinda ge¢
apoptotik hiicre yiizdesi istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05).
Gruplarin ortalamalar incelendiginde anlamli farkliligin RPMI+WZB117 grubundan
kaynaklandig1 ve tiim gruplar degerlendirildiginde RPMI+WZB117 grubunun geg
apoptotik hiicre yiizdesinin diger tiim gruplardan yiiksek oldugu goriilmektedir.
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4.3.4. Apoptoz Analizi ile Olii Hiicre Bulgular

Apoptoz analizi ile 6li hiicrelere iligkin sonuglar Sekil 4.16.’de verilmektedir.

0.04
RPMI

RPMI+5G
RPMI+15G
RPMI+25G
RPMI+WZB117
RPMI+5G+WZB117

RPMI+15G+WZB117
RPMI+25G+WZB117

0.030 0.030
0.03+

0.027

0.020
0.02+4
0.017

0.013

0.010
0.01+
0.007

Olii Hiicre

Sekil 4.16. 48 saatlik 6l¢iim sonucu 6l hiicre yiizdeleri. *G: Glukoz’u ifade etmektedir.

Sekil 4.16.”de yer alan veriler ile 6lii hiicre yiizdelerine iligskin veriler incelendiginde
en yiksek ortalama RPMI (ort.+ss.=0,030+0,026) ve RPMI+WZBI117’de
goriilmektedir (ort.£ss.=0,030+0,01). Bu gruplarin ortalamasint RPMI+5G+WZB117
(ort.£ss.=0,027+0,01) ve RPMI+15G+WZB117 izlemektedir (ort.+ss.=0,020+0,02)
ve en yliksek 6lii hiicre yiizdesine sahip {igiincii ve dordiincii gruplardir. Diger grup
ortalamalari ise birbirine yakin dagilmaktadir ve birbirine benzerdir. Buna gore diger
gruplarda ortalama 0,007+0,005 ile en yiiksek 0,017+0,02 arasinda bir dagilim

gostermektedir.
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Tablo 4.8. Gruplara ait 6lii hiicre bulgulari.

Gruplar OrtalamatStandart Sapma F p
RPMI 0,030+0,026 >0.05
RPMI+5G 0,013+0,005 >0.05
RPMI+15G 0,007+0,005 >0.05
RPMI+25G 0,017+0,02 0,846 >0.05
RPMI+WZB117 0,030+0,01 >0.05
RPMI+5G+WZB117 0,027+0,01 >0.05
RPMI+15G+WZB117 0,020+0,02 >0.05
RPMI+25G+WZB117 0,010+0,01 >0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama+SS (Standart sapma)
olarak ifade edilmektedir. Tukey testi sonucu farkliligin bulundugu gruplar ortalama
standart sapma degerlerinin iist bilgisinde harfler ile verilmektedir. *G: Glukoz’u ifade
etmektedir. *F degeri gruplar arasindaki ortalama farklarin, gruplar igindeki varyansa

oranini ifade etmektedir.

Tablo 4.8.°de yer alan ANOVA testi sonuglarina gore 6lii hiicre ortalamalari hi¢bir

grupta istatistiksel olarak anlamli farklillk gostermemektedir ve kurulan model

anlamli degildir (F=0,846; p>0,05). Bununla birlikte grup ortalamalarinin birbirine

yakin bir dagilim gostermesi gruplarin birbirlerine benzer bir yilizde dagilima sahip

olmalarina ve anlaml1 farklilik géstermemelerine de isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Kanser hiicrelerinin  hizlandirilmis  bir metabolizmaya, yiiksek bir glukoz
gereksinimine ve artmis glukoz alimma sahip oldugu bilinmektedir. Glukozun
memeli hiicrelerinin plazma membrani boyunca taginmasi, glukoz metabolizmasi igin
ilk smirlayici adimdir ve kolaylastirict GLUT proteinleri tarafindan aracilik
edilmektedir. WZB117, glukoz alimini, hiicre i¢i ATP seviyelerini ve glikolitik
enzimleri azaltan ve daha diisiik glikoliz ve hiicresel biiylime oranina yol agan bir

GLUT-1 inhibitoriidiir (Zhao ve ark, 2013).

