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OZET

Meme kanseri Dinya’da kadinlar arasinda gorilen en yaygin kanser taradar.
Etiyolojisinde hem genetik hem de c¢evresel faktorler rol almaktadir. Konvansiyonel
tedavilerde etkinligin arttirnlmasi ve tedavide yeni ajanlar ile yodntemlerin
geligtiriimesi dnemli arastirma konulari arasindadir. Bu galismada MCF-7 meme
kanseri hlicre hattinda anakardik asit ve LB42708’in farkli konsantrasyonlarda ve
surelerde tek bagslarina ve anakardik asit dnkosullamasi ile birlikte uygulandiktan
sonra hucrelere olan olasi etkilerini arastirmayi1 amacladik. AA ve LB42708’'in MCF-
7 hicrelerine etkileri hticre canlihgl, sitotoksisite ve aktif kaspaz-3 dizeylerine gore
degerlendirildi. Bununla birlikte, proapoptotik (BAK ve BAX), antiapoptotik (BCL2L1
ve BCL2) ve hucre dongusunde gorevli (CCND1, cMYC ve cFOS) genlerin mRNA
ifadeleri nicel gercek zamanli PCR (qPCR) ile belirlendi. mRNA dizeylerinin
normalizasyonu i¢in GAPDH kullanildi. Anakardik asit dnkosullamasi ve birlikte
uygulanmasinin LB42708 ile uyarilan hucre canliligi ve sitotoksisite oranini azalttigi
belirlendi. AA Onkosullamasi ve birlikte uygulanmasi LB42708’in tek basina
uygulanmasi ile karsilastirildiginda MCF-7 hucrelerinde LB42708 ile uyarilan
kaspaz bagimli apoptozun arttigi saptandi. Bununla birlikte, AA ile dnkogullama ve
birlikte uygulama sonrasi antiapoptotik BCL2L1 ve BCL2 mRNA ifadesi azalirken,
proapoptotik BAK ve BAX'In mRNA seviyeleri artti. Ancak, CCND1, cMYC ve cFOS
genlerinin mMRNA ifade seviyelerinin AA uygulamasindan sonra anlaml olarak
etkilenmedigi belirlendi. Preklinik in vitro ¢calismamiz, AA ile onkosullamanin ve
birlikte uygulamanin MCF-7 hicrelerinde LB42708'’in sitotoksik etkilerini azalttigini
ve meme kanseri hdcrelerinin  olumunu arttirdigini  gosterdi. Bulgularimizi
dogrulamak ig¢in in vivo modellerin kullanildigi daha ileri analizlerin yapilmasi
gerekmektedir.

Bilim Kodu : 10551

Anahtar Kelimeler !_B42708, anakardik asit, meme kanseri, farnesiltransferaz
Inhibitord

Sayfa Adedi 77
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EFFECTS OF FARNESYL TRANSFERAZ INHIBITORS ON PROLIFERATIVE
AND APOPTOTIC GENE EXPRESSION ON BREAST CANCER CELL LINE
(M. Sc. Thesis)
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer in women around the world. Both
genetic and environmental factors play a role in the etiology. Increasing efficacy of
conventional treatments and development of new agents and methods in treatment
are important research topics. We aimed to investigate possible apoptotic effects of
AA and LB42708 on MCF-7 breast cancer cells both alone and combination at
different concentrations and period of time. The effects of both AA and LB42708 on
MCF-7 cells were evaluated in terms of cell viability, cytotoxicity, and cleaved
caspase 3 levels. Moreover, the mRNA expression levels of proapoptotic (BAK and
BAX), antiapoptotic (BCL2L1 and BCL2), and cell cycle regulator (CCND1, cMYC
and cFOS) genes were detected with quantitative real time PCR (qPCR). GAPDH
was used to normalize mRNA levels. We observed that pretreatment and co-
incubation by AA decreased the percentage of LB42708-induced cell viability and
cytotoxicity. Elevation of cleaved caspase-3 levels were also detected after
pretreatment and co-incubation by AA. Compared with LB42708 alone treatment,
we found that pretreatment and co-incubation by AA increased LB42708-induced
caspase-related apoptosis in MCF-7 cells. Moreover, after pretreatment and co-
incubation by AA, we detected the mRNA expression levels of antiapoptotic BCL2L 1
and BCL2 was decreased, whereas proapoptotic BAK and BAX mRNA levels was
elevated. Nevertheless, mRNA expression level of CCND1, cMYC and cFOS genes
were not significantly affected by AA exposure. Our preclinical in vitro study suggest
that pretreatment and co-incubation by anacardic acid may reduce cytotoxic effect
of LB42708 on MCF-7 cells and increase cell death response of breast cancer cells.
Further analyses using in vivo models are needed to confirm these findings.

