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MEME KANSERiIi HUCRELERi UZERINDE MUSKARINIK ASETILKOLIN
RESEPTOR MODULATORU ETKILERININ HUCRESEL VE MOLEKULER
DUZEYDE INCELENMESI

OZET

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirtidiir ve heterojen
yapisi nedeniyle tedavi edilmesi zor kanser tiirlerinden biri olarak bilinir. Muskarinik
asetilkolin reseptorleri (MAChR’lar), parasempatik sinir sistemi tizerinde diizenleyici
islevler tstlenen reseptorlerdir. Son yillarda yapilan arastirmalar, mMAChR
modiilasyonunun birgok kanser tiirlinde anti-kanserojen etkiler olusturabilecegini
gostermektedir. Bu caligmada, arekadin but-2-ynil ester tosilat (ABET) bilesigi,
muskarinik M2 reseptor aktivatorii olarak degerlendirilen bir bilesik olarak meme
kanseri hiicrelerinde anti-kanserojen etkileri agisindan incelenmistir. Molekiiler docking
analizleri, ABET ’in M2/M4 muskarinik reseptorlerine baglanma afinitesini belirlemek
icin kullamilmistir. Sonrasinda, ABET’in MDA-MB-231 ve MCF-7 MK hiicre
hatlarinda hiicre canlilig, proliferasyonu, klonojenikligi ve migrasyonu iizerine etkileri
degerlendirilmistir. Hesaplamali analizler, ABET’in M2 ve M4 reseptorlerine tercihli
bir sekilde baglandigin1 gdstermistir. In-vitro deneyler, ABET’in MK hiicrelerinde
hiicre canliligini, biiylimesini, klonojeniklik ve migrasyonu inhibe ettigini ortaya
koymustur. ABET, MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurmus, MCF-7
hiicrelerinde ise apoptoz siirecini tetiklemistir. Ayrica, ABET, hiicre donglisii ve
proliferasyonla iliskili CCND1, CDK6 ve MKI67 genlerinin ekspresyonunu downregiile
etmigtir. ABET, MK hiicrelerinde hiicre biiylimesini, hayatta kalmay1 ve migrasyonu
inhibe eden potansiyel bir tedavi ajani olarak 6ne ¢ikmigtir. ABET in anti-kanserojen
etkilerinin dogrulanabilmesi ve tedavi potansiyelinin daha fazla arastirilabilmesi i¢in ek

in-vivo c¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Meme kanseri, Akciger Kanseri, Muskarinik

reseptor agonisti, arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET)
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INVESTIGATION OF THE CELLULAR AND MOLECULAR EFFECTS OF
MUSCARINIC ACETYLCHOLINE RECEPTOR MODULATOR ON BREAST
CANCER CELLS

ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent malignancy among women and is considered
one of the most challenging cancers to treat due to its heterogeneous nature. Muscarinic
acetylcholine receptors (mAChRs), known for their regulatory roles within the
parasympathetic nervous system, have recently gained attention for their potential
involvement in tumor biology. Emerging evidence suggests that modulation of
MAChRs may exert anticancer effects in various malignancies. In this study, arecaidine
but-2-ynyl ester tosylate (ABET), a selective muscarinic M2 receptor agonist, was
evaluated for its antitumoral activity in breast cancer cells. Molecular docking
simulations were performed to assess the binding affinity of ABET to M2 and M4
muscarinic receptor subtypes. Subsequently, the biological effects of ABET on cell
viability, proliferation, clonogenic potential, and migration were examined using MDA-
MB-231 and MCF-7 breast cancer cell lines. Computational results indicated that
ABET preferentially binds to M2 and M4 receptors. In vitro assays revealed that ABET
significantly suppressed cell viability, growth, clonogenicity, and migration in both cell
lines. Furthermore, ABET induced cell cycle arrest in MDA-MB-231 cells and triggered
apoptosis in MCF-7 cells. Quantitative PCR analyses demonstrated that ABET
downregulated the expression of proliferation- and cell cycle-associated genes,
including CCND1, CDK®6, and MKI67. These findings suggest that ABET may
represent a promising therapeutic candidate by impeding cancer cell growth, survival,
and motility. Nevertheless, further in vivo studies are warranted to validate its

antineoplastic potential and therapeutic applicability.

Keywords: Cancer, Breast cancer, Lung cancer, Muscarinic receptor
agonist, Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET)
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1. GIRIS

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olup kadinlarda kanser
kaynakli 6liimlerin baglica nedenlerindendir (Xu vd., 2023). Meme kanseri en ¢ok 45
yas ve iizeri kadinlarda goriilmektedir fakat son yillarda premenopozal donemde ve 40
yas alt1 kadinlarda da anlaml bir artis gézlenmektedir. GLOBOCAN 2020 verilerine
gore, meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda en sik tan1 konulan kanser tiirii
olup, gelismis iilkelerde ileri yas grubunda yogunlasmakla birlikte gen¢ yas grubunda
da artis egilimi gostermektedir (Sung vd., 2021). Ayrica, ABD Ulusal Kanser
Enstitiisii’niin SEER veritabanina gore, 2000'li yillardan itibaren 40 yas alt1 kadinlar
arasinda meme kanseri insidansinda hafif ama istikrarl bir artis egilimi goézlenmektedir
(Sung vd., 2021). Meme kanseri heterojen yapisi nedeniyle tedaviye yamt vermede
farkliliklar gostermektedir ve bu durum giincel tedavi segeneklerinden olumlu etki
alinmasim giiglestirmektedir (Harbeck ve Gnant, 2017). Meme kanseri biyolojik
ozelliklerine gére hormon reseptor pozitif (HR+), HER2 pozitif ve iiclii negatif (TNBC)
olmak iizere ii¢ alt tipe ayrilir. Bu ii¢ alt tip hastaligin prognozu, tedaviye verilen yanit
veya gosterilen diren¢ agisindan belirleyicidir (Perou vd., 2000). Hormon reseptor
pozitif meme kanseri, timdr hiicrelerinde Ostrojen ve/veya progesteron reseptorlerinin
pozitif olmasi ile karakterizedir ve endokrin tedavi secenckleri uygulanmaktadir
(Harbeck vd., 2019). HER2 pozitif meme kanseri alt tipinde HER2 geninin asir1
ekspresyonu mevcuttur ve yiiksek proliferasyon ile karakterizedir (Harbeck vd., 2019).
Uclii negatif meme kanseri (TNBC) ise dstrojen, progesteron ve HER2 ekspresyonu
acisindan negatiftir. Bu nedenle endokrin tedavi veya HER2 pozitif alt tipte uygulanan
tedavilere yanit vermez. Diger alt tiplere gore daha agresif bir seyir gostermekle beraber

metastaz yapma egilimi yiiksektir (Harbeck vd., 2019).

Muskarinik asetilkolin reseptorleri (mAChR), merkezi ve periferik sinir
sisteminde asetilkolin aracilig1 ile islev géren G proteinine bagl bir reseptor ailesidir
(Espanol vd., 2007). mAChR’ler solunum sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve sindirim
sistemi gibi cesitli sistemlerde gorev alir. M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak iizere bes ¢esit
mAChR mevcuttur. Bu alt tipler farkli gorevler iistlenirler. M1, M3 ve M5 segici olarak
Gg/11 G-proteinlerine baglanarak PLC'nin aktivasyonuna ve ardindan DAG ve IP3'te

artiglara yol acarak hiicre i¢i kalsiyumun artmasina neden olur. M2 ve M4 ise Gi G-



proteinlerini aktive ederek adenilat siklazi inhibe eder ve hiicre i¢i cAMP
konsantrasyonlarini azaltir (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Sinir sisteminin yant sira, bu
reseptorler periferik dokularda da bulunur ve hiicre c¢ogalmasi, farklilagsmasi ve
apoptozu diizenler (Espafiol vd., 2007). Son yillarda yapilan arastirmalarda diizensiz
mAChR sinyallesmesinin tiimér olusumu ile iliskili oldugu ve cesitli kanserlerin
olusumu veya ilerlemesinde rol oynadig1 ortaya konmustur (Ferretti vd., 2012). mAChR
alt tiplerinden M2 reseptdriiniin potansiyel bir timor baskilayici olarak one ¢iktig
goriilmiis ve apoptozu indiikleyerek kanser gelisimini engelledigi gosterilmistir (Ferretti
vd.,, 2012). Ornegin, glioblastoma modellerinden yapilan c¢alismalarda, M2
reseptorlerinin uyarilmasi kanser hiicrelerinin canliligi ve proliferasyonunda negatif bir
etki gostererek terapétik bir potansiyeli oldugunu vurgulamistir (Ferretti vd., 2012).
Benzer olarak over Kkarsinomunda yapilan bir c¢alismada, M2 reseptoriiniin
aktivasyonunun timor hiicresi proliferasyonunu azalttigi ve apoptozu arttirdigi ortaya
koyulmustur (Taggi vd., 2022). Bu sonuglar M2 reseptoriiniin timor baskilayict bir
ozellikte olabilecegini desteklemistir. Ayrica, mAChR’lerin modiilasyonu, hiicrenin
yasamsalligi ve proliferasyonunun kontrolii i¢in olduk¢a 6nemli olan MAPK/ERK ve
PI3K/Akt gibi 6nemli hiicre i¢i sinyal yolaklarini da etkileyebilir (Espafiol vd., 2007).
Bu nedenle kanserle olan miicadelede mevcut kanser tedavilerine ek olarak mMAChR
hedefli tedavilerin entegrasyonu, geleneksel tedavilerde karsilasilan direncin asilmasina
ve antikanser tedavilerin etkinliginin artirilmasina yonelik yenilik¢i bir strateji olarak
degerlendirilebilir (Taggi vd., 2022).

Arekaidin but-2-inil ester tosilat (ABET), areka cevizinden izole edilen bir
alkaloid olan arekaidinin sentetik bir tiirevi olup mAChR’ler i¢in segici bir ligand olarak
gelistirilmistir (Sugawara vd., 2022; Thakur ve Mehrotra, 2021). ABET, mAChR alt
tiplerine 6zgilin yapisal 6zellikler sergiler; 6zellikle M2 reseptorlerine yiiksek afinite
gostermekte ve kardiyovaskiiler sistemde tipik kolinerjik etkiler ortaya ¢ikarmaktadir
(Malomouzh vd., 2007; Yavuz vd., 2025; C. Zhang vd., 2016). Ayrica, gii¢lii bir M2
reseptor secici agonisti olan arekaidin but-2-inil ester tosilat (ABET), fare modellerinde
zimosan kaynakli l6kosit gociiniin engellenmesi yoluyla anti-inflamatuar 6zellikler
sergilemektedir (Liu vd., 2002). Bu nedenle hem ndronal hem de ndron dig1 dokularda
reseptor aracili sinyal yolaklarini nasil modiile ettigini arastirmak, ndrotransmisyon, diiz
kas kontraksiyonu ve bez salgis1 gibi fizyolojik siireglerde muskarinik reseptorlerinin

roliinii aydinlatmak i¢in degerli bir arag olabilecegi gosterilmistir (Sugawara vd., 2022).



Tim bunlara ek olarak belirtmek gerekir ki, ABET'in antikanser potansiyeli heniiz

kanser modeli deneylerinde kapsamli olarak incelenmemistir.

Bu c¢alismada meme adenokarsinounda daha dnce ¢alisilmamis olan ABET in,
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda ¢ok yonlii anti-karsinojenik
ozelliklerinin ortaya konulmasi amaclanmistir. ABET uygulamasi, hiicre canlilifi,
koloni olusumu, ii¢ boyutlu sferoit olusumu ve hiicre gogii gibi kotii huylu 6zelliklerde
belirgin azalma saglamistir. Calismadaki bulgular genel olarak ABET’in meme kanseri
tedavisinde umut vaat eden bir anti-karsinojenik ajan olarak konumlandirilabilecegini

ve reseptor hedefli tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in degerli bilgiler sunmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser Biyolojisi

Kanser, bir organ veya dokuda bulunan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
boliinmesi ve ¢ogalmaya baglayarak tiimorleri olusturmasi olarak tamimlanmaktadir
(Bailar ve Gornik, 1997). Ayn1 zamanda tiim diinyada baslica 6liim nedenlerinden biri
olan ¢ok faktorlii bir hastaliktir (Sung vd., 2021). Kanser olusumu ¢ok asamali bir siireg
olarak tanimlanir ve bu olusuma karsinogenez denmektedir (Diori Karidio ve Sanlier,
2021). Karsinogenez asamasinda hiicrelerde ardi ardina meydana gelen mutasyonlar ve
epigenetik degisiklikler gozlemlenir. Meydana gelen bu mutasyonlar ve epigenetik
degisimler hiicrede birikerek malign bir fenotip olusturmaktadir (Cree, 2011; Diori
Karidio ve Sanlier, 2021). Hiicrede olusan mutasyonlarin biiyiik bir kismi timor
baskilayici mekanizmalar sayesinde diizeltilmektedir (S. Zhang vd., 2024). Fakat
meydana gelen baz1 degisimler hiicreye daha fazla ¢cogalma yetenegi kazandirabilir ve
bunun sonucunda kiiciik hiicre topluluklar1 olusabilir. Bu topluluklar direkt olarak doku
veya organin normal isleyisinde bir degisime neden olmayabilir (S. Zhang vd., 2024).
Fakat ek bir i¢sel veya gevresel uyar ile karsilagildiginda bu kiigiik hiicre topluluklar
kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalarak karsinogenezi baslatir (Hanahan ve Weinberg, 2011,
S. Zhang vd., 2024). Kiigiik degisiklikleri barindiran bu hiicrelerde meydana gelen
cogalma egilimi ile biriken mutasyonlarda ve epigenetik degisikliklerde de artis
meydana gelir. Bu degisimler birikmeye devam ettik¢e hiicreler immiin sistemden
ka¢ma, cevre dokulara yayilma, biiylime baskilayicilardan kagis, genom instabilitesi
gibi tipik kanser hiicresi 6zelliklerini gostermeye baslar (Hanahan ve Weinberg, 2011)
(Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Tipik kanser hiicresi 6zellikleri

Zamanla tiimoriin meydana geldigi ¢evre de degisime ugrayarak immiin sistemin
baskilayici etkilerinin azalmasi, inflamasyonun artmasi, fibroblastlarin kanserle iliskili
fibroblast (CAF) denen hiicrelere doniismesi ve hiicre dis1 matriks yapisinin degisimi
gibi tipik kanseri destekleyici 6zellikler gosteren bir yapi haline gelmektedir (Kalluri,

2016; Zhang vd., 2024). Tim bu olaylar ¢ok asamali karsinogenezi olusturmaktadir
(Zhang vd., 2024) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Cok asamal kanser olusum siireci



2.2. Meme Kanseri (BC)

Meme kanseri (BC), kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklagik dortte birini
olusturur ve kadinlarda en sik goriilen malignite olarak bilinmektedir. Diinya ¢apinda
akciger kanserini geride birakarak en sik tani alan kanser konumuna gelmistir (Sung
vd., 2021). Meme kanserinin kiiresel diizeyde goriilme sikligi, cografi bolgelere gore
onemli farkliliklar gostermektedir; yasa gore standardize edilmis yillik insidans oranlar1
baz1 Afrika ve Asya lilkelerinde 100.000 kiside 40’1n altindayken, Kuzey Amerika, Bati
Avrupa ve Awvustralya-Yeni Zelanda gibi bolgelerde bu oran 80 ila 94 arasinda
degismektedir (Sung vd., 2021). Bu farkliliklar gelismis iilkelerde tarama programlari
ve yasam tarzi faktorleriyle iliskiliyken, gelismekte olan lilkelerde heniiz insidans daha

diistiktiir ancak hizla artmaktadir (Sung vd., 2021).