Literatiirde GLUT-1 inhibitorii WZB117’nin 6nce antidiyabetik 6zelliklere sahip bir
bilesik olarak tanimlanmistir. Ancak yapilan ¢alismalar bu bilesigin serviks, kolon ve
meme kanseri hiicrelerinde glukoz tasinmasini inhibe ettigini ortaya g¢ikarmistir
WZB117, GLUT-1'in glukoz tasima aktivitesini inhibe ettiginde, ATP ve laktat
tiretim seviyeleri ile glikolizle iliskili enzimlerin seviyeleri de azalmis, bu da glikoliz
seviyesini diisiirerek timor biiylimesini engellemistir. Ayrica WZB117’nin fareler
tizerinde gergeklestirilen in vivo deneyler, WZB117'nin glukoz tasginmasini inhibe
ederek tiimor biliylimesini %70 oraninda engelledigini ve kalic1 hiperglisemiye yol
acmadigint gostermistir (Chen ve ark., 2021). Bu sonucglara gore WZB117'nin
hiperglisemiyi onleyici ayni zamanda anti tiimoral etkisinden bahsedilebilir. Ayrica
WZB117'nin GLUT-1 inhibitori olarak glukoz tagima aktivitesini inhibe etmesi, bu
bilesigin glikoliz lizerinde dogrudan etkili oldugunu ve bu yolla tiimdr biiylimesini

engelledigini gdstermektedir.

WZBI117 glukoz tiiketimini azaltan kemoterapotik ilaglarin etkinligini artiran bir
bilesiktir. Literatiir incelendiginde Andreas Koch ve arkadaslari 2015 yilinda insan
melanom hiicre hatlar1 {lizerinde 10-25-50 uM WZB117 uygulamasi sonrasi
WZB117’nin glukoz tiiketiminde ve laktat sekresyonunda doza bagl bir azalmaya
yol agtig1 tespit etmistir. Ayrica, in Vvitro insan melanom hiicrelerinin ¢ogalmasini

azalttig1 ve hiicre gocii deneyleri ile insan melanom hiicrelerinin gog¢ aktivitesini



diistirdiigii bulunmustur (Koch ve ark., 2015). Chen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir ¢alismada MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 10 yM WZB117 ile tedavisi,
hiicrelerin  kemoterapotik bir ajan olan adriamisine karst duyarliligini  geri
kazandirdigi bulunmustur (Chen ve ark., 2017). GLUT-1 inhibitéri WZB117'nin
noroblastom hiicre hattt SH-SYS5Y canliligi, hiicre dongiisii ve in vitro glikolizin
diizenlenmesi {izerindeki etkilerini degerlendirildigi bir ¢caligmada 10 uM WZB117
tedavisinin timor hiicrelerinin canliligini azalttigini, GLUT-1 proteininin seviyesini
diistirdiigiinii, hiicre déngiisiiniin GO-G1 fazinda tiimor hiicrelerini durdurdugu ve in
vitro noroblastom hiicrelerinde tiimor hiicresi biiylimesini baskiladigi gortilmistiir

(Peng ve ark., 2019).

WZBI117 literatiirde bircok c¢alismanin kombine tedavilerinde kullanilmistir.
Gefitinib’e direngli akciger karsinomu PC-9-R hiicrelerinde, 7,5 uyM WZB117'nin 10
uM gefitinib ile kombine tedavisi, GLUT inhibitorleri ve trozin kinaz inhibitorleri ile
kombine tedavilerine iliskin Onceki c¢alismalar ile tutarli olarak, hiicreleri her iki
ilactan ¢cok daha etkili bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. Kombine tedavinin
benzer etkileri in vivo olarak A549 ksenograftlarda da dogrulanmistir. Ayni
kombinasyon insan fetal akciger fibroblastlari (IMR-90) iizerinde herhangi bir
inhibitor etki gdstermemistir, bu durum kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu icin
yiiksek secicilige isaret etmektedir (Tilekar ve ark., 2020). Yine meme kanseri
hastalarindan radyasyona direngli (RR) hiicreler elde edildiginde ise GLUT-1
ekspresyonunun ve glikolitik enzimler HK2 ve laktat dehidrojenaz A' seviyelerinin
mutasyona ugramis hiicrelere kiyasla RR hiicrelerinde daha yiiksek oldugu ve RR
hiicrelerin daha fazla ATP ve laktat {iretimine ve daha yiliksek glukoz alimina sahip
oldugu gozlenmistir. Bu hiicrelerde WZB117 kullanildiginda GLUT-1 ekspresyonu,
glikolitik enzimler ve ATP/laktat seviyeleri azaltarak hiicre gogalmasini azalttigi ve
kaspaz-3 aktivitesinde artisa sebep olarak RR meme kanseri hiicrelerini radyasyona
kars1 duyarl hale getirdigi bildirilmistir (Shriwas., 2020). Bu sonuglar WZB117’nin
kanser tedavisinde radyo ve kemoterapinin tedavi etkinliginin artirilmasindaki
sinerjist etkisini gostermektedir. Liu ve arkadaslar1 2014 yilinda HT-29 kolon kanseri
hiicresi tizerinde 5-Fu'nun GLUT-1 inhibitoriiyle kombinasyonunun 5-Fu'ya direncli
kolon kanseri hiicreleri tlizerindeki etkilerini arastirmak icin yapmis olduklari