Science code :1055.1

Key words : LB42708, anacardic acid, breast cancer, farnesyltransferase
Inhibitor
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1. GIRIS

Dinya Saglik Orgltiinin (WHO) tanimlamasiyla kanser; hiicrelerin kontrolsiz
¢cogalarak kitle olugsturma, c¢evre dokulari tutma ve vucudun diger bolgelerine
yayllma 6zelligi gostermesidir. Kardiyovaskuler hastaliklardan sonra en sik gortlen

ikinci 6lum nedeni hastalik grubudur [1].

Saglik Bakanligi verilerine gére Ulkemizde 450 kisi/giin ve 163.500 kisi/yil kanser
tanisi almaktadir. Kadinlarda en sik gozlenen kanserler arasinda meme kanseri ilk
sirada yer alirken, erkeklerde ise akciger kanseri gorilmektedir. Kadinlarda yeni

tani konulan 4 kanser turiinden 1’i meme kanseridir [2].

Kanser tani, tedavi ve takip basamaklarinin ekonomik yikii hem Ulkemiz hem de
Dunya ekonomisinin saglik harcamalari kaleminde giderek artan ciddi bir paya
sahiptir. 2013 yili verilerine gére meme kanseri tedavisinin Sosyal Gulvenlik
Kurumu’na (SGK) ekonomik maliyetinin 1.893.824.145 TL oldugu ve bu maliyetin
her yil ortalama %10,6 arttigi hesaplanmistir [3]. Bu maliyet hesabi dikkate
alindiginda 2018 yili icin meme kanseri tedavisinin ekonomik yukanun en az 3
milyar TL olacagl tahmin edilirken, mevcut tablonun devami durumunda 2030
yilinda kanser tedavi maliyetinin SGK butcesiyle karsilanamayacak boyuta

ulasacagi [4] dngorulmektedir.

Etkin tedavinin gelistiriimesi kanser cgalismalarinin 6ncul hedefleri arasindadir.
Bugun kullanilan konvansiyonel yontemlerin hizl tedavi, dusuk yan etki ve yuksek
etkinlik parametrelerinde gelistiriimesi, profilaktik tedavi gelistiriimesi kadar 6nem

arz etmektedir.

Meme kanseri dncelikle invaziv ve noninvaziv (in situ) olarak siniflandirilirken alt
tiplerin belirlenmesinde TNM (tUmor, lenf nodu, metastaz) evrelemesi, timoér boyutu
ve blyume hizi, timor histolojisi, hormon reseptdr durumu, onkogenler ile timor

baskilayici genlerin durumu prognostik faktérlerdendir.

invaziv meme kanseri tedavisinde evreye gore uygulanacak yontem degismekle

birlikte konvansiyonel olarak cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve
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hedefe yonelik tedaviler farkli kombinasyon ve siralama ile uygulanmaktadir.

Tedavinin yol haritasini kanserin molekuler dizeydeki 6zellikleri sekillendirmektedir.

Meme kanseri, ¢cok sayida alt tipi bulunan heterojen ve sistemik bir hastaliktir. Meme
kanseri etiyolojisinde genetik (BRCA1, BRCA2 ve p53 gibi gen mutasyonlari),
hormonal (erken menarg, ge¢ menopoz ve ileri yasta ilk dogum) ve cevresel
(obezite, beslenme, alkol ve/veya sigara kullanimi, radyasyon) faktorler rol
almaktadir [5].

Konvansiyonel tedavilerin etkinligini arttirmak amaciyla bugun Uzerinde calisilan
onlarca bitkisel ve kimyasal kaynakli Grin/molekil mevcuttur. Bu ¢alismada kaju
fistig1 ve ginkodan elde edilen anakardik asit ile hicre ¢odalmasi ve sagkalim
sinyallerini baskilayan LB42708 farnesil transferaz inhibitoranin MCF-7 invaziv
meme kanseri hicre hattinda tekli ve birlikte uygulanmasi sonrasi proliferatif ve
apoptotik etkisini arastirmayi amagcgladik. Yaptigimiz literatur taramasinda invaziv
meme kanseri hicre hatlarinda anakardik asit ve farnesil transferaz inhibitérine
iliskin galismalar bulunmakla beraber ¢alismamiz, farnesil transferaz inhibitoranin
tek basina ve anakardik asit dnkosullama ile birlikte uygulanmasi bakimindan MCF-

7 hicre hattinda yapilan ilk galismadir.