Meme kanserinde sagkalim oranlar biiyiik Ol¢iide hastaligin evresine bagli
olarak degisiklik gostermektedir. Yapilan bir calismada evre I, Il, 111 ve IV meme
kanserlerinde 5 yillik goreceli sagkalim oranlart sirasiyla %100, %89.7, %71.4 ve
%29.1 olarak rapor edilmistir. Bu veriler, erken evrede tan1 konulan hastalarin sagkalim
oranlariin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Mangone vd., 2022). Buna ek olarak
45-74 yas aras1 kadinlarda 5 yillik sagkalim oram %93.9 iken, 75 yas ve {izeri
kadmlarda bu oran %74.1 olarak belirtilmistir. Bu veriler, yasin sagkalim {izerinde

onemli bir etkisi oldugunu gostermektedir (Mangone vd., 2022).

Meme kanserinde prognozu belirleyen en 6nemli faktorlerin basinda tlimoriin
TNM evresi denen tiimor boyutu (T), aksiller lenf nodu metastazlarinin varligi ve sayisi
(N) ve uzak metastaz durumu (M) hastaligin seyrini belirleyici 6nemli degiskenlerdir
(Zeichner vd., 2015). Tami aninda tiimoriin 2 cm’den kii¢iik olmasi ve lenf nodu
tutulumu bulunmamasi, genel olarak daha iyi bir sagkalim ile iligkilidir. Fakat tiimdriin
biiyiilk olmasi, birden fazla lenf nodunu tutmasi veya metastaz varligi olumsuz

prognostik faktorlerdendir (Yersal ve Barutca, 2014).

Meme kanseri, morfolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore siniflandirilabilir.
Meme kanseri, morfolojik ve molekiiler o6zelliklerine gore simflandirilabilir.
Histopatolojik olarak en sik rastlanan invaziv tiimor tipi, “no spesifik tip” olarak da

adlandirilan invaziv duktal karsinomdur; olgularin yaklasik %70—-80’ini invaziv duktal



karsinom olusturur (Badowska-Kozakiewicz vd., 2017). Ikinci en yaygm tip olan
invaziv lobiiler karsinom ise vakalarin yaklasik %10’udur (Badowska-Kozakiewicz vd.,
2017). Daha nadir histolojik tipler arasinda mediiller, miisindz, tiibiiler ve papiller
karsinomlar sayilabilir. Ancak benzer histolojik goriinlime sahip tiimorler bile
molekiiler diizeyde farkli davramslar gosterebildiginden, gliniimiizde klinikte tim meme
kanserleri molekiiler alt tiplerine gore de simflandirilmaktadir (Yersal ve Barutca,
2014). Meme tiimorleri, reseptor ifadeleri ve gen ekspresyon profilleri esas alinarak
Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif ve {i¢lii negatif gibi dort ana molekiiler alt tipe
ayrilmaktadir. Luminal A alt tip, Ostrojen reseptorii (ER) ve/veya progesteron reseptorii
(PR) pozitif, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) negatif ve diisiik
proliferasyon (Ki-67 diisiik) Ozellikleriyle tanimlanir. Luminal A tiimorler genellikle
daha diisiik histolojik grade’e sahiptir ve diger alt tiplere kiyasla daha yavas biiylime
egilimindedir. uminal B alt tipte ise hormon reseptér pozitifligi devam etmekle birlikte
timor ya HER2 pozitiftir ya da proliferasyon indeksi (Ki-67) yiiksektir. Luminal B
timorler luminal A’ya gore daha yiiksek grade’li olup niiks etme oranlar1 daha fazladir
ve tedaviye yanitlar1 gérece daha kotii seyreder (Yersal ve Barutca, 2014). HER2-pozitif
(HER2-zengin) alt tip, HER2 gen amplifikasyonu sonucu HER2 proteininin asiri
eksprese edildigi, ancak ER/PR negatif olan tiimorleri kapsar (Dass vd., 2021). HER2
pozitif tiimorler, HER2 sinyal yolunun asir1 aktif olmasi nedeniyle hizli biiyiime ve
yayilma potansiyeline sahiptir (Yersal ve Barutca, 2014). HER2 pozitif tiimoérler igin
hedefe yonelik tedaviler gelistirilmeden 6nce HER2-pozitif alt tip, luminal alt tiplere
gore ¢cok daha kotli bir prognoz gosterirken; giiniimiizde trastuzumab gibi anti-HER2
tedavilerinin kullanilmasi ile bu alt tipte sagkalim belirgin bir bicimde artmustir. Fakat
genel olarak HER2 pozitif hastalik biyolojik olarak agresif karakterini korumaktadir
(Yersal ve Barutca, 2014). Uclii negatif meme kanseri (TNBC) ise hormon reseptdrleri
(ER ve PR) ile HER2 ekspresyonunun hic¢birinin bulunmadigi alt tip olarak tamimlanir
(Dass vd., 2021). TNBC’de hedeflenebilecek spesifik bir reseptor bulunmadigr igin, bu
alt tipte tedavi ¢cogunlukla kemoterapiye dayanmaktadir ve diger molekiiler alt tiplerle
karsilagtirildiginda hastaligin seyri genellikle daha agresiftir. Genom diizeyinde yapilan
analizler, bu tiimorlerin kendi i¢inde de farkli biyolojik 6zellikler tasiyan alt gruplara
(6rnegin bazal-benzeri, mesenkimal) ayrilabildigini ortaya koymaktadir; ancak bu alt
gruplar i¢in klinik uygulamada standart hale gelmis farkli tedavi protokolleri heniiz

mevcut degildir (Dass vd., 2021) (Tablo 1).



Tablo 2.1. Meme kanseri alt tipleri ve ozellikleri

Alt Tip Reseptor Tedavi Yaklasimi Kaynak
ER+, PR+ Endokrin tedavi (tamoksifen veya (Yersal ve
Luminal A HER2- aromataz inhibitorleri); genellikle — Barutca,
Diisiik Ki-67 kemoterapi gerekmez 2014)
ER+, PR+ Endokrin tedavi + kemoterapi; (Ades vd
Luminal B HER2+ HER?2 pozitifse anti-HER?2 tedavi 2014) N
Yiiksek Ki-67 eklenir
HER2+ : : i
HER?2 Anti-HER? tedavi (trastuzumab, (Swain vd.,
Pozitif ER-/+ pertuzumab) + kemoterapi 2015)
PR—/+
Ui Kemoterapi; bazi durumlar_d_a _
Nggati £ ER—, PR— immiinoterapi (PD-L1 pozitifse) (Telli vd.,
(TNBC) HER2—- veya PARP inhibitorleri (BRCA  2018)

mutasyonu varsa)

Meme kanserinin olusumunda c¢esitli genetik degisiklikler s6z konusudur.
Ozellikle daha c¢ok liiminal tip tiimérlerde goriilen PIK3CA mutasyonlart ve TNBC
veya HER2 pozitif alt tiplerde siklikla goriilen TP53 mutasyonlart somatik mutasyonlar
arasinda en sik goriilen gen degisimleridir (Jiang vd., 2014; Pereira vd., 2016). Meme
kanserlerinin yaklasik %15-20’sinde ise ERBB2 (HER2) geninde amplifikasyon veya
asir1 ekspresyon bulunur. Bu mutasyon sonucunda tiimdrlii hiicrelerde HER2 reseptorii
asirt miktarda tretilir ve agresif bir fenotip goriiliir. Bu mutasyona sahip hastalarda anti-
HER?2 tedavisi hedefe yonelik meme kanseri tedavisi igin 6nemli bir belirtegtir (Yersal
ve Barutca, 2014).

Meme kanserlerinin geneli sporadiktir fakat %5 ila %10 kadar1 genetik kaynakli
gelismektedir. Genetik yatkinliga bagl olarak gelisen meme kanserlerinin en bilinen
nedeni BRCA1 ve BRCA2 tiimor baskilayici genlerde meydana gelen degisimlerdir. Bu
mutasyona sahip bireylerde meme kanseri gelistirme olasilig1 diger bireylere gore ¢ok
daha yiiksektir (Arpino vd., 2016). BRCA1 mutasyonuna sahip bireylerde genellikle
TNBC alt sinifi meme kanseri gelismektedir (Dass vd., 2021). Kalitsal meme kanserleri
diistik siklikla olsa da TP53, PTEN, STK11 ve PALB2 gibi genlerin mutasyonuna bagl
olarak da gelisebilir (Dass vd., 2021). Meme kanserinde gozlenen genetik farkliliklar,
hastaligin molekiiler diizeyde c¢esitlenmesine yol agmakta ve her hastada tiimor
biyolojisinin kendine 06zgii oOzellikler tasiyabilecegini gostermektedir (Yersal ve

Barutca, 2014). Bu nedenle giiniimiizde tedavi stratejileri, tiimoriin bireysel molekiiler



yapisina gore sekillendirilmekte ve kisisellestirilmis yaklasimlar giderek daha fazla

Onem kazanmaktadir.

Meme kanserinde tan1 ve evreleme, klinik muayenenin yan sira goriintilleme ve
biyopsi ile konulur. Erken tanida en 6nemli yontem diizenli tarama mamografisidir.
Ozellikle 50-69 yas aras1 kadinlarda uygulanan mamografi taramasi, meme kanserine
bagli 6liim oranlarini anlamh 6lgiide azaltmustir (Zielonke vd., 2020). Mamografi,
diisik doz X-151m1 kullanarak meme dokusunu iki boyutlu olarak goriintiileyen ve
asemptomatik bireylerde dahi klinik olarak fark edilmeyen lezyonlarin saptanmasina
olanak taniyan temel bir tarama yontemidir (Nicosia vd., 2023; Oeffinger vd., 2015).
Ozellikle geng ve yogun fibroglandiiler meme yapisina sahip bireylerde, mamografinin
duyarlilig1 azalabileceginden ultrasonografi (USG) ek bir goriintiileme yontemi olarak
kullanilmaktadir (Corsetti vd., 2008). USG, kistik yapilarin solid lezyonlardan ayrimini
saglamada etkili olup, mamografide belirlenen siipheli alanlarin daha ayrintili
degerlendirilmesine katkida bulunur (Berg vd., 2008). Bir diger tan1 yontemi olan
manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ise BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu bulunan
yiiksek riskli bireylerde hem tarama hem de tan1 koymada yiiksek duyarliligi nedeni ile
tercih edilen ileri diizey bir goriintiileme teknigidir (Saslow vd., 2007).

Meme kanseri cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi c¢esitli yontemlerin bir
kombinasyonu ile tedavi edilir. Erken evre meme kanserlerinde tiimdriin cerrahi olarak
cikarilmasi ana tedavi yontemidir. Bu tedavinin ardindan kalan dokulara radyoterapi
uygulanarak onkolojik bir giivenlik saglamr. Tiim6r dokusunun daha yaygm oldugu
bireylerde mastektomi denen memenin tliimiiniin alinmasi islemi uygulanabilir.
Uygulanan cerrahi iglemlerin ardindan tiimoriin 6zelliklerine gore adjuvan tedaviler
planlanmaktadir. HER2 negatif, hormon reseptor pozitif ve diisiik risk tasiyan tiimorler
icin genellikle endokrin tedaviler uygulanmaktadir. HER2-pozitif tiimdrlerde, cerrahi
tedavinin ardindan yaklagik 1 yil slireyle trastuzumab bazli anti-HER2 hedefe yonelik
tedavi verilmektedir. Trastuzumab’in kemoterapiyle kombinasyonu, HER2 pozitif erken
evre hastalarda niiks riskini belirgin azaltmig; metastatik hastalarda ise sagkalimi
anlaml derecede uzatmistir (J. Wang ve Wu, 2023). TNBC’li hastalarda ise genellikle
viicutta olast metastatik hastaligi temizleyerek niiks riskini azaltmayi amaclayan
adjuvan tedaviler ve kemoterapi uygulanmaktadir (Joensuu ve Gligorov, 2012).

Ozellikle kemoterapi uygulamalart TNBC alt tipine sahip hastalar igin tedavinin bel
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kemigidir. Meme kanserinde siklikla antrasiklinler (doksorubisin veya epirubisin) ve
taksanlar (paklitaksel veya dosetaksel) kombinasyon halinde kullanilmaktadir.
Antrasiklinler, DNA baz ciftleri arasina interkale olarak ve topoizomeraz-Il enzimini
inhibe ederek tiimor hiicrelerinde letal DNA ¢ift zincir kiriklart olusturur (Minotti vd.,
2004). Taksanlar ise hiicre igerisinde mikrotiibiillere baglanarak hiicre boliinmesini
metafaz asamasinda durdurur ve bunun sonucunda tiimor hiicresi apoptoza gider
(Foland vd., 2005). Kemoterapi ajanlarinin kombinasyon halinde kullanimi, farkli etki
mekanizmalan ile tiimore karsi sinerjik etki yaratir ve direng gelisme riskini azaltir
(Wang ve Wu, 2023). Buna karsin kemoterapinin énemli kisitliliklart ve yan etkileri
mevcuttur. Kemoterapi ilaglar1 yalnizca hedef alinan bolgedeki tiimdrlii hiicreleri hedef
almazlar. Ozellikle viicutta hizl1 boliinen hiicreleri de etkiledigi icin miyelosiipresyon,
sa¢ dokiilmesi, bulanti-kusma gibi yan etkilere yol agarak hastalarin tedavi siiresince
yasam kalitesini oldukca diistirmektedirler. Antrasiklinler yiiksek kiimiilatif dozlarda
kardiyotoksisite (kalp kasinda hasar) yapabilirken, taksanlar periferik néropatiye neden
olabilmektedir (Wang ve Wu, 2023). Bu yan etkilere ek olarak uzun siireli kemoterapi
uygulamalart sonucunda, tiimor hiicreleri kemoterapiye karsi direng kazanarak
hastaligin metastatik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi ve hastaligin yeniden ilerlemesi ile
sonuglanabilir (Wang ve Wu, 2023). Metastatik meme kanseri tedavisinde uygulanacak
sistemik yaklagim, tiimoriin biyolojik alt tipi ve hastanin dnceki tedavi dykiisiine gore
kisiye Ozel olarak belirlenir. Hormon reseptdr pozitif olgularda, genellikle CDK4/6
inhibitorleri ile verilen hormon tedavisi ilk tercih olarak uygulanirken; HER2 pozitif
hastalarda ise trastuzumab ve pertuzumab gibi hedefe yonelik ilaglar kemoterapi ile
birlikte standart tedavi segenegini olusturur (Burguin vd., 2021). Uglii negatif metastatik
hastalarda ise ana tedavi olarak kullanilan kemoterapide yeni onaylanan immiinoterapi
ilaglar1 (anti-PD-1 antikoru pembrolizumab gibi) 6zellikle PD-L1 ekspresyonu pozitif
ticlii negatif hastalarda kemoterapiyle kombine olarak yasam siiresini uzatmada énemli

ilerlemeler saglamigtir (Wang ve Wu, 2023).