calismada 0.5 uM 5-Fu veya 0.5 uM WZB117'nin tek basina tedavisi énemli hiicre
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Olimiine neden olmamistir. Ancak, hem 5-Fu'ya duyarli HT-29 hiicrelerinde, 5-
Funun 5 uM WZBI117 ile kombinasyonu, her iki ajanin tek basina verilmesine
kiyasla hiicre canliligini engellemede ¢ok daha etkili oldugunu bulmuslardir (Liu ve
ark., 2014).

WZBI117min etkin dozunun diger ilaglarla kombinasyon tedavilerinde degisip
degismedigini anlamak amaciyla literatiirdeki doz calismalari incelenmistir. Bu
calismalardan biri, Li ve arkadaslarn tarafindan MK-2206 ve WZB117
kombinasyonunun incelendigi bir ¢alismadir. Bu calismada, 60 uM WZBI117 ile
yapilan tedavinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine kars1 sinerjik bir sitotoksik
etki gosterdigi bulunmustur (Li ve ark., 2019). Li ve arkadaslari, Liu ve
arkadaslarinin A549 hiicrelerinde WZB117min IC50 dozunu 10 puM olarak
belirledigi calismasina atifta bulunarak (Liu ve ark.,, 2012), yiiksek uygulama
dozlarinin hedef dis1 etkiler konusunda endise yarattigini ifade etmislerdir. Bu
durum, tez ¢alismamizda MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tizerinde 48 saatlik
ICs0 degerini 4,08 puM olarak bulmamizin, WZB117°nin diger ilaglarla birlikte
kullaniminda etkin dozun artabilecegi ihtimalini diistindiirmektedir. Bu tezi destekler
nitelikte, Thulasiraman ve arkadaglarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
GLUT-1'in ekspresyon seviyelerini inceledigi ¢alismada, doksorubisinin hiicre
cogalmasini engelledigi goriilmiistiir. Ancak, 6 uM veya 10 pM WZB117 ile yapilan
uygulamalar doksorubisinin kaynakli biiyiime baskilanmasini artirmamistir. Buna
karsin, sabit doksorubisin konsantrasyonu (0,5 pM) varliginda, 20 pM'den fazla
WZBI117 dozlarmin kullanilmasi, doksorubisinin etkinligini artirarak hiicre

biiylimesini engellemede daha etkili olmustur (Thulasiraman ve ark., 2024).

Bircok kotli huylu tiimoérde, AgNOR ekspresyonunun iyi bir prognostik parametre
oldugu caligmalarla belirtilmistir (Ugar ve ark., 2023; Yilmaz ve ark., 2023; Ertekin
ve ark., 2016). 94 oral skuamd6z hiicreli karsinom vakasi iizerinde yapilan ¢ok
degiskenli sagkalim analizi, hem invaziv timor hiicrelerinin AQNOR igeriginin, hem
de tiimorle iligkili mortalite ile anlamli bir sekilde iliskili oldugunu ortaya
koymustur. (Nakamura ve ark., 2004). Proliferatif indeksi AgNOR ile degerlendirilen
baska bir ¢aligmada invazif duktal karsinomda ortalama AgNOR sayis1 ve proliferatif
indeks (Cekirdek basmma >5 AgNOR noktasina sahip hiicrelerin yiizdesi), artan

invazif duktal karsinom derecesi ile 6nemli 6l¢iide arttig1 gortilmustiir (Darkwah ve
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ark., 2018). 2023 yilinda MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde yapmis oldugumuz
calismada nar (Punica granatum L.) kabugundan elde edilen ekstraktin meme kanseri
hiicre hatt1 tizerindeki in vitro etkisinin belirlenmesi amaclanmistir. TAA/NA orani

ve AgNOR sayis1t kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(Ceyhan ve ark., 2023).