Bu tez calismasinda LB42708’nin anakardik asit énkosullamasi ile birlikte farkli
konsantrasyonlarda ve surelerde uygulanmasi sonrasi hidcre canliiginda ve
sitotoksisitede tekli uygulama ile karsilastinidiginda anlamh azalma oldugunu
belirlendi. Bununla birlikte hucrenin apoptoza yoneliminde artma tespit edildi.
Ayrica, proapoptotik BAX ve BAK genlerinin mRNA ifadelerinde kontrole kiyasla
artis 6te yandan, antiapoptotik BCL2 ve BCL2L1 genlerinin mRNA ifadelerinde
azalis tespit edildi. Ancak, hiicre déngusunde goérevli CCND1, cMYC ve cFOS

genlerinin mRNA ifadelerinde anlamh degisim saptanmadi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Anatomisi

Meme, yag ve bag dokusu ile st bezlerinden olusan, gelisimi ve fizyolojik islevleri
hormonlar ile dizenlenen, erkeklerde rudimenter iken kizlarda ergenlikle gelisen,
digi deri ile kapli, 2-7. kaburgalar arasinda pektoral kas Uzerinde anterior toraksa
bagli, sternum ile 6n/orta aksiller ¢izgi arasina yerlesik, cilde Cooper baglari ile

baglanan bir ¢ift 6zellesmis ter bezidir [6].

Meme, erkeklerde kanallardan olugurken kadinlarda laktasyon icin sut yapimini
saglayan lobullerin (st bezi) bir araya gelmesiyle olusan loblardan, loblardaki sGtl
meme ucuna tasiyan duktuslardan (sut kanallar) (Sekil 2.1) ve sti meme ucunda
depolayan sinuslerden olugsmaktadir [6]. Meme dokusundaki fizyolojik degisimler
memenin aksillaya uzantisi olan ‘Spence’nin aksiller kuyrugu‘nda da gortulmektedir
[7]. Meme gelisiminde ve islevlerinde Ostrojen, progesteron ve prolaktin hormonlari
onemli etkiye sahiptir. Meme ucu ve areola olarak adlandirilan ¢evresi fazla pigment
nedeniyle daha koyu renklidir ve Ostrojen dizeyi arttikga rengin koyulugu
artarmaktadir [8].
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Sekil 2.1. Meme anatomisi [9]

Memenin kanlanmasi arterler (internal mamarien arterin 6n perforan dallari, lateral
torasik arter, torako akromial arterin pektoral dali, Ust torasik arter, oosterior
interkostal arterlerin lateral dallari, subskapuler arter, torakodorsal arter) ve venler
(internal mamarian ven, aksiller ven, interkostal venler) tarafindan saglanir [10-11].
Meme dokusundaki interstisyel sivinin kan dolasimina drenajini yizeyel (deri) ve
derin (parankimal) lenfatikler cok sayida lenfatik damar araciliiyla gerceklestirir.
Memede lenfatik drenajin %75’i aksiller lenf bezine kalan %25’i ise parasternal ve
internal mammarian lenf bezlerine ulagsmaktadir [12]. Meme kanseri hucrelerinin
uzak dokulara ulagmasinda lenfatik sistemin genis agi énemli bir aragtir; kanserli

hicreler lenf damarlarindan lenf bezlerine ulasir ve orada buyur [13].



2.2. Meme Kanseri

Uluslararasi Kanser Aragtirmalari Ajansi (IARC) tarafindan 2012 yilinda yapilan
Globocan kanser arastirmasi sonuglarina goére Diunya’da kanser tlrleri arasinda
meme kanseri insidansi ikinci, mortalitesi besinci ve prevelansi birinci siradadir.
Ulkemizde ise, kanser tirleri arasinda meme kanseri insidansi, mortalitesi ve
prevelansi Dunya geneli siralamasi ile bire bir ortigmektedir. Kadinlar arasinda
meme kanseri insidansi, mortalitesi ve prevelansi hem Ulkemiz hem de Dinya

Olceginde birinci sirada yer almaktadir [14].
2.2.1. Meme kanseri epidemiyolojisi ve risk faktorleri

Meme kanseri etiyolojik olarak multifaktoriyeldir ve 30 yas dncesinde nadirken 40-
50 yas araliginda daha sik gortlmektedir [15]. 2015 yili verilerine gére Amerika’'da
O0lum nedeni meme kanseri olan 41.524 kadinin yas dagihmlari sirayla 20-39 yas;
1049, 40-59 yas; 10.736, 60-79 yas; 18.762 ve 80 yas Uzerinde 10.976 kisi oldugu
belirlenmistir. Amerika’da 2018 yilinda kadinlarda yeni tani konulacak kanserlerin
%30’'unu ve kansere bagh 6luimlerin ise %14’Gn0 meme kanserinin olusturmasi
tahmin edilmektedir [16].