Ozetle meme kanseri tedavileri ¢ok cesitli olup hastaligin alt tipine gore
kisisellestirilmektedir. Erken evre meme kanserlerinde iyilesme sansi daha yiliksekken
ozellikle ileri evre ve metastatik meme kanserlerinin tedavileri olduk¢a zordur. Bu
nedenle giincel caligmalar ile yeni molekiiler hedefler bulmak, hastalarin yasam
kalitesini diislirmeden uygulanabilecek yeni ilaglar1 kullamma sunmak ve kisiye 6zgii

tedavi segenekleri olusturmak umut edilmektedir.
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2.3. Muskarinik Asetilkolin Reseptorleri (mAChR)

Muskarinik asetilkolin reseptorleri (mAChR), parasempatik sinir sisteminin
temel etkilerini gergeklestirerek viicutta c¢esitli fizyolojik siire¢leri modiile eden ve
viicutta yaygin olarak bulunan G proteinine bagh reseptorlerdir (Calaf vd., 2022). Bu
reseptorler kalp atis hizinin yavaslatilmasi, diiz kas kasilmasi, ekzokrin bezlerden salgi
(tiikriik, mide asidi vb.) gibi parasempatik etkileri diizenlerler (Calaf vd., 2022). Bes
farkli muskarinik asetilkolin reseptor alt tipi (M1-M5), insan genomunda sirasiyla
CHRM1 ila CHRMS genleri araciligiyla sentezlenmektedir ve bu alt tiplerin her biri
ozgiin fizyolojik islevleri yerine getirmek iizere yapilandirilmistir (Calaf vd., 2022). M1
reseptorleri, basta serebral korteks ve hipokampus gibi beyin yapilarinda yogunlagsmis
olup, d6grenme, bellek ve dikkat gibi bilissel islevlerin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar (Wess, 2004). M2 alt tipi, 6zellikle kalpte (atriyal miyokard) ve presinaptik sinir
uclarinda bulunur; burada hem kalp atim hizim yavaslatarak kardiyak inhibisyon saglar
hem de asetilkolin saliniminin otoreseptor aracili kontroliinii yiritiir (Kruse vd., 2012).
M3 reseptorleri, diiz kaslar (bronklar, bagirsaklar, mesane) ve ekzokrin bezlerde
(tiikiiriik, mide asidi bezleri) yaygin olarak yer alir; bu reseptdrler diiz kas kasilmasini
uyararak parasempatik yanitlarin ger¢eklesmesini saglar (Kruse vd., 2012). M4 ve M5
reseptorleri ise Ozellikle merkezi sinir sisteminde, striatum ve substantia nigra gibi
dopamin-regiilatuvar  bolgelerde bulunur; bu alt tipler dopamin saliniminin
modiilasyonunda gorev alarak motor kontrol, &diil-motivasyon davranislart ve

psikotropik ilag hedeflemesinde rol iistlenir (Shin vd., 2015).

mAChR’ler etkiledikleri G protein ailesine gore hiicre iginde farkli islevler
gosterirler. M1, M3 ve M5 alt tipleri Gg/11 alt initesine baglanarak fosfolipaz C-f8
(PLC) enzimini aktive eder ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG)
denen ikincil mesajcilarin artisina yol acar (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Ardindan IP3
endoplazmik retikulumdaki reseptorlere baglanir ve hiicre icerisindeki Ca?*" miktarinin
artisina neden olur. Artan hiicre i¢i Ca?" ve DAG ile protein kinaz C (PKC) enzimi aktif
hale gelir. Bu yol ile hiicre iginde Ca?" artis1 ve kinaz aktivasyonu iizerinden uyarici etki
gosterilmis olur. M2 ve M4 alt tipleri Gi proteini ile etkilesime girer. Bu etkilesim ile
adenilat siklaz enzimi enhibe edilir ve hiicre igi siklik adenozin monofosfat (CAMP)

seviyesi diiser. cAMP seviyesinin diismesi ile protein kinaz A (PKA) aktivitesi azalir.
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Bunun sonucunda Gi aracili sinyalleme cAMP diisiisii ile inhibitor bir etki yaratir

(Tsimpili ve Zoidis, 2025) (Sekil 2.3.).

Uyarici inhibitér
(M1, M3, Ms) (M2, Ma)

P @ e, @

G ¥ A /,\'

Ins(1,4,5)P, :
cAMP

Ca 2+ Salinimi

Kaynak: Tsimpili ve Zoidis, 2025
Sekil 2.3. mACHhR alt tiplerinin hiicre i¢i uyarici ve inhibe edici etkileri

Muskarinik reseptorlerin araciligi ile aktif olan bu hiicre i¢i sinyal yolaklar
sayesinde hiicrede cesitli yanitlar meydana gelir. Ca?** seviyesinin hiicre igerisinde
artt1g1 M1, M3 ve M5 reseptorlerinin Gq proteini ile etkilesime girdigi sinyal yolag: ile
kas kasilmasi, sekresyon gibi olaylar gergeklesir. Buna ek olarak Ca*" bagiml kinazlar
ile gen ekspresyonu degisiklikleri meydana gelebilir (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Ek
olarak bu yolagin aktivasyonu ile mitojen aktive protein kinaz (MAPK/ERK) denen
yolak aktive olarak hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu etkilenir (Calaf vd., 2022). Gq
bagimh sinyalizasyonun diger bir etkisi; epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR)
gibi tirozin bagiml kinazlarin transaktivasyonu sonucu biiylime faktdrlerinin aktive
olarak mitojenik etki yaratmasidir (Calaf vd., 2022). M2 ve M4 reseptorlerinin rol
oynadigi Gi aracili yolak ile PKA seviyelerinin azalmasi sonucunda kalp kasi
hiicrelerinde B-adrenerjik uyarinin karsit1 bir etki meydana gelerek kasilma giicli azalir
(Tsimpili ve Zoidis, 2025). Tiim bu bilgiler mAChR’lerin hiicre i¢i sinyal iletiminde ve

cesitli fizyolojik olaylarda 6nemli diizenleyiciler oldugunu gostermektedir.

2.4. Muskarinik Asetilkolin Reseptorleri (mAChR) ve Kanser iliskisi

Son yillarda mAChR’lerin fizyolojik modiilatér rollerinin yam sira ¢esitli

kanserlerde diizenleyici rollerinin oldugunu gosterilmistir (Calaf vd., 2022). Timor
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hiicrelerinin yam sira tiimor mikrogevresinde yer alan sinir uglar1 ve immiin hiicreler
tarafindan ACh salgilanarak mAChR’ler uyarilabilir ve bu durum tiimér hiicresinde
proliferasyon, invazyon veya anjiyogenezle iliskili malign sinyalleri tetikleyen cesitli
sinyal yolaklarim devreye sokabilir (Calaf vd., 2022).

Bazi kanser tiirlerinde, M2 muskarinik asetilkolin reseptoriiniin (mAChR)
aktivasyonu, hiicresel proliferasyonu baskilayan ve apoptozu destekleyen sinyallerin
devreye girmesine aracilik edebilmektedir (Espafiol vd., 2021). Ozellikle MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda yiiriitiilen deneylerde, M2 spesifik agonistlerin uygulanmasi
sonucunda hiicre dongiisiiniin durakladig1 ve apoptotik hiicre 6liimiinde anlaml1 bir artig
gozlemlenmistir (Calaf vd., 2022). Glioblastoma hiicrelerinde gergeklestirilen benzer
calismalar, M2 reseptdr aktivasyonunun mitojenle uyarilan ERK1/2 yolaklarini inhibe
ederek tiimor hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde azalttigini ortaya koymustur
(Espanol vd., 2021). Bununla birlikte, M2 reseptor uyariminin tiimér mikrogevresinde
anjiyogenezi kisitlayan molekiillerin ekspresyonunu artirarak damar olusumunu inhibe
edebilecegi de rapor edilmistir (Calaf vd., 2022). Bazi preklinik modellerde, M2
stimiilasyonunun oksidatif stres mekanizmalarini aktive ettigi ve bunun sonucunda
hiicresel hasarin artarak tiimdr hiicrelerinin biiytime kapasitesini sinirladig bildirilmistir
(Espanol vd., 2021). Bu veriler, M2 alt tipinin sadece tiimor progresyonunu modiile
etmekle kalmayip, aym1 zamanda antiproliferatif tedavi stratejileri i¢in de umut vadeden

bir hedef oldugunu gostermektedir (Calaf vd., 2022).

Yapilan c¢aligmalarda mAChR agonistlerinin kanser hiicrelerinde biiyiimeyi
uyarirken antagonistlerin biiylimeyi baskilayabildigi; bu etkinin meme, akciger, kolon,
mide, pankreas, prostat, over, glioblastom gibi bir¢ok kanser tlirlinde gozlemlendigi
rapor edilmistir (Calaf vd., 2022; Ferretti vd., 2012; Taggi vd., 2022; Yavuz vd., 2025).
Muskarinik reseptor alt tipleri normal dokularda genellikle diisiik seviyelerde eksprese
edilirken, malign dokularda asir1 ekspresyon gosterebilir. Bu durum, mAChR’leri hem
bir prognostik biyobelirteg hem de segici hedeflenebilirlik potansiyeli agisindan ilgi
cekici kilmaktadir (Calaf vd., 2022; Espaiol vd., 2021).

2.5. Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET)

mAChR’ler, parasempatik sinir sisteminde temel diizenleyiciler olarak rol alirlar

ve noronal olmayan hiicrelerde de Onemli gorevler {iistlendigi bilinmektedir. Son
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donemlerde yapilan caligmalar, mAChR aktivitesinin c¢esitli kanser tiirlerinde anti-
karsinojenik etkilerinin olabilecegini gostermistir (Tsimpili ve Zoidis, 2025). Bu
baglamda, bir mAChR alt tipi olan M2 reseptoriinii spesifik olarak aktive ettigi bilinen
bir bilesik olan ABET’in kanser biyolojisindeki etkilerini aydinlatmak 6nem
tasimaktadir. ABET, arekolin tlirevi bir agonist olup 6zellikle M2 mAChR’yi hedef
alarak hiicre i¢i sinyal iletim yollarimi etkilemektedir (Tsimpili ve Zoidis, 2025).
ABET’in insan viicudundaki biyolojik etkilerinin ve molekiiler genetik diizeydeki
rollerinin anlasilmasi hem hiicresel sinyal aglarimin aydinlatilmas1 hem de ¢esitli kanser
tirlerinde yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir (Calaf

vd., 2022) (Sekil 2.4.).

CHj,

.CH,C¢H,SO,H

Kaynak: Abcam, 2025

Molekiil, arekolin tiirevi bir alkin ester ile p-toluen siilfonat (tosilat) grubunun birlesiminden olusmakta
ve bu yap1, M2 muskarinik asetilkolin reseptorlerine yiiksek afiniteyle baglanmasini saglamaktadir.

Sekil 2.4. Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) molekiiliiniin kimyasal
yapisi
ABET giiniimiizde klinik kullanimda onaylanmus bir ilag degildir. Fakat Zhang
ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada anestezi altindaki siganlarin beyincik
korteksine ABET mikroenjeksiyonu yapilmis ve doz bagimli olarak ortalama arteriyel

basing (MAP) ve kalp atis izinda (HR) azalma gbzlemlenmistir (C. Zhang vd., 2016).
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ABET’in M2 reseptoriinii aktive ederek hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki etkisi,
kanser hiicrelerinde proliferasyon ve hayatta kalma mekanizmalarini hedef alarak timor
gelisimini  engellemesini  saglayabilir  (Guerriero vd., 2023). M2 reseptor
aktivasyonunun kanser hiicrelerinde otofajiyi tetikledigi ve bu siire¢ lizerinden hiicre
Oliimiine katkida bulundugu saptanmistir (Guerriero vd., 2023). Glioblastoma kok
hiicrelerinde M2 agonistlerinin uyarilmasi, PI3K/Akt/mTORC1 yolunu inhibe edip
AMP-aktive protein kinaz (AMPK) diizeylerini yiikselterek otofajik akisi artirmakta ve
nihayetinde apoptoza yol agmaktadir (Guerriero vd., 2023). Benzer sekilde, muskarinik
M2 agonistlerinin mesane kanseri hiicrelerinde proliferasyon ve invazyonu
engelleyebildigi, glioma hiicrelerinde ise yasam siiresini kisaltabildigi bildirilmistir
(Tsimpili ve Zoidis, 2025). Bu bulgular, ABET’in MAPK/ERK ve PI3K/Akt gibi hiicre
ici sinyal aglarmi hedef alarak ¢ok c¢esitli tiimor tiplerinde antikarsinojenik etki
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu bilgiler 1s18inda ABET, kanser tedavisinde

yeni bir terapdtik aday olarak one ¢ikmaktadir.
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3. YONTEM

3.1. Arastirma Modeli

Bu ¢aligma diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olan ve ¢esitli
tedavi yontemleri denenmesine ragmen tedavilerin olusturdugu yan etkilerin sikca
goriildiigii ve 6liim oranlarinin yiiksek oldugu meme kanserinin tedavisine yonelik yeni
molekiillerin kullanilabilirligini arastirmak ve yeni tedavi yontemleri olusturabilmek

amaciyla yapilmstir.

3.2. Arastirma Evren ve Orneklemi/Arastirma Materyali

Calismada MCF-7 (ATCC Katalog Numarasi: HTB-22) ve MDA-MB-231
(ATCC Katalog Numarasi: HTB-26) hiicre hatlart kullamlmistir. Anti-karsinojenik

etkiyi aragtirmak icin yapilan tiim deneyler en az 3 tekrar olacak sekilde ¢alisilmustir.

3.3. Veri Toplama Araglar

Calismanin verileri hiicre kiiltiirii calismalari, MTT, koloni formasyon ve sferoid
formasyon analizleri, yara iyilesme deneyi, apoptoz oraninin 6lgiildiigii akis sitometrisi

gibi molekiiler analizler kullanilarak toplanmistir.

3.4. Veri Toplama Siireci

Calisgmada yapilan tiim deneylerde hiicre kiltiiri ¢alismalarinin  steril
ylriitiilmesi ve koruyuculuk amaciyla laboratuvar onliigli, eldiven gibi koruyucu

ekipmanlar kullanilarak deneyler yuriitiilmiistiir.

3.5. Deneysel Kurgu

In-silico Molekiiler Yerlestirme (Docking) Analizi: ABET’in hedef reseptor
proteinleriyle olas1 baglanma etkilesimlerini tahmin edebilmek amaciyla, molekiiler
yerlestirme (docking) yaklasimi uygulanmistir. Bu kapsamda, ABET molekiiliine ait
SMILES formati PubChem veri tabanindan elde edilmis ve yapisal modeli Open Babel
programi kullanilarak .pdb dosyasina doniistiiriilmiistir (O’Boyle vd., 2011).
Muskarinik asetilkolin reseptorlerinin iki alt tipi olan M2 ve M4 reseptorlerine ait ti¢
boyutlu protein yapilari, sirasiyla PDB ID: 4MQS (Kruse vd., 2013) ve PDB ID: 7TRS
(Vuckovic vd., 2023) kodlariyla RCSB Protein Data Bank’ten temin edilmistir (Burley
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vd., 2023). Yerlestirme analizleri, bu proteinlerin aktif bolgelerine odaklanarak
AutoDock Vina yazilimi araciligiyla gergeklestirilmis, analizler PyRx arayiizii
lizerinden yiiriitiilmiistiir. M2 reseptdrii i¢in grid koordinatlari —1, —15, 18 A, M4
reseptdrii icin ise 109, 105, 112 A olarak belirlenmis ve her iki analizde de grid aralig:
0.375 A olacak sekilde tammlanmustir. En diisiik baglanma enerjisine sahip yerlesim
pozisyonu (docking pose) daha ileri analizler i¢in secilmistir. Elde edilen baglanma
modelleri ve ligand-reseptor etkilesimleri PyMOL gorsellestirme araci ve ProteinsPlus

platformu kullanilarak analiz edilmistir (Féhrrolfes vd., 2017).