AgNOR boyamasi bircok neoplazmda prognozu degerlendirmek i¢in yararli olabilir,
clinkli daha yiiksek AgNOR sayilar1 daha yiiksek dereceli tiimorler, metastazlar ve
daha kisa sagkalim siireleri ile iliskilidir (Mann ve ark., 2022). Akciger neoplastik
transformasyonunun erken tahmininde NOR o&lgiimiiniin faydasini degerlendirme
amaci ile yapilan bir ¢alismada yas ve tiitlin i¢imine maruz kalma siiresinin
artmastyla daha ytiksek ortalama NOR sayilar1 oldugu gézlenmistir (Ahmed ve ark.,
2020). Bu durum kanser Oncesi durumlarda erken teshiste AgNOR yonteminin
kullanilabilecek onemli ve etkili bir yontem olabilecegini gostermektedir. Yapilan
bagka bir ¢caligmada. Xeroderma Pigmentosum (Minimal giines maruziyeti ile iliskili
nadir goriilen otozomal resesif kalitsal bir genodermatoz) olan hastalarda

AgNOR’larin erken tanida kullanilabilecegini géstermistir (Karagun ve Eroz., 2021).

Cekirdek basma ortalama AgNOR sayist ve TAA/NA artiglart bir¢ok c¢aligmada
ribozomal RNA sentezi ve dolayisiyla proliferasyon durumu hakkinda, malign
hastaliklar i¢in ise tiimor agresifligini artirdig1 ifade edilen terimlerdir. Bu dl¢timler,
patolojik incelemelerde ve kanser prognozunun belirlenmesinde  siklikla

kullanilmaktadir (Cucer ve ark., 2007; Gunes ve ark., 2020; Gilimiissoy ve ark.,
2023).

Bu tez ¢alismasinda meme kanseri hiicrelerinin proliferatif hizlari1 degerlendirmek
icin AgNOR boyama yodntemi uygulanmistir. Yapmis oldugumuz ¢aligma sonrasi
hem AgNOR sayilar1 acisindan hem de TAA/NA agisindan birbirini destekleyen
sonuglar elde edildi. Bu dogrultuda en yiiksek ortalama AgNOR sayist 25 mM
glukoz verilen grupta bulunurken en diisiik ortalama ise glukoz igermeyen grupta
bulundu. WZB117 verilen gruplarda ise AgNOR sayilar1 agsindan en yiiksek
ortalamanin 5 mM glukoz ve WZB117 etken maddesi iceren grupta bulunurken en
diisiik ortalama AgNOR sayis1 glukoz igermeyen ve WZB117 etken maddesi verilen
grupta bulundu. Her iki sonu¢ degerlendirildiginde ortalama AgNOR sayilarinin en
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diisiik oldugu grubun glukoz igermeyen gruplarda oldugu sonucuna ulasilmistir.
Ayrica gruplar arast AgNOR sayis1 ortalamalarina gore istatistiksel olarak bulunan
farkliliklarin ¢ogunlukla 25 mM glukoz verilen grup ile oldugu bulunmustur.
TAA/NA ortalamalari agisindan da gruplar arasinda goriilen farkliligin glukoz
verilmeyen grup ile diger tim gruplar arasinda oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
glukoz yoksunlugunun hiicre c¢ogalmasina olan inhibitér etkisini gostermesi

acgisindan onemlidir.

WZB117’nin etkinligi degerlendirildiginde TAA/NA ortalamalarina gore WZB117
maddesi verilen gruplarda RPMI+5G+WZB117 grubu ile RPMI+15G+WZB117 ve
RPMI+25G+WZB117 gruplari arasinda TAA/NA orani agisindan anlamli bir fark
bulundu. Bu durum daha yiiksek glukoz ortamlarinda WZB117 maddesinin daha
etkili oldugu sonucunu ortaya c¢ikarmaktadir. Ancak aymi fark ortalama AgNOR
sayilar1 agisindan bulunmamistir. Bu durum bize kanser hiicrelerinin glukoza olan
bagimhiliginin WZB117 etken maddesinin etkisine gore daha fazla oldugunu

diistindiirmektedir.