Meme kanserinde beslenme, obezite, ailede meme kanseri dykusu, menars yasl,
menopoz yagl, ilk dogum yasi, dogum sayisi, alkol- sigara kullanimi vb. bilinen risk

faktorleri mevcuttur [17].

Ailede meme kanseri oykisu ve genetik yatkinlk

Meme kanseri olgularindan % 6-19 kadarinin ailevi oldugu bilinmektedir [18].
Ozellikle 1. derece akrabalarda meme kanseri dykisunin varhi@i ciddi bir risk iken,
bu riski arttiran faktorler arasinda meme kanseri akraba sayisinin birden fazla
olmasi, geng yasta tani konulmasi, yuksek penetransli gen mutasyonlarinin varhgi
sayllmaktadir. Yapilan ¢alismalara gore 1. derece 1 akrabada meme kanseri varligi
meme kanserine yakalanma riskisi 1.8 kat arttirirken, 2 akrabada gorulmesi bu riski

2.9 kat arttirmaktadir. 30 yasindan 6nce kanser tanisi alan akrabanin varligi meme
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kanseri riskini 2.9 kat, 60 yasindan sonra tani alan ise bu riski 1.5 kat arttirmaktadir
[19].

Kisinin meme kanserine genetik yatkinliginin olmasi meme kanserine yakalanma
riskini %40-60 dlzeyine kadar ¢ikarmaktadir. Meme kanseri ile iliskisi kanitlanmis
BRCA1, BRCA2, p53, PTEN, CHEK2, CDH1, TP53, STK11, NBS1, NF1, ATM,
BRIP1, PALB2, RAD50, FGFR2, LSP1, MAP3K1, TGFB1 ve TOXS3 gibi ¢cok sayida
gen vardir. Meme kanserinde BRCA1 ve BRCA2 yiksek penetransli ve tanimlanmis
en eski genlerdir [20]. Bununla birlikte dusuk penetrans gosteren ve birden ¢ok
genin birlikte anlamh etki goOsterdigi gen panelleri de tanimlanmigtir ve

tanimlanmaya da devam etmektedir.

Reproduktif oyki

Menars ile baslayip menopoz ile son bulan reprodiktif ddnemde maruz kalinan
Ostrojen ve alt tipleri 6stradiol, dstriol, dstron'un meme kanseri ile iligkisi oldugu
yapilan galismalarda belirlenmistir [21]. ilk menars ile erkeklere gdre maruz kalinan
Ostrojen duzeyi kadinlarda yuksek seyretmeye baslar ki meme gelisimi de yUkselen
Ostrojen sayesinde gerceklesir. Bu donemde meme dokusunda proliferasyon hizi ilk
gebeligin tamamlanmasina dek pek ¢ok hucresel degisiklikler ile devam eder [22].
Erken menars (<12) ve ge¢ menopoz (>55) dstrojene maruziyet stresini uzattigi igin
meme kanserinde onemli risk faktorleridir. Bununla birlikte dogum yapmama, ilk
gebelik yasinin ge¢ olmasi (>30), kisa laktasyon suresi, infertilite, uzun dénem
dogum kontrol hapi kullanimi ve menopozal hormon replasman tedavisi diger risk
faktorleri olarak degerlendiriimektedir. Ostrojen diizeyinin yliksek oldugu gebelik
sureci ve dogum sonrasl en az 6 ay emzirmenin meme kanseri i¢in koruyucu etkisi
bildiriimekte olup, laktasyon doneminde oldugu gibi Ostrojen maruziyetinin
azalmasinin koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir [23-24]. Ote yandan, gebeligin
Ozelliklerine gore (tekli/coklu dogum, birden ¢ok dogum, gebelikte yasanan saglik
sorunlari, bebegin cinsiyeti-kilosu vb.) elde edilen sonuglarla net bir fikir birligine;
hem olumlu hem olumsuz etkilerinin olmasi veya etkinin net olarak belirlenemedigi

calismalar nedeniyle varilamamistir [25].