Hiicre Kiiltiirii: Deneylerde kullanilacak olan MCF-7 (ATCC Katalog
Numarasi: HTB-22) ve MDA-MB-231 (ATCC Katalog Numarasi: HTB-26) hiicre
hatlar1 %1 Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep; Kat. No: 15140-122, Gibco) ve %10 1s1l-
yolla inaktive edilmis fetal bovin serum (FBS; Kat. No: A4766801, Gibco) iceren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Kat. No: D6429, Sigma) besiyeri
kullamlarak %35 CO2 igeren ve 37°C nemli inkiibator ortaminda kiiltir edilerek
cogaltilmistir. Kiiltlir besiyerleri iki giinde bir degistirilerek pasaj islemi hiicreler
yaklastk %80 yogunluga ulastiginda gerceklestirilmistir. Molekiiler deneylerde
kullamlacak olan hiicreler toplanirken 0.25% Tripsin-EDTA (Kat. No: 25200056,
Gibco) kullanilmistir. Hiicreler 0.4% Tripan Mavisi Soliisyonu (Kat. No: 15250661,
Gibco) ve toma hiicre sayim lamu (Kat. No: 1.075.03.002.001, Isolab) ile sayilmustir.

Toplanan ve sayimi1 yapilan hiicreler deneylerde licer replika olacak sekilde ekilmistir

ve analizler en az iki kez tekrarlanmistir.
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Resim 3.1. MCF7 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri

Sol tarafta MCF7 hiicrelerinin 151k mikroskobu ile 10X magnifikasyon altinda
alinan goriintlisti, sag tarafta ise MCF7 hiicrelerinin 151k mikroskobu ile 20X

magnifikasyondaki goriintiisii gosterilmektedir.

Resim 3.2. MDA-MB-231 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri

Sol tarafta MDA-MB-231 hiicrelerinin 151k mikroskobu ile 10X magnifikasyon
altinda alinan goriintiisii, sag tarafta ise MDA-MB-231 hiicrelerinin 151k mikroskobu ile

20X magnifikasyondaki goriintiisii gosterilmektedir.

flacin Hazirlanmasi: Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate (ABET) (Katalog
Numarast: #AB141318-10MG) Abcam firmasindan satin alimustir. ilacin hazirlanmasi
sirasinda {iretici firmanin protokolii takip edilmistir. Protokole gore ABET DMSO (Pan
Biotechnology, #P60-36720100) igerisinde ¢oziilerek 5 mM konsantrasyonda
hazirlanmistir. Hazirlanan stok alikotlanarak —20 °C’de saklanmustir. Calismada
kullanilmak tizere stok ilag ¢ozeltisi kiiltiir ortami ile 0.00001 mM, 0.0001 mM, 0.001
mM, 0.0 mM ve 1 mM oranlarinda seyreltilerek c¢alisma konsantrasyonlari

hazirlanmastir.

Canhlik ve IC50 Degerinin Belirlenmesi: MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarinda, yari maksimal inhibitdr konsantrasyon (IC50) degerlerinin

belirlenmesi ve hiicre yasamsalligin1 6lgmek amaciyla CellTiter 96® Non-Radioactive
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Cell Proliferation Assay kiti (Promega, #G4000) kullanilmistir. MTT testi hiicre
yasamsalligini1 6lgmek amaciyla gergeklestirilmektedir. MTT deneyinin temel prensibi
yasayan hiicrelerin mitokondriyal aktivitesinin siirekliligine dayanmaktadir. Hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesi tetrazolyum tuzu MTT’nin formazan kristallerine
doniistiiriilmesi ile yansitilir. Hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristalleri
¢oziinebilir ve dolayisiyla formazan konsantrasyonunun Ol¢iilmesi ile yasayan hiicre
sayisindaki artig veya azalig tespit edilebilir. Formazan konsantrasyonu plaka okuyucu
kullanilarak 570 ve 750 nm dalga boyunda elde edilen optik yogunluk ile belirlenir (van
Meerloo vd., 2011). Deneylerde, MCF7 ve MDA-MB-231hiicre hatlar1 her bir
kuyucukta 1x10* hiicre igerecek ve liger replika olacak sekilde ekilmistir. 0.1 mL
hacminde hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu plakalara (Thermo Fisher Scientific)
ekilerek 24 saat hiicrelerin tutunmalar1 saglanmistir. 24 saatlik tutunmanin ardindan
belirtilen 0.00001 mM, 0.0001 mM, 0.001 mM, 0.01 mM ve 1 mM ABET
konsantrasyonlari, vehicle kontrolii (kiiltiir ortaminda %10 DMSO) ve tedavisiz kontrol
(yalnizca kiiltiir ortami1) gruplan olacak sekilde hiicreler iizerine eklenmistir. 24 saat
inkiibasyonun ardindan kit igerisindeki MTT boyasi (#PartG402A, Promega) her
kuyucukta 15ul olacak sekilde eklenerek 4 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan kit icerisinde bulunan “solubilization solution/stop mix”
(#PartG401A, Promega) her kuyuya 100ul olacak sekilde eklenerek formazan kristali
olusumu durdurulmustur. Ardindan hiicreler gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Gece
boyu inkiibasyonun ardindan SpectraMax®i3 (Molecular Devices) cihazi kullanilarak
570/750 nm dalga boyunda absorbans degerleri dlgiilmiistiir. Elde edilen veriler, R
yazilimi (v4.3.2) ve "drc" paketi kullamlarak analiz edilmis ve IC50 degerleri
hesaplanmistir. Grafiksel sunumlar ise "ggplot2" paketi yardimiyla olusturulmustur.
Belirlenen IC50 degerleri, ileri asamada gergeklestirilen islevsel deneylerde referans

olarak kullanilmistir.

Koloni Olusturma Testi (CFA): CFA hiicrelerin tek bir hiicreden bir toplulugu
olusturma o0zelligini inceleyerek yasamsalligini test eden in-vitro bir yontemdir
(Franken vd., 2006). Bu deneyde ABET’in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
koloni olusturma yetenegini nasil etkiledigini degerlendirmek icin CFA testi yapilmistir.
Calismada, her bir 96 kuyulu plaka kuyusuna 2x10* hiicre eklenmis ve hiicreler,
ABET'in 2ICso, ICso ve 2xICso konsantrasyonlariyla isleme tabi tutulmustur. Kontrol

grubu i¢in sadece standart kiiltiir ortam1 kullamlmistir. Kontrol hiicrelerinin yaklagik
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%80 yogunluga ulagmasi sonrasinda deney sonlandirilmigtir. Hiicreler 20 dakika
boyunca oda sicakliginda 0.15 mL %100 metanol (Merck, #1.06009.2511) ile
sabitlenmis, ardindan 0.1 mL %0,2 kristal violet ¢ozeltisi (Sigma, #C077) ile 15 dakika
boyunca boyanmistir. Boyama islemini takiben, kuyular iki defa deiyonize su ile
yikanarak temizlenmis ve plakalar oda sicaklifinda bir gece kurumaya birakilmistir. 50
hiicreden fazla iceren koloni yapilari, mikroskopta 4x biiyiitme orani ile goriintiilenmis
ve sayisal analizler ImagelJ yazilimi (v1.8.0) tzerinden, ColonyCounter eklentisi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Yara lyilestirme Deneyi (WHA): Yara iyilestirme deneyi hiicre migrasyonunu
test etmek i¢in yaygin olarak kullanilan standart bir yontemdir (Pastar vd., 2018). WHA
testi ABET in hiicre gogii lizerine olan etkisini incelemek amaciyla uygulandi. Her iki
hiicre hatt1 i¢in 24 kuyucuklu plakalara (Thermo Fisher Scientific) bir kuyucukta 1x10°
hiicre tiger replika olacak sekilde ekildi ve hiicreler tam yogunluga ulasana kadar kiiltiir
ortaminda inkiibe edildi. Konfluansa ulasan hiicre tabakasinda 200u1 pipet ucu ile dikey
olarak cizilerek homojen yaralar olusturuldu. Cizim islemini takiben, hiicreler ICso
konsantrasyonundaki ABET igeren ortamla ve ABET igermeyen tedavisiz kontrol
ortami ile muamele edildi. Yara bolgesinin olusturulmasinin ardindan 0., 6. ve 24.
saatlerde faz-kontrast mikroskobu kullanilarak olusturulan ¢iziklerin goriintiileri alind1.
Elde edilen goriintiiler, Image] yaziliminda yer alan MRI Wound Healing eklentisi
kullanilarak analiz edildi ve 6. ile 24. saatlerdeki yara kapanma oranlari, baslangigtaki

yara alanina (0. saat %100 kabul edilerek) gore normalize edilerek hesaplandi.

Soft Agar Testi ile Sferoid Olusumunun Analizi: Transforme hiicrelerin
ylizeyden bagimsiz olarak ¢ogalma yetenegi karsinogenezin temel bir 6zelligi olarak
kabul edilmektedir (Borowicz vd., 2014). Hiicrelerin yiizeye tutunmadan da g¢ogalip
cogalamayacagini anlamak igin Soft agar yontemi kullanilmistir. Bu yontemle, once alt
katman 900ul DMEM ve 100ul %0,5 agar (Sigma, #A1296-500G) 9:1 (v/v) oraninda 1s1
bloklayici (Thermofisher Scientific) kullanilarak 70°C’de karistirilarak olusturulmustur.
Olusturulan kariggim 12 kuyucuklu kiiltiir plaklarima (Thermo Fisher Scientific)
dokiilerek oda sicakliginda yaklasik yarim saat inkiibe edilmistir. Katilasan bu
tabakanin {izerine, her bir kuyuya 12.000 hiicre diisecek sekilde yine %0,5 oraminda
agar ve hiicre kiltiiri medyumu karigimi iginde hazirlanan hiicre siispansiyonu

eklenmistir. Ust tabakanin katilasmasinin ardindan her Kuyunun iizerine 0.8 mL
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hacminde IC50 oraninda ABET igeren karisim deney grubu hiicreleri olacak sekilde ve
ABET icermeyen DMEM kontrol grubu olacak sekilde besiyeri ilave edilmistir. Her bir
grup icin tiger replika yapilmistir. Hiicreler, 21 giin boyunca uygun kosullarda inkiibe
edilmis ve bu siiregte besiyerleri (kontrol veya ilag i¢ceren) haftada iki kez tazelenmistir.
Siire sonunda olusan hiicre kiimeleri (sferoid yapilar), mikroskopta 4x biiylitme ile

gorilintlilenmis ve boyutlar1 ImageJ 1.52v yazilimi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Apoptoz Oranmin Tespiti: Bu deneyde ABET’in MCF7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin apoptozunu nasil etkilediginin arastirilmasi amaclanmistir. Hiicrelerde
apoptozun degerlendirilmesi i¢in Alexa Fluor®488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis
Kiti (Thermo Fisher Scientific, #Kat. No: V13242) kullamlarak akim sitometri analizi
gergeklestirilmistir. Anneksin V boyama hiicrelerin apoptoza ugrama durumunu
floresan isaretli boyalar ile tespit etmeye yarayan in-vitro bir yontemdir (Lakshmanan
ve Batra, 2013). Normal fizyolojik kosullarda hiicre membraminin i¢ yiizeyinde bulunan
fosfotidilserin fosfolipitleri apoptoz sinyali ile hiicre membranimin digina tasinir. Hiicre
disina tasinan fosfotidil serin molekiilleri Anneksin V tarafindan tespit edilir. Nekroz
veya apoptoz disi hiicre 6liimleri ise kit igcerisinde bulunan ve hiicre disina sizan DNA

icerigine baglanan PI boyasi ile tespit edilir.

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicreleri her bir kuyuya Iml 1x10° hiicre ve iiger
replika olacak sekilde 12 kuyucuklu plaklara (Thermo Fisher Scientific) eklenmis ve
tutunmalart i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicreler 1C50
konsantrasyonunda ABET i¢eren medyum (deney grubu) ve ABET igermeyen medyum
(kontrol grubu) ile muamele edilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra hiicreler 1ml soguk
PBS (Kat. No: 003002, Gibco) ile toplanmis ve santrifiij islemiyle pelet haline
getirilmistir. Elde edilen hiicre peletleri 100ul 1X Annexin baglanma tamponu
(“annexin-binding buffer”) i¢inde tekrar siispansiyon haline getirilmis ve her 6rnege 5
ulL Alexa Fluor®488 isaretli Annexin V ile 1 uL100 pg/mL propidium iyodiir olacak
sekilde PI soliisyonu (working solution) ilave edilmistir. Boyama islemi, oda
sicakliginda ve 11k almayan bir ortamda 15 dakika inkiibe edilerek gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon sonras1, 400 uL 1X anneksin baglama soliisyonu hiicreler {izerine eklenerek
ornekler BD Accuri™ C6 Plus akim sitometresi ile analiz edilmistir. Apoptozda olan
hiicreler, Annexin V pozitif olup PI negatif olanlar (erken apoptoz) ve her iki boyaya da

pozitif tepki verenler (ge¢ apoptoz) olarak smiflandirilmistir.
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Hiicre Proliferasyonu Testi: EAU boyama, 2008 yilinda Salic ve digerleri
tarafindan gelistirilen ve yeni sentezlenen DNA’min isaretlenmesi i¢in kullanilan in-
vitro bir tekniktir (Salic ve Mitchison, 2008). Bu teknige gore, 5-etinil-2’-deoksiuridin
(EdU) yeni sentezlenen timidin analoglariyla “click” kimyasal reaksiyonu gerceklestirir
ve floresan isaretli boyalarin kullanimi ile bunlarin tespitine imkan verir. ABET’in
MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla Click-IT™ EdU Hiicre Proliferasyon Kiti (Thermo Fisher
Scientific, #C10337) kullanilarak deneysel analiz gerceklestirilmistir.

Deney i¢in 96 kuyucuklu plakalara her kuyuda 1x10* hiicre olacak sekilde
hiicreler ekildi ve tutunmalar igin 24 saatlik inkiibasyon uygulanmustir. Inkiibasyonun
ardindan IC50 oraminda ABET igeren medyum ve kontrol grubu olarak sadece standart
kiiltiir ortam1 igeren medyum ile degistirilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
hiicrelerdeki DNA sentezini incelemek amaciyla son konsantrasyonu 10uM EdU olacak
sekilde 1pl EdU hiicrelere eklenerek hiicreler 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler toplanarak 3 ml 1% BSA (Kat. No: BSA-1s, Capricorn)
iceren PBS ile yikanmis ve 1500 rpm’de 5 dakika santfifiijlenmistir. Santrifiij isleminin
ardindan siipernatant atilip kalan pellet 100 pL “Click-iT® fixative” fiksatifi
kullamlarak 15 dakika oda sicakliginda 1siksiz ortamda inkiibe edilmistir. 15 dakikalik
inkiibasyonun sonrasinda hiicreler 3 ml %1 BSA igeren PBS ile yikanarak ayni
kosullarda tekrar santrifiij edilmistir ve siipernatant atilarak hiicreler 100 pL 1X “Click-
iT® saponin-based permeabilization and wash reagent” isimli saponin-bazli
permeabilizasyon ve yikama ajani igerisinde siispanse edilerek tekrar 15 dakika 1s1ksiz
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan {iretici protokolii takip edilerek 500 pL
Click-iT® reaksiyon kokteyli hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon kokteyli hiicrelerin
bulundugu tiiplere eklenmistir ve 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen hiicreler 3
ml %1 BSA igeren PBS ile tekrar yikanarak aym kosullarda santrifiijjlenmistir. Bu
stirecin ardindan hiicreler sabitlenmis, zar ge¢irgenligi saglanarak boyamaya uygun hale
getirilmis ve Alexa Fluor®488 ile isaretli azid molekiilii ile reaksiyona sokulmustur.
Hiicre ¢ekirdekleri aym1 zamanda DAPI ile kontrast boyamaya tabi tutulmustur.
Mikroskobik goriintiileme Nikon Eclipse Ts2 cihaz1 ile gergeklestirilmis, elde edilen
goriintiiler ImageJ yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. EAU ile isaretlenmis (EdU")

hiicreler ¢ogalan hiicreleri, DAPI" hiicreler ise toplam hiicre popiilasyonunu temsil
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edecek sekilde sayilmis; proliferasyon orani, (EQU™ hiicre sayis1 / DAPI* hiicre sayis1)

100 formiilii ile hesaplanmustir.