WZB117’nin kanser hiicrelerinde hiicre ¢gogalmasini inhibe ederek hiicresel apoptoza
neden olmasi ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma vardir. Bu ¢alismalardan birisi,
melanom hiicre hatlar1 olan A375 ve SK-MEL-28 hiicrelerinde apatinib ve WZB117
kombinasyonunun proliferasyonu doz ve zamana bagli bir sekilde inhibe ettigini ve
STAT3 yoluyla glikolizi inhibe ettigini rapor etmistir (Zhang ve ark., 2022). Baska
bir ¢alisgmada, SH-SYS5Y hiicrelerine 48 saat boyunca 10 ila 60 puM WZB117
uygulanmasinin doz bagimli bir apoptoza yol actig1 bulunmustur. Apoptozun nedeni
olarak, glukoz tasinmasinin inhibe edilmesiyle hiicre i¢cindeki genel besin akisinin
azalmasi ve bunun sonucunda mitokondrinin normal transmembran potansiyelini ve
ATP sentezini koruyamamasi gosterilmistir. Bu durum, artan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimine ve dolayisiyla hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Chandan ve ark.,
2023). Huang ve arkadaslar1 gastrointestinal stromal timori hiicre hattt (GIST-T1)
tizerinde kademeli ve siirekli imatinib tedavisi ile WZB117 uygulamasimin imatinib
direncli hiicrelerde apoptozu indiikleyerek ek inhibitdr etkiler gosterdigini bulmustur
(Huang ve ark., 2024). Yine Zhao ve arkadaslar1 5 uM WZB117 ile radyasyon
kombinasyonunun meme kanseri hiicreleri {izerinde sinerjik olarak inhibitor etkiler

gosterdigini gostermistir (Zhao ve ark., 2016).
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Bu calismada MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptozu incelemek amact ile Flow
Sitometri ile yapmis oldugumuz analizler ile oncelikle canli hiicre yiizdeleri
incelenmistir. RPMI ve RPMI+WZBI117 gruplarina gore glukoz igeren gruplarin
canli hiicre yiizdesinin daha fazla oldugu goériilmiistiir. Bu durum AgNOR analizi ile
gerceklestirdigimiz glukoz iceren gruplarda AgNOR sayisi ve TAA/NA oraninin
glukoz icermeyen gruplara goére yiikksek olmasinin hiicre c¢ogalmasinin arttig
bulgusunu desteklemektedir. Ayrica 6l hiicre ylizdesi RPMI ve RPMI+WZB117
gruplarinda fazla olmas1 da MDA-MB-231 hiicre hattin1 glukozsuz birakmanin canli
hiicre sayisini azalttigt Oli hiicre sayisini ise artirdigimi gostermektedir. Erken
apoptotik hiicrelere iliskin veriler incelendiginde ortalamalarin birbirine yakin
dagilim gosterdigi goriilmektedir. Geg apoptotik hiicrelere iliskin  veriler
incelendiginde ise RPMI ve RPMI+WZB117 gruplarinin diger gruplara gore gec
apoptoz yiizdesi anlamli bir sekilde yiiksektir. Bu durum hiicreleri glukozsuz
birakmanin apoptozu artirdigir gdstermektedir ayrica hiicrelerin erken apoptoza gore
gec apoptoza daha fazla indiikklendigini gostermektedir. RPMI ve RPMI+WZB117
gruplarinin  ge¢  apoptotik  hiicre yiizdesi agisindan  degerlendirildiginde,
RPMI+WZBI117 grubunun en yiiksek ge¢ apoptoz yiizdesine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum WZBI117’nin  hiicre apoptozunu  artirdigini

gostermektedir.

Tiim sonuglar, kanser hiicrelerinin glukoza olan yiiksek bagimliligin1 ortaya
koymaktadir. Calisgmamiz, bu bagimlhiligi vurgulama acgisindan biiyilk O6nem
tasimakta olup WZB117 ile glukoz yoksunlugunun birbirini destekleyen etkilerini
ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma, WZB117'nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda GLUT-1 inhibisyonu yoluyla hiicre c¢ogalmasimi belirgin bir sekilde
azalttigin1 ortaya koymustur. Ozellikle, glukozun hiicre cogalmasini artiric1 etkisinin
WZB117 tarafindan inhibe edilmesi, bu bilesigin kanser tedavisinde potansiyel bir
ajan olarak 6nemini vurgulamaktadir. Literatiirde az sayida caligma ile incelenen
WZB117nin ozellikle glukoz ile kombinasyonu, yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine katki saglayabilecegi diislintilmektedir. Bu bulgular, WZB117nin
kanser tedavisinde kullanilabilecek onemli bir GLUT-1 inhibitdrii oldugunu
desteklemekte ve bu alanda yapilmasi planlan ¢alismalar i¢in 6nemli bir referans

noktasi olusturabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismast kapsaminda WZB117’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti
tizerinde glukoza bagimli etkisi incelenmistir. Bu dogrultuda asagidaki sonuglar elde

edilmistir.