Alkol ve sigara kullanimi

IARC tarafindan erigkin bir kadinin gunde 10g alkol tiketiminin meme kanserine
yakalanma riskini %7-10 arttirdig1 bildirilmektedir [26]. Yine IARC tarafindan sigara
dumaninda bulunan 4000 farkh kimyasaldan 60 tanesinin karsinojen oldugu
aciklanmistir [27]. Nikotin, kanser biyolojisine temel olan kontrolsiz hicre
bolinmesini ve anjiogenezi arttirmaya, apoptozu dnlemeye neden oldugundan tum
kanser turleri igin 6nemli bir risk faktéridir. Diger doku ve organlarla
karsilastirildiginda, meme dokusunun alkolun ve sigaranin igerdigi karsinojenlere
daha duyarli oldugu, her gin olmasa bile dizenli alkol kullanan kisilerde dahi
tuketim miktarina bagl olarak riskin %4-15 kat arttigi belirlenmisgtir. Alkoluin cinsiyet
hormon duzeylerini arttirici etkisi vardir. Bununla birlikte alkol metabolize olma
sturecinde DNA hasar onariminin engellemesine, DNA’da metilasyonunun
artmasina, aciga cikan reaktif oksijen turleri (ROS) DNA’da mutasyona ve zincir
kiriklarina [22] neden olur. Bu risk faktorlerinin sigara tuketimi icin de gegerli oldugu
belirlenmis olup, hem aktif hem de pasif sigara iciciliginde meme kanserine
yakalanma riskinin %9-16 arasinda arttigi bildirilmistir [28-29]. Ayrica, tutln
artnlerinin igerdigi karsinojenlerin bazi onkogenler ile pozitif [30] bazi tumor

basklayici genlerle negatif [31] iliskili oldugu bilinmektedir.

Cevresel riskler

Meme kanseri insidansinin, az gelismis ulkelerde gelismekte olan ve geligsmis
ulkelere gore daha yuksek oldugu saptanmigtir. Yagsam tarzi, kullanilan endustriyel
urunler, cevresel kimyasallar/kirleticiler, erken tani politikalari, obezite vb. pek ¢ok
faktor Ulkeler arasinda insidans farkinin [32-33] nedenleri arasinda saylimaktadir.
Kansere yakalanan ikizler ve aileleriyle yapilan caligsmalarda meme kanseri
olgularinin  %60’nin c¢evresel faktérlerden kaynaklandigi bildirilmistir [34-35].
Bununla birlikte, insidans farki olan bdlgeler arasi go¢ dikkate alinarak insidansin
yuksek oldugu bolgeye goéc¢ eden bireylerin, go¢ edilen bdlgede dogan ileri
kusaklarinda meme kanseri insidansinin arttigi [36-37] belirlenmistir. Cevresel
kimyasallar/kirleticiler de DNA hasarina neden olmaktadir. Bunlarin bazilari
endokrin sistem iglevlerini bozarak hormonlarin salgisini arttirici/azaltici etkiye

sebebiyet vermektedir. Gunluk hayatta benzen, paraben, fitalat, dioksin, karbon
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tetraklorid, formaldehit, metilen klorid, stiren, tetrakloroetilen, bisfenol A,
poliaromatik hidrokarbonlar vb. onlarca kimyasala c¢esitli nedenlerle maruz
kalmaktayiz. Bu kimyasallarin sadece meme kanserinde dedgil, diger kanser
turlerinde de rol aldigina iliskin ¢calismalar [38-45] mevcuttur. Gelisen teknoloji ile
radyasyona ve manyetik alana maruziyet dnlenemez bir sekilde artmaktadir.
Mesleki olarak kimyasallara ve radyasyona maruziyet 6nemli meme kanseri risk
faktorleri arasinda sayillmaktadir. Bununla birlikte tani ve / veya tedavi amaciyla
radyasyona siklikla maruz kalan kadinlarda meme kanseri riskinin arttigi
gOzlenmistir [46-48]. Yapilan ¢alismalar ile Japonya’da atom bombasina maruz
kalan kadinlarda meme kanseri insidansinin 2 kat fazla oldugu belirlenmigtir [49-
50].

2.3. Meme Kanserinin Siniflandiriimasi

Meme kanserinin siniflandiriimasinda kullanilan pek ¢ok yontem olmakla birlikte
siniflandirma temel olarak histolojik, patolojik, TNM (yayilim, tutulum, metastaz) ve
gen ifadesine dayanmakta olup kdken aldigi bdlgeye gére lobular, duktal, vb.
kaynakli olarak geligirken, seyrini ve uygulanacak tedavi protokollinu invaziv olan
ve invaziv olmayan alt tipleri belirlemektedir. Meme kanserinin molekuler
siniflandirmasi 2000 yilinda 42 hastaya ait 65 meme timorinde yapilan ¢alismaya
dayanmaktadir. Bu ¢alismada arastirmacilar cONA mikroarray teknolojisi ile 8102
geni analizi etmis ve bazi genlerin ifadelerindeki varyasyona gére meme kanserini
luminal hiicre benzeri, bazal hicre benzeri, HER2+ ve normal epitel benzeri olmak
Uzere 4 gruba ayirmiglardir [51]. Luminal hlcre benzeri meme kanseri Uzerine
yapilan arastirmalar sonucunda bu grup Luminal A ve B olmak 2 gruba ayrilmigtir
[52-53] .