Gen Ekspresyonu Analizi: ABET uygulamasinin hiicrelerde olusturdugu
transkripsiyonel degisimleri degerlendirmek i¢in kantitatif gergek zamanli PCR (qRT-
PCR) yontemi kullanilmistir. Bu deney i¢in kullanilan gen belirtecleri Tablo 3.2°de
Ozetlenmistir. Deney kapsaminda, her bir kuyuya 3 x 10° hiicre gelecek sekilde 6
kuyucuklu kiiltlir plaklarina hiicreler yerlestirilmis ve ardindan 24 saat siireyle 1C50
diizeyinde ABET iceren ortamla ya da sadece kontrol kiiltiir ortami ile muamele
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler lizize edilerek toplam RNA,
NucleoSpin RNA Plus kiti yardimiyla izole edilmistir. Elde edilen RNA o6rneklerinin
biitiinligi %1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis, konsantrasyonlar1 ve safliklar
ise NanoPhotometer® N50 (IMPLEN) cihazi kullanilarak 6lgiilmiistiir. Daha sonra M-
MuLV Reverse Transcriptase enzimi ile RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Hedef genlerin ifade diizeyleri, literatiirde tanimlanmis primer dizileri kullanilarak
SYBR Green temelli gRT-PCR yontemi ile analiz edilmistir. Calismada incelenen
genler arasinda hiicre dongiisii ve proliferasyonla iliskili CCND1, CDK6 ve MKIG67 yer
almig; bu genlerin relatif ifade diizeyleri, referans gen olarak secilen GAPDH’ye

normalize edilerek 2"—AACt yontemi kullanilarak hesaplanmuistir.
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Tablo 3.2. qRT-PCR deneylerinde kullanilan gen belirtecleri

Belirtec Ismi

Sekans Bilgisi

BAX ileri
BAX Geri
BCL2 ileri
BCL2 Geri
BIRCS ileri
BIRCS5 Geri
Akt ileri

Akt Geri
PUMA ileri
PUMA Geri
CCND1 ileri
CCND1 Geri
CCNEL1 ileri
CCNE1 Geri
CDK4 ileri
CDK4 Geri
CDKG® ileri
CDK®6 Geri
CDKNI1A fleri
CDKNI1A Geri
CDKNI1B ileri
CDKN1B Geri
GADD45A fleri
GADDA45A Geri
TP53 lleri
TP53 Geri
DNMTT1 ileri
DNMT1 Geri
MKI67 ileri
MKI67 Geri
PCNA ileri
PCNA Geri
ATM lleri
ATM Geri
BRCAL1 {leri
BRCAI1 Geri
BRCA2 ileri
BRCA?2 Geri
MP9 fleri
MP9 Geri
GAPDH ileri
GAPDH Geri

5’-CAAACTGGTGCTCAAGGCCC
5’-GGGCGTCCCAAAGTAGGAGA
5’-CTGGTGGACAACATCGCCCT
5’-TCTTCAGAGACAGCCAGGAGAAAT
5’-CCGGTTGCGCTTTCCTTTC
5’-CGCACTTTCTCCGCAGTTTC
5’-CAACTTCTCTGTGGCGCAGTG
5’-GACAGGTGGAAGAACAGCTCG
5’-GACCTCAACGCACAGTACGAG
5’-AGGAGTCCCATGATGAGATTGT
5’-TGAAGGAGACCATCCCCCTG
5’-TGTTCAATGAAATCGTGCGG
5’-AAATGGCCAAAATCGACAGG
5’-CGAGGCTTGCACGTTGAGTT
5’-CTGTGCCACATCCCGAACTG
5’-GCCTCTTAGAAACTGGCGCA
5’-CCGAAGTCTTGCTCCAGTCC
5’-GGGAGTCCAATCACGTCCAA
5’-TACCCTTGTGCCTCGCTCAG
5’-GGCGGATTAGGGCTTCCTCT
5’-AGACTGATCCGTCGGACAGC
5’-CACAGAACCGGCATTTGGG
5’-GATGCCCTGGAGGAAGTGCT
5’-GATGCCCTGGAGGAAGTGCT
5’-GCGTGTTTGTGCCTGTCCTG
5-TGGTTTCTTCTTTGGCTGGG
5’-AGAACGCCTTTAAGCGCCG
5’-CCGTCCACTGCCACCAAAT

5’- TGTGCCTGCTCGACCCTACA
5’-TGAAATAGCGATGTGACATGTGCT
5’-TTTGGTGCAGCTCACCCTG
5’-CGCGTTATCTTCGGCCCTTA
5’-GGTATAGAAAAGCACCAGTCCAGTATTG
5’-GGTATAGAAAAGCACCAGTCCAGTATTG
5’-GCATGCTGAAACTTCTCAACCA
5’-GTGTCAAGCTGAAAAGCACAAATGA
5’-AGACTGTACTTCAGGGCCGTACA
5’-GGCTGAGACAGGTGTGGAAACA
5-CCTTGTGCTCTTCCCTGGAG
5-GGCCCCAGAGATTTCGACTC
5’-GCAAATTCCATGGCACCGT
5’-TCGCCCCACTTGATTTTGG
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3.6. istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur. Veri dagiliminin
normalligi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmis ve c¢iftler arasi karsilagtirmalar
Student t-testi (p <0,05) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim analizler “rstatix” paketi
kullanilarak R (v4.3.2)'de ger¢eklestirilmistir.

3.7. Etik Onay

Bu ¢alisma i¢in etik kurul onayina ihtiya¢ duyulmamustir.

3.8. Arastirmanmin Simirhhiklar:

Bu c¢alisma ABET’in BC hiicre hatlar1 {izerinde anti-karsinojenik etki
gosterdigini raporlamistir. ABET ve kanser iligkisi ile ilgili kisitli caligmalarin varlig: ve
ABET’in daha once BC iizerinde anti-karsinojenik etkisini gosteren calismalarin
olmamas1 bu calismanin 6zgiin tarafin1 olusturmaktadir. Buna karsin calismanin bazi
sinirliliklart mevcuttur. Kontrol grubu olarak kullanilabilecek saglikli meme kanseri
hiicre hatlariin ¢alismada bulunmamasi baslica smirliliklardan biridir. Ote yandan
ABET in yaratti1 anti-karsinojenik etkinin spesifik olarak izledigi yol bilinmemektedir
ve ABET’in bu etkilerini kanitlayabilecek in-vivo bir ¢alisma yapilmamustir. In-vivo
caligmalarin olmamas1 nedeniyle ABET’in biyoaktivitesi hakkinda fikir sahibi

olunamamustir.
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4. BULGULAR

4.1. ABET’in M2 ve M4 Reseptorlerine Baglanma Potansiyeli In-silico Molekiiler
Yerlestirme Analizi ile Ortaya Konmustur

ABET’in hiicresel etkilerinin ardinda yatan molekiiler mekanizmalar1 daha iy1
anlayabilmek amaciyla, bu bilesigin muskarinik asetilkolin reseptdrleriyle olan
etkilesimi in-silico molekiiler yerlestirme (docking) analizleriyle incelenmistir.
ABET’in literatiirde farkli hiicre tiplerinde M2 reseptorii ilizerinde agonistik etkiler
gosterdigi ve kolinomimetik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, hedefledigi
reseptorlerle etkilesim mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir. Bu nedenle,
ilk olarak ABET’in M2 reseptorii ile dogrudan bag kurup kuramayacagi sanal molekiiler
yerlestirme yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. Buna ek olarak, M2 ve M4 alt
tipleri yapisal benzerlikler tasidigi1 ve benzer hiicresel sinyal yolaklarim aktive ettikleri
icin, ABET’in M4 reseptorii ile de olas1 baglanma potansiyeli degerlendirilmistir (Sekil
4.1)).

Sekil 4.1. ABET’in M2 ve M4 muskarinik asetilkolin reseptorlerine baglanma
konfirmasyonlarmin in-silico molekiiler yerlestirme ile modellenmesi
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ABET molekiilii ile M2 ve M4 muskarinik asetilkolin reseptorleri arasindaki
olas1 etkilesimleri gosteren molekiiler yerlestirme simiilasyonlar1 Ust panelde, ABET’in
M2 reseptoriine baglanma konumlar1 ve etkilesim bigcimleri yer almaktadir. Alt panelde
ise benzer simiilasyonlar M4 reseptdrii i¢in gosterilmistir. Sol taraftaki gorseller, ABET
ile reseptorlerin ii¢ boyutlu baglanma modellerini genel hatlartyla ortaya koymaktadir.
Orta panel, sol panelde gosterilen baglanma bolgesinin yakinlastirilmis (zoom)
versiyonunu  sunarak  ligand-reseptor etkilesimlerini daha ayrintili  bigimde
yansitmaktadir. Sag panelde ise, ilgili reseptorlerle ABET arasinda olusan bag tiirleri,
anahtar etkilesim noktalar1 ve amino asit kalintilarina dayali etkilesim haritalari

verilmistir.

4.2. ABET, BC Hiicre Canlihgim Onemli Olgiide Azaltti ve Doza Bagh
Sitotoksisiteye Neden Oldu

MTT analizi ABET’in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda doza bagl
olarak sitotoksik etkisini ortaya koymak icin yapilmisti. MDA-MB-231 hiicrelerinde
maksimum ABET konsantrasyonu (1mM) hiicre canliligim %9’a (p<0.001) diisiiriicken
(Sekil 4.2A); MCF7 hiicrelerinde %24’°e (p<0.01) disiirdiigii belirlenmistir (Sekil 4.2B).
Kullanilan diger konsantrasyonlarda ise (0.00001 mM, 0.0001 mM, 0.001 mM, 0.01
MM) hiicre canlilig1 cesitli oranlarda etkilenmis olsa da bu degisim istatistiksel
anlamhlik diizeyine ulagsmamistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda, MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in yar1 maksimum inhibitor konsantrasyon (ICso) degeri 0.32 mM, MCF-7
hiicre hatti i¢in ise 0.79 mM olarak belirlenmistir (Sekil 4.2.).

MDA-MB-231 Hiicrelerinin 24 Saatlik llag Uygulamasi MCF-7 Hiicrelerinin 24 Saatlik ilag Uygulamasi

7 . e
) —s I J ! - l
EEe

50-

Goreceli Sagkahim Orami
Goreceli Sagkahm Orani

8

L2

-
Kontrol 0.00001 mM 00001 mM 0.001mM  00imM  O0.1mM 1mM Kontrol  0.00001 mM 0.0001mM  0.001mM 00imM  0.1mM 1 mM
ABET ABET ABET ABET ABET ABET ABET ABI ABET ABET ABET ABET
a Gruplar b Gruplar

Sekil 4.2. ABET uygulamasi iizerine MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin
yasamsallig1 ve IC50 degerleri

ABET uygulamasinin meme kanseri hiicrelerinin canlilik oram {izerindeki
etkilerini gosteren grafikler sunulmustur. (a) MDA-MB-231 hiicrelerinin, (b) ise MCF-7

hiicrelerinin ABET’e maruz kaldiktan sonraki hayatta kalma yiizdeleri verilmistir.
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Farkli ABET konsantrasyonlarinda gozlenen canlilik degisimleri, doz bagimli sitotoksik
etkinin varligim ortaya koymaktadir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ***p <0.001; **p
<0.01; *p <0.05; ns: anlamsiz (non-significant). ICso: Yart maksimal inhibitor

konsantrasyon. ABET: Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate

4.3. ABET Koloni Olusumunu Doza Bagh Olarak inhibe Etti

ABET uygulamasimin BC hiicrelerinin koloni olugturma yetenegi tizerindeki
etkisini degerlendirmek amaciyla, ICso degeri belirlendikten sonra koloni formasyon
testleri gergeklestirilmistir. Koloni formasyon analizi sonuglari, ABET’in hiicresel
¢ogalma kapasitesini doza bagimli bigimde baskiladigini ortaya koymustur (Sekil 4.3).
MDA-MB-231 hiicre hattinda, 0.16 mM (*2 ICs0) ABET uygulamasi sonucunda koloni
sayisinda yaklagik 3.9 katlik bir azalma meydana gelmis ve bu diisiis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p <0.01). Dozun ICso seviyesine ¢ikarilmasiyla (0.32 mM) koloni
sayisinda yaklagik 10.6 katlik bir azalma gozlenmis; konsantrasyonun iki katina (0.64
mM) yiikseltilmesiyle bu oran yaklasik 87 kata ulasmustir (p <0.01) (Sekil 4.3.A). Bu
bulgular, ABET’in 6zellikle yiiksek dozlarinda hiicrelerin uzun vadeli yagama ve koloni

olusturma kapasitelerini belirgin sekilde engelledigini gostermektedir.

Diger bir meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7’de ise, ICso (0.79 mM) ve 2x
ICso (1.58 mM) konsantrasyonlarinda ABET uygulamasi sonucunda koloni olusumunun
tamamen durdugu saptanmistir. Ancak %2 ICso (0.395 mM) diizeyindeki uygulamada
koloni sayisinda gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir (Sekil
4.3.B). Bu sonuglar, ABET’in MCF-7 hiicreleri ilizerinde de giiclii antiproliferatif
etkilere sahip oldugunu, ancak bu etkinin anlamli diizeye ulagsmasinin daha yiiksek

dozlarda gergeklestigini diisiindiirmektedir.

| ABET flaislem G| (1/21c50)

==

ABET ile Islem Gérmiis ABET ile islem Gérmiis
i 2X 1C50)

# koloni Sayist
i 3 §
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Sekil 4.3. ABET, BC hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesinde 6nemli bir
azalmaya neden olmustur

ABET uygulamasi, meme kanseri hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesini
belirgin sekilde azaltmistir. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hiicrelerinde koloni
olusumu tizerine ABET’in etkileri gosterilmektedir. Her iki hiicre hattinda da ABET,
koloni olusumunu doza bagli olarak baskilamustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: p
<0.01; ns: anlamsiz (non-significant). ICso degerleri, MDA-MB-231 i¢in 0.32 mM,
MCF-7 igin ise 0.79 mM olarak belirlenmistir. ABET: Arecaidine but-2-ynyl ester
tosylate. Mikroskobik goriintiiler 4X biiyiitmede elde edilmistir. Olgek cubugu: 50 pm