e WZBI17'nin MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde 48 saatte 4,08 uM dozda
hiicre ¢ogalmasini yariya diisiirdii ve 4.08 uM MDA-MB-231 hiicreleri
tizerinde WZB117°nin ICs degeri olarak belirlendi.

e AgNOR boyama sonucu glukozun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde hiicre
cogalmasini artirdigr gosterilmistir.

e AgNOR sayist ve TAA/NA verileri incelendiginde glukozun olmadigi
gruplarin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini glukoz igeren gruplara gore anlamli
bir sekilde azalttig1 belirlenmistir.

e TAA/NA agisindan WZB117 etken maddesinin hiicre ¢ogalmasini azalttigi
gosterilmistir. Bu durumun ortalama AgNOR sayist agisindan benzer etki
gostermemistir.

e Gergeklestirilen Flow Sitometri kullanilarak gerceklestirilen apoptoz analizi
ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin ge¢ apoptoza indiiklendigi
sonucuna ulagilmistir.

¢ Yine canli hiicre sayisinin glukoz iceren gruplarda glukoz icermeyen RPMI
grubuna ve RPMI+WZBI117 grubuna gore olduk¢a yiiksek oldugu
gorilmiistiir.

e Ayni durum Olii hiicre sayisi agisindan degerlendirildiginde o6lii hiicre
yiizdesinin en yiiksek oldugu gruplarin glukoz igermeyen RPMI ve
RPMI+WZBI117 gruplart oldugu sonucuna ulagilmistir.

e RPMI ve RPMI+WZBI117 gruplarinin ge¢ apoptotik hiicre ylizdeleri
acisindan degerlendirildiginde ise en yiiksek ge¢ apoptotik hiicre ylizdesinin



WZBI117 ile muamele edilen glukoz icermeyen RPMI+WZB117 grubunda

oldugu sonucuna ulasilmistir.

Literatiirde glukoz ile ilgili ¢alismalarin birgogu yiiksek ve diisiik glukoz olarak iki
incelenmis olup gergeklestirdigimiz tez calismasi glukozun etkisi 4 fakli glukoz
oranlar1 icerisinde degerlendirilerek daha derinlemesine incelemistir. WZB117 ile
yapilan ¢aligmalar oldukga yenidir ve glukoz ile degerlendirildigi ¢alisma sayisi
oldukca azdir. Bu dogrultuda bu ¢alismanin literatiir i¢in olduk¢a faydali oldugunu
distiniilmektedir.  Yapilan literatiir taramas1 sonucunda WZB117+glukoz
kombinasyonunun AgNOR  boyama ile degerlendirildigi ¢alisma ile
kargilagilmamistir. Bu durum literatiir icin WZB117 ve glukoz ile yapilacak olan
yeni c¢alismalar i¢in giizel bir kaynak olabilecegini diisiiniilmektedir. Ayrica
WZB117’nin sadece kanser hastaligi i¢cin degil bir¢cok hastalik durumunun erken
teshis ve tedavisinde rol oynayabilecek Onemli bir etken madde oldugu

distiniilmektedir.

WZB117°nin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde gercgeklestirdigi GLUT-1
inhibisyonunun hiicre i¢i mekanizmalari ile ilgili daha fazla molekiiler ¢alismaya
ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, GLUT-1 inhibitdrlerinin, kanser tedavisinde
kullanilan ve viicut i¢in oldukga toksik olan ilaglarla birlikte kullanimina iligkin
mevcut ¢alismalar oldukca yenidir. WZB117 ile bu ilaclarin birlikte kullaniminin
sinerjistik bir etki yaratabilecegi ve bu sayede daha diisiik dozlarda benzer tedavi
edici etki elde edilerek hastalarin daha az toksik etkiye maruz kalabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda WZB117’nin kullanilabilecek onemli bir GLUT-1
inhibitorii olabilecegi diisiinlilmekte olup bu konuda daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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