Meme kanserinin en ¢ok kabul goren molekuler siniflandirmasi luminal A, luminal
B, Her-2 ve Uglii Negatiftir (Cizelge 2.1) [54]. Ucli negatif grubuna dahil edilen
normal benzeri meme kanseri alt grubu bazi arastirmacilar tarafindan

siniflandiriimayan olarak da isimlendiriimektedir [55].
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Cizelge 2.1. Meme kanseri molekuler siniflandirmasi (ER: dstrojen reseptoéru, PR:
progesteron reseptori, HER-2: insan epidermal buyume faktor
reseptori 2, CK5/6: sitokeratin 5/6, EGFR: epidermal buyime faktor

reseptor)
Luminal A ER (+) ve /veya PR (+), HER-2 (-)
Luminal B ER (+) velveya PR (+), HER-2 (+)
HER-2 ER (-), PR (), HER-2 (+)
Oglii Bazal Benzeri ER (-), PR (), HER-2 (-), CK5/6 (+), EGFR (+)
Negatif o mal Benzeri ER (-), PR (-), HER-2 (-), CK5/6 (-), EGFR (-)

2.3.1. Ostrojen reseptorii (ER)

Ostrojen buylime, gelisme ve Gremede dnemli rol alan bir steroid hormundur [56].
Ostrojen ve dstrojen reseptorleri (ERa ve ERPB) invaziv meme kanserlerinin blyuk
bir kisminda gorilen belirteglerdendir. Nuklear reseptor ailesine Uye olan ERa ve
ERB, kuguk lipofilik molekuller ile baglanarak aktive olurlar ve epitelyal meme hiicre
doéngusunin GO fazindan S fazina gecisini dizenler [57]. Histon proteinlerinin
kovalent modifikasyonlari (metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, sumoslasyon ve
ubikltinasyon) sonucu olusan epigenetik degisimler de &strojen reseptorlerinin
diizenlenmesine etki eder [58]. Ote yandan ER diizenlenmesine etki eden pek ¢ok
faktor oldugu bilinmektedir. Hatta bu durum ER pozitif olgularda endokrin terapiye
gelisen direncin nedeninin; ER sinyali ile HER2, EGFR ve IGFR sinyalleri arasindaki
etkilesim oldugu dusunulmektedir [59].

2.3.2. Progesteron reseptoru (PR)

Progesteron pubertede, menstural siklusta, gebelik ve sut kanallarinin geligimi ile
laktasyonda rol alan bir steroid hormondur [60]. Progesteron reseptoru, ER’G gibi
meme kanseri gelisiminde etkin niklear reseptor ailesinin tyesidir [61]. Sitozolde
mevcut PR, sadece ligand-bagimli transkripsiyon faktorleri gibi etkisini gostermez,
ayni zamanda meme hucresinin gogalmasinda gorev alan sinyal iletim yolaklarini

da uyarir [62].
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2.3.3. insan epidermal bilyiime faktér reseptérii 2 (HER2)

insan epidermal buyime faktdr reseptdrii 2, tirozin kinaz aktivitesine sahip
epidermal buylme faktor reseptdr ailesinin dort Gyesinden biri olan transmembran
glikoproteindir [63]. Ailenin diger Uyelerinin aksine HER2'ye bagdlanan 6zgul ligand
yoktur ve bir bagka HER2 ile ya da ailenin diger Uyeleri ile dimerize olup sinyal
iletimini baglatir. HER2'nin dimerizasyonu sonrasinda reseptorlerin sitoplazmik
bdlgesinde bulunan tirozin amino asitlerinin fosforilasyonu ile proliferasyon,
sagkalim, farklilagsma, angiyogenez, invazyon ve timoérdgenez sinyal iletimi baslar.
HERZ2'nin hicre membraninda artis gostermesi HER2 geninin kopya sayisindaki
artisla tetiklenmektedir [64].