4.4. ABET Ankraj Bagimsiz Hiicre Proliferasyonunu Baskilamistir

ABET’in, hiicrelerin ylizey tutunmasina ihtiya¢ duymaksizin c¢ogalma
kapasitesini ne Ol¢lide etkiledigini degerlendirebilmek icin yumusak agar (soft agar)
yontemi uygulanmistir. (Sekil 4.4.). Bu teknik, 6zellikle kanser hiicrelerinin in vitro
ortamda ankrajdan bagimsiz biiyiime yetenegini 6lgmek icin kullanilan bir yaklagimdir
ve tliimor hiicrelerinin transformasyon diizeyini dogrudan yansitir. Uygulanan
deneylerde, ABET’in bu baglamda proliferasyonu baskilayici etkilerinin belirgin
sekilde ortaya ciktigt gozlemlenmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinden olusan sferoit
yapilar incelendiginde, kontrol grubunda ortalama Feret capi 45 mikrometre iken,
ABET ile muamele edilen hiicrelerde bu deger anlamli bigimde 22 mikrometreye kadar
diismiistiir ve bu yaklasik iki kat kii¢iilmeye karsilik gelmektedir (p <0.01) (Sekil 4.4.A)
MCF-7 hiicre hattinda ise bu etki ¢ok daha dramatik bir sekilde gdzlemlenmistir.
Kontrol grubunda ortalama 58 mikrometre olarak olgiilen sferoit capi, ABET
uygulamasi sonrasi 12 mikrometreye diismiistiir. Bu yaklasik 4.8 katlik kii¢lilme
istatistiksel olarak anlamlidir (p <0.001) (Sekil 4.4.B). Bu sonuglar, ABET’in yalmzca
koloni olusturma gibi yapisma temelli proliferatif o6zellikleri degil, ayn1 zamanda
hiicrelerin matrikse bagimli olmaksizin ¢ogalma ve hacim kazanma yeteneklerini de
etkili bigimde baskiladigini ortaya koymaktadir. S6z konusu bulgular, ABET in tiimor
hiicrelerinin agresif fenotipine kars1 giiclii bir inhibitdr potansiyele sahip olabilecegine

isaret etmektedir.
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Sekil 4.4. ABET’in BC hiicrelerinde ankraj bagimsiz hiicre proliferasyonunun
etkisi

D7

MCF-7 Hiicrelerinin Timbrijenitesi

MDA-MB-231 Hiicrelerinin Tim@rijenitesi

Feret Cap
Feret Capi

Gruplar

ABET uygulamasi, meme kanseri hiicrelerinin ankrajdan bagimsiz biiylime
yetenegini anlaml diizeyde azaltmustir. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hiicrelerinin
kontrol ve ABET ile muamele edilmis gruplarinda olusan sferoit yapilar
gosterilmektedir. ABET tedavisi, her iki hiicre hattinda da sferoit ¢apinda belirgin
kiiciilmelere yol agmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ***p <0.001; **p < 0.01. D:
giin. ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 hiicreleri igin 0.79
mM, MCF-7 hiicreleri i¢in 0.32 mM konsantrasyonunda kullanilmistir. Mikroskobik
goriintiiler 20X biiyiitmede elde edilmistir. Olgek ¢ubugu: 50 pm

4.5. ABET BC Hiicrelerinde Migrasyon Kapasitesini Kisitlamistir

ABET’in tiimor hiicrelerinde gozlenen baskilayici etkileri dogrultusunda, bu
bilesigin hiicre gdgli iizerine olan etkisini degerlendirmek {izere yara iyilesme (wound
healing) analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular, ABET uygulamasimin
hiicrelerin migrasyon kapasitesini sinirladigint ortaya koymustur (Sekil 4.5.). MDA-
MB-231 hiicre hattinda kontrol grubuna ait hiicreler, ¢izik olusturulduktan sonraki 6.
saatte yara alaninin yaklasik %10 unu kapatmistir fakat bu deger istatistiksel anlamda
anlamli bulunmamustir. 24. saat sonunda kapanma oran1 %23’e ulasarak anlaml diizeye
ulagmistir (p <0.001). Buna karsin, ABET ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicreleri
ayni siirelerde sirastyla %8 (6. saat) ve %9 (24. saat) kapanma gostermistir; her iki

ol¢imde de istatistiksel anlamlilik saptanmamistir (Sekil 4.5.A).

MCF-7 hiicrelerinde de benzer bir egilim gozlenmistir. Kontrol grubundaki
hiicreler 6. saatte %8 oraninda yara kapanmasi gosterirken bu oran istatistiksel olarak

anlam ifade etmemistir. Ancak 24. saatte yara alamnin %]16’smin kapanmasi anlamli
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bulunmustur (p <0.01). ABET ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde ise hem 6. hem de
24. saat sonrasinda yara alanindaki kapanma orant %]1’in altinda kalmis ve bu farklar

istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine ulasmamustir (Sekil 4.5.B).

Control ABET-treated

Wound Healing Analysis of MDA-MB-231 cells

0

Group @ Control® ABET-reated

2

&

Rolative wound area (Control/Treatment)
8

deded

o

8
Time point

24

Q

Control ABET-treated

‘Wound Heallng Analysis of MCF-7 cells
Group @)Control @ ABET-treated

0

f

Relative wound area (Control/Treatment)
2
2

6
Time point

24

(o

Sekil 4.5. ABET uygulamasi sonrasi BC hiicrelerinde yara iyilesme analizi
sonuclari

ABET tedavisi, meme kanseri hiicrelerinin go¢ yetenegimi baskilamistir (a)
MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hiicrelerinde, yara iyilesme analizi ile degerlendirilen yara
kapanma oranlar1 sunulmaktadir. ABET uygulanan gruplarda yara alaninin kapanmasi
kontrol gruplarma kiyasla azalmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: ***p <0.001;
**p < 0.01; ns: anlamsiz (non-significant). ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate),
MDA-MB-231 hiicrelerinde 0.79 mM, MCF-7 hiicrelerinde ise 0.32 mM
konsantrasyonunda uygulanmigtir. Mikroskobik goriintiiler 4X biiylitmede elde
edilmistir. Olgek ¢ubugu: 50 um.
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4.6. BC Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerinde ABET’in Etkisinin incelenmesi

Elde edilen oOnceki bulgular dogrultusunda, ABET’in hiicre ¢ogalmasi
(proliferasyon) iizerindeki etkilerini daha ayrintili bigimde incelemek amaciyla EdU
inkorporasyon analizi gergeklestirilmistir. EJU testi BC hiicrelerini ABET ile muamele
ettikten sonra proliferasyonun ne Olciide degistigini incelemek amaciyla yapilmistir
(Sekil 4.6.). EdU sonuglari MDA-MB-231 hiicre hattinda meydana gelen
proliferasyonun yaklasik 3,5 kat azaldigimi gostermistir (Sekil 4.6.A). MDA-MB-231
hiicrelerindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.01). Ote
yandan, MCF-7 hiicrelerinde proliferasyonda yalmzca 1.2 katlik bir azalma
gozlenmistir. Fakat MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen bu fark anlamlilik diizeyine

ulagsmamustir (Sekil 4.6.B).
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Sekil 4.6. ABET uygulamasi sonrast MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde EQU
proliferasyon analizi sonuclar

ABET tedavisi, meme kanseri hiicrelerinden MDA-MB-231 hiicre hattinin
proliferasyonunu anlamli sekilde baskilamustir. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7
hiicrelerinde, EdU ile degerlendirilen proliferasyon oranlari gosterilmektedir. ABET
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde proliferasyon orani kontrol gruplarina kiyasla

belirgin sekilde azalmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: **p <0.01, ns: anlamsiz
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(non-significant). ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231
hiicrelerinde 0.79 mM, MCF-7 hiicrelerinde ise 0.32 mM konsantrasyonunda
uygulanmustir. Mikroskobik gériintiiler 20X biiyiitmede elde edilmistir. Olgek ¢ubugu:
50 um

4.7. BC Hiicrelerinde ABET’in Neden Oldugu Apoptozun Tayini

ABET’in MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda apoptoza neden olup
olmayacagini gormek iizere Anneksin-V-PI boyamasi apoptoz tayini testinde
kullanilmistir. Gergeklestirilen analiz sonucunda her iki hiicre hattinda da apoptotik
hiicre oraminda artis gézlemlenmistir (Sekil 4.7.). ABET uygulamasi sonrasinda MDA-
MB-231 hiicrelerinde apoptotik hiicre oraninda 1.6 kat artis oldugunu gézlemlenmistir.
(p <0.05) (Sekil 4.7.A). MCF-7 hiicrelerinde ise bu artis daha belirgindir; apoptotik
hiicre oran1 yaklasik 1.9 kat artis gostermistir ve bu sonug istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p <0.01) (Sekil 4.7.B). Bu veriler, ABET’in MDA-MB-231 hiicre hattinda
proliferasyonu baskiladigi ve her iki hiicre hattinda da apoptozu indiikledigini, ayrica
MCEF-7 hiicrelerinin ABET e kars1 apoptotik yamt a¢isindan daha duyarli olabilecegini

distindiirmektedir.
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Sekil 4.7. ABET’in apoptoz iizerindeki etkilerinin MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinde degerlendirilmesi

ABET uygulamasi, meme kanseri hiicrelerinde apoptoz siirecini anlamli diizeyde
indiiklemistir. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hiicrelerinde, kontrol ve ABET ile
muamele edilen gruplara ait akim sitometrisi (flow cytometry) analizlerinin sonuglari
sunulmustur. Her iki hiicre hattinda da apoptoz oranlarinda artig gézlemlenmis, bu artis
ozellikle MCF-7 hiicrelerinde daha belirgin olmustur. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri:
*p <0.01; p <0.05. R: tekrar sayisi. Akis sitometrisi diyagramlarindaki dort kadran su
sekilde yorumlanmaktadir: sol iist kadran nekrotik/6lii hiicreleri, sag tist kadran geg
apoptozda olan hiicreleri, sol alt kadran canli hiicreleri ve sag alt kadran erken apoptoz
asamasindaki hiicreleri temsil etmektedir. Sekildeki ¢ubuk grafikler, erken ve geg
apoptozda bulunan hiicrelerin toplam oran1 baz alinarak olusturulmustur. ABET
(Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 hiicrelerinde 0.79 mM, MCF-7

hiicrelerinde ise 0.32 mM konsantrasyonunda uygulanmistir.
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4.8. ABET, Proliferasyon ve Apoptoz ile Iliskili Genlerin Transkripsiyonel
Profilinde Degisime Neden Olmustur

ABET uygulamasinin 6nceki deney setlerinde gozlemlenen anti-karsinojenik
etkisinin hiicre diizeyindeki etkilerini molekiiler diizlemde daha iyi anlayabilmek
amactyla hiicresel yaslanma, DNA tamiri ve apoptoz ile iliskili bazi temel genlerin
ekspresyon profili analizi gerceklestirilmistir. Bu kapsamda yapilan kantitatif gercek
zamanli PCR (qRT-PCR) ¢aligmalari, hiicre dongiisii ve proliferasyonla iliskili bazi
temel genlerin ifade diizeylerinde anlamli azalmalar oldugunu ortaya koymustur. Gen
ekspresyonlarindaki degisimler kontrol ve ABET ile muamale edilen MDA-MB-231
hiicreleri ve MCF-7 hiicreleri igin ayr1 ayri karsilastirilmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. ABET uygulamasimin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde gen
ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkileri

ABET uygulamasi, meme kanseri hiicrelerinin gen ekspresyon profillerinde
anlamli degisikliklere yol agmistir. (a) MDA-MB-231 ve (b) MCF-7 hiicrelerinde, hiicre
dongiisii, proliferasyon ve apoptoz ile iliskili genlerin ifade diizeyleri qRT-PCR ile
analiz edilmistir. ABET tedavisi, her iki hiicre hattinda da bazi genlerin ekspresyonunda
anlaml diizeyde azalma ile sonuglanmistir. Kat degisimi (FC; fold-change) degerlerine
gore hesaplanan gen ifadeleri, kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sunulmustur.
Istatistiksel anlamhlik diizeyleri: ***p <0.001; **p <0.01; *p <0.05; ns: anlamsiz (non-
significant). ABET (Arecaidine but-2-ynyl ester tosylate), MDA-MB-231 hiicrelerinde
0.79 mM, MCF-7 hiicrelerinde ise 0.32 mM konsantrasyonunda kullanmilmaistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii diizenleyen CCND1 geninin
ekspresyonu yaklasik 2.3 kat azalmisken (p <0.01), MCF-7 hiicre hattinda bu azalma

2.82 kata kadar ulasmistir (p <0.001). Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde rol oynayan
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CDK®6 geninin ifadesi, MDA-MB-231'de 2,0 kat (p <0.05), MCF-7'de ise 1.92 kat (p
<0.05) diizeyinde azalmistir. Hiicre proliferasyonunun belirteci olan MKI167 geninde ise

sirastyla 3.71 kat (p <0.01) ve 2.2 kat (p <0.05) oraninda anlamli diisiisler gézlenmistir.

Bunun yam sira, meme kanseri gelisiminde dnemli rol oynadig1 bilinen DNMT1
geninin ekspresyon seviyesi, ABET ile islem géren MDA-MB-231 hiicrelerinde 6,33
kat (p <0.01), MCF-7 hiicrelerinde ise 1.76 kat (p <0.05) diismiistiir. Ayrica yalnizca
MCF-7 hiicrelerinde gozlenen bir diger dnemli bulgu, hiicre iskeleti organizasyonu ve
timor progresyonu ile iliskili ANKRDI1 geninin 6.46 kat (p <0.01) ve anti-apoptotik
ozellikleriyle bilinen BCL-2 geninin 12.9 kat (p <0.01) diizeyinde baskilanmis
olmasidir. Bu bulgular, ABET’in hiicre dongiisii regiilasyonu, ¢ogalma ve apoptoz
siireglerini  molekiiler diizeyde etkileyerek tiimoral fenotipi  zayiflattigin

diistindiirmektedir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, sahip oldugu molekiiler ¢esitlilik ve klinik farkliliklar nedeniyle
tedavisi oldukca karmasik olan bir kanser tliriidir. Timor hiicrelerinin hormon
reseptorii  ekspresyonundaki  degiskenlik, genetik ve epigenetik  diizeydeki
diizensizlikler, tiimor mikrogevresine adaptasyon kabiliyeti ve kemoterapdtik ajanlara
kars1 gelistirdikleri direng mekanizmalari, mevcut tedavi stratejilerinin etkinligini ciddi
olgiide sinirlamaktadir (Obidiro vd., 2023). Bu nedenle, mevcut tedavi yaklagimlarina
alternatif olabilecek ya da onlar1 destekleyebilecek yeni molekiiler hedeflerin ve
terapotik ajanlarin belirlenmesi, etkili bir meme kanseri tedavisi gelistirilmesi agisindan

biiyiik 6nem tasimaktadir.

Son yillarda, kolinerjik sistemin non-néronal komponentlerinin, 6zellikle
mAChR ’lerin kanser biyolojisindeki rolleri giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir (Mufioz
ve Calaf, 2023). Muskarinik asetilkolin reseptorleri (mAChR), klasik olarak
parasempatik sinir sistemi araciligiyla fizyolojik islevleri diizenleyen G proteinine baglh
reseptorlerdir (Calaf vd., 2022). Muskarinik asetilkolin reseptor ailesi bes farkli alt
tipten olugmakta olup (M1-MS5), bu alt tiplerin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 birbirinden
farkli ozellikler sergiler (Calaf vd., 2022). Ozellikle M2 alt tipi, Gi/o proteinleri
araciligiyla etki gostererek hiicre ici cAMP diizeylerinin azalmasina neden olur ve bu
mekanizma iizerinden hiicre ¢ogalmasi gibi biyolojik siiregleri baskilayici sinyalleri
devreye sokabilir (Ockenga vd., 2013). Kanser hiicrelerinde muskarinik reseptorlerin
ekspresyon diizeyleri ve fonksiyonlari, tiimoriin hiicresel kdkenine ve molekiiler alt
tipine gore degisiklik gosterebilir (Mufioz ve Calaf, 2023). Mevcut bulgular, Gq
proteinine bagli calisan ve hiicre i¢i kalsiyum artisina yol acan M3 alt tipinin bazi
kanser tiirlerinde proliferatif ve invaziv davranislar1 destekledigini gostermektedir
(Fiszman vd., 2007; Halder ve Lal, 2021). Buna karsin, Gi proteini ile baglantili olan
M2 reseptorlerinin, bir¢ok timor modelinde hiicre biiylimesini yavaslatict ve apoptozu
tetikleyici yonde etki gosterdigi yoniinde artan kanitlar bulunmaktadir (Cristofaro vd.,
2018; Ferretti vd., 2012; Guerriero vd., 2023; Yavuz vd., 2025).