2.3.4. Sitokeratin 5/6 (CK5/6)

Sitokeratinler, epitel htcrelerin iskelet bilesenlerinden olan fibr6z ve keratin
proteinlerdir [65]. Sitokeratin 5/6, bazal sitokeratinler arasinda yer alir ve meme
duktus hucrelerinin bazal tabakasindaki ara filamanlardandir [66]. Ayrica, malign
epitel timoarlerin belirtegleri arasindadir. CK 5/6 ifadesinin EGFR ifadesi ile birlikte
%1’in Uzerinde oldugu durumlar bazal benzeri meme kanseri suphesi tasimaktadir
[67].

2.3.5. Epidermal buyiime faktor reseptoru (EGFR)

Tirozin kinaz aktivitesine sahip epidermal buylume faktor reseptor ailesinin bir diger
uyesi olan transmembran glikoproteindir [63]. EGFR’e baglanabilen 7 ¢esit ligand
vardir; epidermal buyume faktora (EGF), donustlrici bliylume faktort-alfa (TGF-a),
heparin baglayan EGF benzeri buyume faktoru (HBEGF), betaselulin (BTC),
amfiregulin  (AREG), epiregulin (EREG) ve epigen (EPGN) [68]. Ligand ile
baglandiktan sonra EGFR dimerize olur ve sitoplazmik tirozin kinaz bolgesinin
fosforilasyonu ile blylume, proliferasyon, sagkalim, farklilasma ve migrasyonun

sinyal yolagi/yolaklari aktive olur [69].
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2.4. Meme Kanseri Tedavisi

Sistemik bir hastalik olarak degerlendirilen meme kanserinin tek bagina cerrahi
yontemler ile tedavi edilemeyecegi gorusu 1958 yilinda Dr. Bernard Fisher
tarafindan ileri surtlmastir [70]. Bugin meme kanserinin sistemik tedavisine
konvansiyonel yontemlere alternatif ve tamamlayici tedavi yontemleri de eglik
etmektedir [71].

Konvansiyonel yontemler cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve
hedefe yonelik tedavidir. Etkinligini arttirmak ve yan etkilerini azaltmak icin tedaviler
birlikte de uygulanabilmektedir. Bu tedaviler bazen farkli konvansiyonel yontemleri
bazen de tamamlayici/alternatif ydntemleri barindirmaktadir. Ulkemizde meme
kanseri tanisi almis 129 kisi ile yapilan bir calismada, hastalarin %48,8’nin
tamamlayici/alternatif tedavi yontemlerini de kullandigi belirlenmistir [72].
Gunumuzde kullanilan tedavinin konvansiyonel tedaviyi nasil ve ne derece etkiledigi
kanser arastirma konularinin Ust siralarinda yer almakta ve tum Dinya’da
tamamlayici/alternatif tedaviler ile ilgili calismalar sadece bilim camiasi tarafindan

takip edilmekle kalmamaktadir.

Kemopreventif ajanlarin birlikte kullanimi ile meme kanseri hucrelerinde ajanlarin

tekli kullanimdaki baskilayici etkilerinin arttirlmasi amaclanmaktadir [73].

2.5. Epigenetik

DNA dizisine yansimadigi i¢in genotipte olmayan ancak fenotipte etkili, gen islevini
ve ifadesini etkileyen, mitoz ve mayoz bdlinmeyle katilimsal oldugu kabul goren ve
ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan fenotipe etki eden cevre ile gen
etkilesimi olarak tanimlanmig degisikliklerdir [74]. Epigenetik degisiklikler, kalitimsal
olmasina ragmen geri donusturulebilme potansiyeli tasiyan degisiklikler olup
dogrudan DNA aracihigiyla ve dolayli olarak da RNA araciliiyla 2 sekilde
gerceklesmektedir. Dogrudan epigenetik degisiklikler DNA metilasyonu, kromatin ve
histon modifikasyonlari yoluyla olmaktadir. DNA metilasyonu kisaca bir metil
grubunun kovalent bag ile DNA'da Guanin (G) tarafindan takip edilen 5 karbon

pozisyonundaki Sitozin (C) bazina (CpG adalarina) baglanmasidir. CpG adalarinin
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insan genomunda %1’lik dilimi olugturdugu ve genlerin promotor bolgelerinde yogun
oldugu bilinmektedir [75]. DNA metilasyonun embriyonik gelisim, gen regulasyonu,
genomik imprinting, genom butunligunun korunmasi, DNA onarimi, transpozonlarin
susturulmasi, X-kromozom inaktivasyonu, yaslanma ve karsinogenezde onemli rol
aldig1 belirlenmistir [76]. Kromatin modifikasyonlari kovalent veya non kovalent
olarak gercgeklesebilir. Gen ifadelerinin aktif veya inaktif olmasina neden olmaktadir.
Histon kuyrugundaki lizin / arginin / serin / treonin amino asitlerinden birine veya
birden fazlasina asetil / metil / fosfat / nitrozil grubunun veya gruplarinin baglanmasi
yani sira ubikutin ve ubikutin benzeri proteinlerin (SUMO) baglanmasiyla da histon

modifikasyonlari gergeklesir [77].