Bu tez kapsaminda kullanilan ABET arekolin tiirevi bir agonist olup M2

muskarinik reseptOrlerine yiiksek afiniteyle baglanan ve daha once inflamasyon
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modellerinde degerlendirilen bir kolinomimetik ajandir (Liu vd., 2002; Tsimpili ve
Zoidis, 2025). ABET’in farkli kanser tiirleri tizerindeki biyolojik etkilerine dair
literatiirde kapsamli ve sistematik bulgular heniiz simirhidir. Bu eksiklikten yola ¢ikarak,
calismamizda ABET’in meme kanseri hiicre hatlarinda sahip olabilecegi potansiyel

anti-tiimor etkiler detayl olarak arastirilmastir.

In silico molekiiler docking analizleri, ABET’in M2 ve M4 reseptorlerine 6zgiil
baglanma egiliminde oldugunu gostermistir. (Sekil 4.1.). M2 reseptorii ile Argl21 gibi
kritik bolgelerle hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler yoluyla kurulan bu
baglanma, ilacin reseptdr diizeyindeki Ozgiinliigline isaret etmektedir ve farkl
caligmalar ile de desteklenmistir (Guerriero vd., 2023; Kruse vd., 2013). Bu sonug,
ABET’in M2 reseptorii i¢in segici aktivasyon potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir.  Yapilan bir ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde M3 reseptoriiniin non-
selektif bir agonist olan karbakol ile uyarilmasi kisa vadede hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerini artirarak M3 reseptorii araciligiyla proliferasyon, go¢ ve anjiyogenezi
hizlandirdigini ortaya koymustur (Sales vd., 2019). Ancak ayni ¢alismada, daha yiiksek
konsantrasyonlarda veya daha uzun siireli muskarinik uyarimin hiicre 6liimiine yol
actig1, bu ¢ift yonlii etkinin de reseptor alt tiplerinin farkli ekspresyon profilleri ve
uyarim kosullarmma bagli oldugu vurgulanmistir (Sales vd., 2019). Dolayisiyla,
muskarinik yolun terapdtik hedeflenmesinde selektivitenin kritik oldugu sonucuna
varilabilir. ABET gibi segici bir M2 reseptor agonistinin kullamlmasi, diger alt tiplerin
istenmeyen proliferatif sinyallerini en aza indirerek, anti-timor etkiyi maksimize etme
potansiyeline sahiptir. Bu 6zellik, ABET’i meme kanseri gibi M2 reseptorii eksprese

eden kanser tiirlerinde giivenli ve etkili bir antikanser ajan haline getirebilir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgular, arekaidin but-2-ynil ester tosilat (ABET)
molekiiliiniin meme kanseri hiicrelerinde belirgin antiproliferatif ve antimigratuvar
etkilere sahip oldugunu goéstermektedir. ABET, hem triple-negatif fenotipteki MDA-
MB-231 hiicrelerinde hem de luminal tip MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligini ve
cogalmasini doza bagli bigcimde azaltmis, kolon olusumunu engellemis ve hiicre gogiinii
baskilamistir. Ozellikle, ABET MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii G0/G1
fazinda durdururken, MCF-7 hiicrelerinde belirgin apoptotik hiicre 6liimii indiiklemistir
(Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.). Bu sonuglar, muskarinik

reseptor aktivitesinin modiile edilmesiyle cesitli malignitelerde antikanser etkiler elde
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edilebilecegine dair var olan ¢alismalar ile uyumludur. Ormegin; yiiksek invazivlik ve
tedaviye diren¢ gdstermesi ile bilinen glioblastoma multiforme (GBM) iizerine yapilan
calismalarda Alessandrini ve arkadaslari, M2 muskarinik reseptorlerinin glioblastoma
kok hiicrelerinde proliferasyonu ve hayatta kalmayi hiicrelerde mitotik ilerlemenin
bozulmasina ve apoptozun artmasina bagli olarak negatif yonde modiile ettigini
gostermistir (Alessandrini vd., 2015). Ayrica, Di Bari ve arkadaslari, M2 reseptoriiniin
secici agonistlerle uyarilmasinin hiicre ¢ogalmasini engelledigini, oksidatif stres ile
sitotoksik ve genotoksik etkilere neden oldugunu, bunun da hiicrelerde otofaji yolunu
tetikledigini ortaya koymustur. M2 aracili otofajik yanitin, kanserde yaygm bicimde
aktif olan PI3K/AKT/mTOR yolaklarinin baskilanmasi ve AMPK aktivasyonunun
artmasiyla iligkili oldugu, neticede apoptoz oraninin da yiikseldigi rapor edilmistir (Di
Bari vd., 2021). Bu bulgular, M2 muskarinik reseptorlerinin glioblastoma tedavisinde
potansiyel bir hedef olabilecegini gostermektedir. Pacini ve arkadaslari, M2 reseptor
agonisti Arecaidine'in T24 mesane kanseri hiicrelerinde proliferasyon ve migrasyonu
anlaml sekilde azalttig1 ve bu etkinin spesifik olarak M2 reseptor aracili olup, M1 veya
M3 reseptorlerinin bloke edilmesinin arekaidinin antiproliferatif etkisini engellemedigi
gosterilmistir  (Pacini vd., 2014). Bu bulgu, M2 reseptorlerinin mesane kanseri
tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde Taggi
ve arkadaslari, M2 agonisti olan arekaidin propargil esteri (APE) kullanilarak
olusturulan M2 reseptor aktivasyonunun SKOV-3 ve TOV-21G over Kkanseri
hiicrelerinde hiicre biiylimesini ve hayatta kalmayi inhibe ettigini, ayrica G2/M fazinda

hiicre dongiisii duraksamasina ve apoptoza yol agtigini bildirmistir (Taggi vd., 2022).

Tiim bu ¢alismalara ek olarak elde ettigimiz bulgular, 6zellikle meme kanseri
baglaminda mevcut literatiirle uyum gostermektedir. Triple-negatif meme kanseri hiicre
hattt olan MDA-MB-231 hiicrelerinde gergeklestirilen ¢alismada, muskarinik
agonistlerin kemoterapdtik ajanlarla  birlikte kullanilmasinin  tiimdr  ilerlemesini
yavaslatabilecegini ortaya koymustur (A. J. Espafiol vd., 2020). Espafiol ve arkadaslari,
diisiik konsantrasyonda kullanilan karbakol (genis spektrumlu bir muskarinik reseptor
agonisti) veya M2 alt tipine seg¢ici bir agonist olan APE'nin paklitaksel ile
kombinasyonunun, MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligini belirgin sekilde
diisiirdiigiinii ve hiicre gociinii anlamli bicimde baskiladigim gostermislerdir. Ek olarak
bu kombinasyon tedavisinin ¢oklu ilag diren¢ pompast ABCG2 ve biiyiime faktorii

reseptoriit EGFR ekspresyonunu da diistirerek hem in vitro hiicre kiiltiiriinde hem de in
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Vivo ¢iplak fare modellerinde anti-anjiyogenik ve anti-timor etkiler olusturdugunu
belirtmislerdir (A. J. Espafiol vd., 2020). Ozellikle, hormonal tedavilere yanit vermeyen
veya hedefe yonelik giincel ajanlara direng gelistirmis TNBC alt tiplerinde, muskarinik
M2 yolunun hedeflenmesi 6nemli bir alternatif strateji olabilir. Bu yoniiyle ABET,
meme kanserinin tedavisinde kullanilmakta olan konvansiyonel ajanlara kiyasla farkli

bir etki mekanizmas1 sunmaktadir.

Bu bulgularin timii M2 reseptorlerinin aktivitesinin ¢esitli kanserlerde
proliferasyon karsit1 ve pro-apoptotik bir yolak olarak islev gordiigiinii vurgulamaktadir
ve yeni bir terapdtik hedef olarak dnemli bir rol oynayabilecegini gdstermekte; ayni

zamanda ¢alismamiza destek saglamaktadir.

ABET’in BC hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkisini daha iyi anlayabilmek
amaciyla belirli anti-proliferatif genlerin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi
sonucunda hiicre dongiisii ve apoptozla iliskili genlerin ekspresyon diizeylerinde
anlamli degisiklikler bulunmustur (Sekil 4.8). Ozellikle, tedavi sonras1 onkogenez ve
hiicre dongiisii ile baglantili baz1 genlerin (6r. CCND1, CDK6 ve MKI67) transkript
diizeyleri her iki hiicre hattinda da anlaml 6l¢iide azalirken apoptoz ve metastazla
iligkili ANKRD1 ve BCL2 gen ekspresyonunda 6zellikle MCF-7 hiicrelerinde belirgin
bir diisiis saptanmistir. Bu degisiklikler, ABET'in antiproliferatif ve proapoptotik

etkilerini molekiiler diizeyde desteklemektedir.

Ankyrin Repeat Domain 1 (ANKRDI) geni kodladig1 ankyrin tekrar domainli
protein sayesinde hiicrede gen ekspresyonunu diizenleyici bir kofaktér olarak gorev
yapar ve kanserde metastaz ile iligkili bir gendir (Diskul-Na-Ayudthaya vd., 2024).
Triple-negatif ve yiliksek metastatik meme kanseri hiicrelerinde ANKRD1’in asirt
eksprese edildigi, bunun NF-kB ve MAGE-AG6 sinyal yollarin1 aktive ederek timor
hiicrelerinin invazyon ve metastaz potansiyelini artirdigi gosterilmistir (Diskul-Na-
Ayudthaya vd., 2024). ANKRD1 gen ekspresyonunun MCF-7 hiicrelerinde ABET
uygulamasi sonrasinda anlamli bir sekilde azaldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.8.).
ANKRD1'in metastaz ve invazyonu destekleyici bir rol oynadigi géz oniine alindiginda,
ABET uygulamas1 sonrasinda ANKRD1 ekspresyonunun azalmasi bu bilesigin anti-
invaziv Ozellikleri ile uyumludur. Literatiirde ANKRD1’in genetik olarak baskilanmasz,

meme kanseri hiicrelerinin gé¢ ve invazyon kapasitelerinde belirgin bir diislise yol
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actig1 belirtilmistir (Diskul-Na-Ayudthaya vd., 2024). Bu baglamda, ABET'in MCF-7
hiicrelerinde  ANKRD1 ekspresyonunu azaltmasi, literatiirle tutarli olarak anti-
metastatik bir etkiyi isaret etmektedir. Ancak MDA-MB-231 hiicrelerinde ANKRD1
ekspresyonunda belirgin bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 4.8.). Bu durum literatiirde
beklenenle tam olarak ortiismemektedir, ¢linkii daha agresif fenotipli MDA-MB-231°de
de ANKRDI’in azalmasi ongoriilmektedir. Fakat MDA-MB-231 hiicrelerinin TP53
geninde mutasyon tagimasi sebebiyle p53 sinyal yolunun aktif olmamasi1 bu durumun
bir sebebi olabilir (Wong, 2021). MDA-MB-231 hiicrelerinde ABET'in ANKRDI
seviyelerini belirgin bir sekilde azaltamamasi, bu bilesigin bu hiicrelerdeki anti-
metastatik  etkilerinin  farkli  mekanizmalar  aracihiiyla  ortaya  c¢iktigim
disiindiirmektedir. Bu durum, hiicre iskeleti dinamikleri veya diger genlerin
diizenlenmesi gibi alternatif yolaklarin devreye girdigini isaret edebilir. Buna karsilik,
MCF-7 hiicrelerinde ANKRDI1'in baskilanmasi, ABET'in o6zellikle epitelyal
karakteristikler sergileyen hiicre hatlarinda metastaz1 engelleyici bir etkiye sahip
oldugunu gosterebilir. Bu bulgu, ABET'in hiicre tipine bagli olarak farkli anti-

metastatik mekanizmalar kullanabilecegini ortaya koymaktadir.

B-Cell Lymphoma 2 (BCL2) geni intrinsik apoptotik yolda gorev yapan 6nemli
bir anti-apoptotik faktordiir ve hiicrelerde mitokondriyal dis zar permeabilitesini
engelleyerek programlanmig hiicre 6liimiinii baskilar (Honma vd., 2015). Bir¢ok kanser
tiirtinde BCL2 geninin asir1 ekspresyonu sonucunda tiimor hiicrelerinde hayatta kalmay1
arttirarak ve tedaviye direng gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir (Honma vd.,
2015). BCL2 geninin ¢esitli timorlerde tedavi sonrasi kotii prognoz veya tedaviye
direng ile iliskili oldugu bilinmektedir (Honma vd., 2015). Sonuglarimizda MCF-7
hiicrelerinde ABET uygulamasi sonrasinda BCL2 gen ekspresyonunda belirgin bir
azalma gozlenmis ve bu durum hiicrelerde artmis apoptoz ile paralel seyretmistir (Sekil
4.7. ve Sekil 4.8.). Ostrojen reseptdr pozitif meme kanseri hiicrelerinde, apoptotik
uyarilarin BCL-2 seviyelerini azaltarak hiicre 6liimiinii tetikledigi bilinmektedir (24).
Ornegin, tamoksifen ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde, BCL2 nin mRNA ve protein
diizeylerinde gézlenen azalmadan dolay1 hiicre 6liimiinii tetikleyen bir siirecle baglantili
oldugu soylenmistir (Zhang vd., 1999). ABET’in MCF-7 hiicrelerinde BCL2
ekspresyonunu baskilamasi durumu da hiicreleri apoptoza daha duyarli hale getirmesi
acisindan literatiirle Ortiigmektedir. Bu durum, ABET’in proapoptotik etkisinin bir
gostergesi olarak degerlendirilebilir. Buna karsin, MDA-MB-231 hiicrelerinde ABET
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tedavisi sonrasinda BCL2 ekspresyonunda belirgin bir degisiklik tespit edilmemistir
(Sekil 4.8.). Bu durum, literatiirde iiclii negatif meme kanseri (TNBC) hiicrelerinin
genellikle diisiik bazal BCL-2 diizeylerine sahip olmasi ile ortiismektedir (Honma vd.,
2015). ABET’in MDA-MB-231 hiicrelerinde BCL-2 ekspresyonunu belirgin sekilde
degistirmemesi, TNBC’ye 0zgii diisiik BCL-2 seviyeleri ve farkli apoptotik direng
mekanizmalar1 ile uyumlu bir durum olarak degerlendirilebilir. Bu hiicre hattinda
ABET'in esas etkisinin hiicre dongiisiinii durdurarak proliferasyonu baskilamak oldugu,

apoptozun ise daha geri planda kaldig: diisiiniilebilir.

Cyclin D1 (CDK1) Hiicre dongiisiiniin Gi/S gecisinde dnemli bir diizenleyicidir
ve hiicrelerin bollinmeye hazirlanmasinda kritik bir rol oynar. Bu protein, CDK4/6
kinazlar1 ile birleserek retinoblastoma (RB) proteininin fosforilasyonunu tetikler.
Fosforile olan RB proteini, E2F transkripsiyon faktorlerini serbest birakir ve bu
faktorlerin aktif hale gelmesi, hiicrenin S fazina gegisini saglar (Montalto ve De Amicis,
2020). Normal hiicrelerde CCND1 geninin ekspresyonu siki bir bicimden kontrol edilir
fakat kanser hiicrelerinde bu genin asir1 ekspresyonu siklikla mevcuttur. Kanser
hiicrelerindeki bu CCNDI1 asir1 ekpresyonu nedeniyle kontrolsiiz biiylime meydana
gelmektedir (Montalto ve De Amicis, 2020). Ozellikle asir1t CCND1 diizeylerini BC’de
ele alacak olursak; meme kanserlerinin yaklasik yarisinda bu gende meydana gelen
amplifikasyonlar veya asir1 ekspresyonlar ile karsilasilir (Montalto ve De Amicis,
2020). ABET tedavisi sonrasinda, CCND1 gen ekspresyonunun hem MDA-MB-231
hem de MCF-7 hiicre hatlarinda belirgin sekilde azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.8.). Bu
azalma ABET’in hiicre dongiisiinii durdurucu etkisiyle dogrudan iliskilidir ve literatiirde
beklenen yondedir. Hiicre proliferasyonunun baskilanmasi durumunda Cyclin DI
seviyelerinin diismesi yaygin bir olgudur (Wang vd., 2024). CDK1’in baskilanmasi
sonucunda hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durarak hiicre ¢ogalmasini baskilar (Wang
vd., 2024). Bu baglamda, ABET’in CCNDI1 ekspresyonunu azaltmasi, hiicrelerin G1
asamasinda ilerlemesini engelleyerek proliferasyonun baskilanmasina katkida
bulunuyor olabilir. Bu etki, her iki hiicre hattinda da gozlenen hiicre ¢ogalmasinin
azalmasiyla uyumlu goriinmektedir (Sekil 4.6.). Bu da ABET’in anti-proliferatif

etkisinin bir yansimasi olarak degerlendirilebilir.

Siklin Bagiml Kinaz 6 (CDK6) geni G1 fazinda siklin D ile kompleks olusturur

ve aktif hale gelerek RB proteininin fosforilasyonunu saglar. Bu 6zelligi sayesinde
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CDK4 ile G1 fazindan S fazina gegisin temel diizenleyicilerinden birisidir (X. Wang
vd., 2024). Pek cok kanserde CDK6’min asiri ekspresyonu sonucunda mitojenik
sinyaller olmaksizin hiicre boliinmesi meydana gelir (Wang vd., 2024). Ozellikle
hormon reseptor pozitif meme kanserlerinde siklin D—CDK4/6 ekseninin sikc¢a
bozuldugu ve bu ylizden CDK4/6 inhibisyonunun bu kanserlerde etkin bir tedavi
stratejisi oldugu bilinmektedir (Wang vd., 2024). FDA onayli CDK4/6 inhibitorleri
(palbosiklib, ribosiklib, abemaciklib gibi) endokrin tedavi ile kombine edilerek HR+
metastatik meme kanseri hastalarinda etkili tedavi saglanabilmektedir (Wang vd.,
2024). Calismamizda BC hiicrelerine ABET uygulamasinin CDK6 geninin
ekspresyonunu her iki hiicre hattinda da anlamli bi¢imde diisiirdiigii goriilmiistiir (Sekil
4.8). Bu sonu¢ CCND1 geninde gézlenen diisiis ile ele alindiginda ABET’in G1 ve S
fazindaki geciste gorevli olan siklin D1-CDK4/6 kompleksini baskiladigini
gostermektedir ve bu bulgular ABET’in antiproliferatif etkisinin molekiiler bir

gostergesidir.

DNA Metiltransferaz 1 (DNMT1) geni hiicre boliinmesi sirasinda genomik
DNA’nin metilasyonundan sorumludur (Wong, 2021). DNMT1, replikasyon sirasinda
olusan c¢atalda, yeni sentezlenen iplige ebeveynden gelen metilasyon isaretlerini
kopyalayarak epigenetik bilgilerin siirekliligini saglamaktadir (Wong, 2021). Bu
islevleri sayesinde genomda kararlilik saglar ve gen regiilasyonunda 6nemli bir rol alir.
Ozellikle timdr supresdr genlerin promotor bdlgelerini metilleyerek ekspresyonlarini
azaltabilir ve boylece kanserli hiicrelerde apoptozu baskilayarak proliferasyonu arttirici
bir etki gosterebilir (Honma vd., 2015). Ornegin, TNBC’de DNMTI seviyelerinin
yliksekligi bu tiimorlerin kotii prognoz gostermesine katkida bulunan bir etken olarak
tanimlanmigtir ve. DNMT1 geni bu alt grup icin potansiyel bir tedavi olarak
onerilmektdir (Wong, 2021). DNMT1’i hedef alan demetilasyon ajanlarmin (6rnegin
decitabin gibi) TNBC hiicrelerinde proliferasyonu baskiladig1 ve apoptozu tetikledigi
deneysel ¢alismalarla desteklenmistir (Wong, 2021). Li ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
DNMT1'in susturulmasimin veya inhibitdr uygulamasimin, meme kanseri hiicrelerinde
epitel-mezenkimal gegis (EMT) ile iliskili genlerin ifadesini degistirdigi gosterilmistir.
Ozellikle E-cadherin diizeylerinde artis, N-cadherin ve Vimentin ekspresyonunda
azalma gozlenmis ve bu degisimler hiicrelerin invazyon ve go¢ kabiliyetini
baskilamistir. Ayrica DNMT1'in baskilanmasi, tiimor iliskili makrofajlarin (TAM)

timor hiicreleri lizerindeki metastatik etkisini de azaltmig, bu da DNMT1'in timor
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mikrogevresinde metastazi kolaylastiran bir rol oynadigim gostermistir (Li vd., 2022).
Elde ettigimiz sonuglar, ABET'in DNMT1 ekspresyonunu azaltmasinin antineoplastik
etkilerinin bir parcasi oldugunu gostermektedir. Literatiirde siklikla yiiksek DNMT1
seviyelerinin olumsuz bir prognozla iligkili oldugu belirtilirken, ABET'in bu enzimi
baskilayarak hiicrelerde faydali bir epigenetik yeniden diizenlemeyi tetikleyebilecegi

One surilebilir.

MKI167 (Marker of Proliferation Ki-67) geni, hiicre boliinmesi sirasinda aktif
olan Ki-67 antijenini kodlayan bir gendir. Ki-67 proteini, hiicre dongiistiniin aktif
asamalar1 olan ge¢ G1, S, G2 ve M fazlarinda bulunur, ancak dinlenme durumundaki
GO fazinda yer almaz (Zhang vd., 2021). Bu nedenle, Ki-67 hiicrelerin ¢ogalma
potansiyelini yansitan giivenilir bir gosterge olup, tiimor patolojisinde yaygin sekilde
kullanilan bir proliferasyon belirtecidir (Zhang vd., 2021). Cerrahi olarak ¢ikarilabilir
meme kanseri vakalarinda, timor hiicrelerindeki Ki-67 indeksi prognostik bir gdsterge
olarak kabul edilir ve yiliksek Ki-67 oranlari, daha hizli ¢ogalan ve daha kotii klinik
seyir gosterme potansiyeline sahip timorlerle iligkilidir (Zhang vd., 2021). ABET
tedavisi sonrasinda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda MKI67 gen
ekspresyonunun belirgin 0Olgiide azaldigr tespit edilmistir (Sekil 4.8). Ki-67
diizeylerindeki bu diisiis, ABET’in hiicre proliferasyonunu baskiladigmi dogrudan
yansitmaktadir. Literatiirde de g¢esitli antiproliferatif tedavilerin Ki-67 indeksini
diistirdiigii 1y1 bilinmektedir; 6rnegin neoadjuvan endokrin tedavi alan hastalarin timor
biyopsilerinde birka¢ haftalik tedavi sonunda Ki-67 oranlarinin belirgin sekilde azaldigi
ve bunun tedavinin etkinligine isaret ettigi gosterilmistir (Zhang vd., 2021). Hiicre
kiiltiirii diizeyinde de, proliferasyonu engelleyen ajanlar uygulandiginda MKI67 geninin
transkripsiyonunun azaldigi ve Ki-67 protein seviyelerinin diistiigli saptanmustir (Zhang
vd., 2021). MDA-MB-231 hiicrelerinde ABET uygulamasiyla Ki-67 pozitif hiicre
oraninin diismesi, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durduruldugunu ve ¢ok az hiicrenin
boliinmeye devam ettigini gostermektedir. Benzer sekilde, MCF-7 hiicrelerinde de
ABET tedavisi sonrast canli kalan hiicrelerde proliferatif aktivitenin azaldigi, Ki-67
ekspresyonunun diismesinden anlagilmaktadir. Calismamizda elde edilen bu sonuglar
literatiirdeki tablo ile ortigmektedir ve genel olarak ABET tedavisinin MDA-MB-231
ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda gen ekspresyonu diizeyinde olusturdugu
etkiler, ilacin antiproliferatif ve proapoptotik 6zellikleriyle uyumlu bir molekiiler profil

ortaya koymustur.
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Sonu¢ olarak, ABET’in meme kanseri hiicre hatlarinda sergiledigi
antiproliferatif, antimigratuvar ve apoptotik etkiler, muskarinik M2 reseptoriiniin
onkolojik tedavide umut vadeden bir hedef oldugunu teyit etmektedir. Literatiirde farkli
kanser tiirlerinde M2 agonistleri ile gdzlemlenen benzer antitimor aktiviteler bu
calismanin bulgularimt desteklemektedir. Bu sonuglarin ve varsaymmlarin etkili bir
tedaviye doniisebilmesi adina kapsamli molekiiler arastirmalarin ardindan in-vivo testler
olas1 toksisite calismalar1 da yapilmahdir. Bu c¢alisma yalnizca ABET’in kanser
tizerindeki etkisine degil; son zamanlarda arastirilan muskarinik reseptor hedefli kanser

arastirmalarina da katki saglamaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Meme kanseri (BC), mevcut tedavi segeneklerinin sinirlt etkinligi nedeniyle
kiiresel bir saglik sorunu olmay1 siirdiirmektedir. Bu baglamda, BC tedavisine yonelik
yenilik¢i tedavi yaklagimlarinin ve yeni ilaglarin gelistirilmesi kritik bir gerekliliktir. Bu
calismada, M2 muskarinik reseptoriin seg¢ici bir agonisti olan ABET'in, meme kanseri

hiicre modellerinde potansiyel antineoplastik etkileri ayrintili bir sekilde incelenmistir.

Yapilan molekiiler yerlestirme (docking) analizleri ABET'in M2 ve M4
muskarinik reseptorlerine giiclii bir baglanma egilimi gosterdigini ortaya koymus ve bu
reseptorlerin aracilik ettigi biyolojik etkilerin yapisal temelini desteklemistir. Molekiiler
ve hiicresel diizeyde gerceklestirilen deneylerle, ABET uygulamasinin meme kanseri
hiicrelerinde hiicre yasamsalligi, klonojenik kapasite, go¢ yetenegi, proliferasyon,
apoptoz oranlari, timdr olusumu ve gen ekspresyon profillerindeki degisimler
iizerindeki etkileri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Yapilan deneyler, ABET
uygulamasimin hiicrelerin yapigsmaya dayali ve bagimsiz klonojenik kapasitesini
baskiladigmi, hareketliliklerini azalttiin1 ve genel hiicre canliligint diistirdiigiini

gostermistir.

Ozellikle dikkat ¢eken bir bulgu, ABET'in farkli meme kanseri hiicre hatlarinda
hiicre tipine 6zgli farkli biyolojik tepkilere yol agtigim ortaya koymustur. MDA-MB-
231 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin belirgin sekilde yavasladigi gdzlemlenirken,
MCEF-7 hiicrelerinde apoptoz oraninda anlamli bir artis tespit edilmistir. Bu farklilik,
ABET'in hiicreler iizerindeki etkilerinin hiicre tipine bagli olarak degisebilecegini

gostermektedir.

Ek olarak, gen ekspresyon analizleri, ABET tedavisinin hiicre biiylimesi ve
hayatta kalma ile dogrudan iligkili olan bazi 6nemli genlerin (CCND1, CDK6, MKI67)
ve epigenetik diizenlemeyi saglayan DNMT1'in ekspresyonunu baskiladigini ortaya
koymustur. Bu sonuglar, ABET'in hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii ilerleyisi ve DNA

onarim mekanizmalarim1  hedef alarak kanser hiicrelerinde biyolojik islevleri
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degistirebilecegini gostermektedir. Elde edilen bu veriler 1s1¢inda ABET’in M2
muskarinik reseptoriinii hedef alan yenilik¢i bir meme kanseri tedavisi sunabilecek

potansiyelde oldugunu giiclii bir sekilde ortaya koymaktadir.

6.2. Oneriler

Bu calisma ile ABET’in meme kanseri tedavisinde giiclii bir aday olabilecegi
diistiniilmektedir. Fakat bu potansiyelin klinik uygulamaya gecebilmesi i¢in daha
kapsamli ve c¢ok yonlii arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir. Ik olarak, ABET'in
etkinliginin ve giivenliginin in-vivo modellerde, yani hayvan deneylerinde
degerlendirilmesi gerekmektedir. In-vivo bir modelleme ile ABET'in biyoyararlanimu,
doku dagilimi, metabolik kararlilig1 ve olas1 sistemik toksisite profili hakkinda kritik
verilere ulagilarak giiclii bir aday olup olmadig1 konusunda 6nemli veriler elde edilmesi

saglanabilir.

Ayrica, ABET'In M2 ve M4 muskarinik reseptdr alt tiplerine baglanma
ozelliklerinin ve bu reseptorlerin hiicresel islevler tizerindeki etkilerinin daha ayrintili
incelenmesi  gerekmektedir. Reseptor spesifikliginin = ve sinyal yolaklarinin
aydinlatilmasi, ABET'in etki mekanizmasinin netlestirilmesine katki saglayacaktir. Bu
amagla, gen susturma veya asiri ekspresyon modelleriyle M2 ve M4 reseptorlerinin
secici olarak hedeflenmesi, ABET'in hangi reseptor tizerinden daha giiclii bir terapdtik

etki sagladigini belirlemeye olanak taniyabilir.

Bu calismada ABET'in yalmzca meme kanseri hiicre hatlar1 (BC) iizerinde
incelenmis olmasi, ilacin saglikli meme hiicreleri tizerindeki etkileri hakkinda sinirh
bilgi sunmaktadir. Ancak, potansiyel bir terapdtik ajanin klinik giivenligi ve segiciligi
acisindan, ABET'in saglikli meme hiicrelerinde de test edilmesi kritik 6neme sahiptir.
Saglikli hiicrelerde ABET'in toksisiteye yol agmadan kanser hiicrelerine 6zgii etkiler
gosterebilmesi, tedavinin giivenligini ve spesifikligini dogrulamak icin gereklidir. Bu
nedenle, gelecekteki calismalar ABET'in saglikli meme hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi,
apoptoz ve gen ekspresyonu tizerindeki etkilerini arastirmali, kanser hiicrelerine kiyasla

bu hiicrelerde nasil bir biyolojik yanit olugturdugunu ortaya koymalidir.

Gelecekteki arastirmalar, ABET'in diger kanser tedavileriyle birlikte kullanim

potansiyelini de degerlendirmelidir. Hedefe yonelik tedaviler, kemoterapi ajanlar1 veya
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immiinoterapiler ile kombinasyonlarinin ABET'in terapdtik etkinligini nasil etkiledigi
incelenmelidir. Ozellikle, hiicre déngiisiinii diizenleyen ajanlar, DNA hasarini onaran
enzimlerin inhibitorleri veya bagisiklik yanitim1 modiile eden bilesiklerle sinerjik etkiler
olusturup olusturmadigi arastirilmalidir. Bu tiir kombinasyon stratejileri, ABET'in daha
diistik dozlarda etkinlik gostererek yan etki riskini azaltma ve tedavi etkinligini artirma

potansiyeline 1g1k tutabilir.

Bu oOneriler, ABET'in meme kanseri tedavisinde klinik bir secenek olarak
potansiyelini daha belirgin hale getirerek bu molekiiliin mevcut tedavi protokollerine

entegre edilebilmesi i¢in saglam bilimsel veriler sunabilir.
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