Histon Asetilasyon

Siki Paketlenmis Gevsek Paketlenmis
Kromatin Kromatin

RNA Pol Ii
TF

Histon Deasetilasyon

Sekil 2.2. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu

Dolayli epigenetik degisikliklerde ise kodlanmayan miRNA, siRNA, piRNA ve
IncRNA’larin hedef mRNA’ya baglanmasiyla post transkripsiyonel diuzenlenme

engellenir ve boylece protein sentezi gergeklestirilemez [78].
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2.5.1. HAT ve HDAC’lar

Histon modifikasyonlarindan asetilasyon, histon asetiltransferazlar (HAT) ve histon
deasetilazlar (HDAC) olmak Uzere birbirilerinin tersi islevi olan 2 enzim ailesi
tarafindan dizenlenir. Bu duzenlemeler ile kromatin yapisi ve iglevi hedef
alinmaktadir. Asetil grubunun histonlarin amino ucunda bulunan lizin amino
asitlerine HAT enzimleri ile baglanmasi asetilasyon ve bagli asetil grubunun HDAC
enzimleri araciligiyla ayrilmasi ise deasetilasyon olarak tanimlanmaktadir. Asetil
grubunun negatif yukli olmasi asetilasyonda pozitif yUkli histon ve negatif yUkli

DNA arasindaki etkilesimi zayiflatir.

Boylece kromatin gevser ve transkripsiyon faktorleri genin kontrol bdlgesine
(promotora) ulasarak transkripsiyonun gerceklesmesini saglarken HAT enzimleri
transkripsiyonel koaktivator gorevi Ustlenirler. Bu mekanizmanin tersine asetil
grubunun HDAC enzimleri ile lizin amino asidinden ayrilmasiyla pozitif yukli histon
ve negatif yukli DNA arasinda etkilesim artar, kromatin daha siki paketlenir ve
transkripsiyon baskilanir (Sekil 2.2) [79].

HAT ve HDAC enzimleri histon diginda diger proteinleri de protein kararhhgi,
protein-protein etkilesimleri, protein yerlesimleri, DNA’'ya baglanabilme kapasiteleri
acisindan etkilemektedir [80]. HAT’lar ve HDAC’lar hicresel iglevlerin sorunsuz
islemesi icin denge iginde olmalidir. Bu dengenin bozulmasi basta kanser olmak
Uzere norodejeneratif ve kardiyovaskuler hastaliklar ile iligkilendirilmistir [81].
insanda histon asetiltransferazlar Tip A, Tip B, transkripsiyonel koaktivatérler,
steroid reseptor koaktivatorler ile Gcenb-iliskili N-asetil transferaz, MYST ve

p300/CBP aileleri olmak Uzere 7 gruba ayrilmistir [82].

HAT inhibitorleri

HAT ve HDAC iglevlerini etkileyen endojen ve ekzojen aktivatorler ve inhibitorler
mevcuttur. HAT inhibitorleri genel olarak dogal ve sentetik kaynakli olarak 2 grupta
siniflandinimaktadir. Dogal sinifinda anakardik asit, kurkumin, garsinol 9,

epigallokatesin 3 gallat, plumbagin ve gambogik asit sayilmaktadir [83-84].
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HAT inhibitorlerinin genel olarak NF-kB yolu ve p53 araciligiyla transkripsiyonu
baskiladigi bilinmektedir. Burada s6z konusu inhibitorler, alkilidin malonat gibi daha
Ozgun inhibitorlerin dahil olmasina yol acan baslangi¢ noktasidir [84]. HAT
inhibitorlerinin kullaniminda ve rutin tedavi modellerine dahil olmasinda gecirgenlik

ve 0zgullik parametrelerinin iyilestiriimesi gerekmektedir [85].

HAT inhibitorleri in vitro ve in vivo modellerde ¢ok sayida ¢alismada farkl kanser
turleri icin kullaniimistir. Cizelge 2.2’de yapilan ¢galismalarla hedefleri belirlenen bazi
HAT inhibitorleri verilmistir [86-107].

Cizelge 2.2. HAT inhibitérleri ve hedefleri

HAT inhibitorleri Hedef

Garsinol KAT3B

Kurkumin KAT3B

Anakardik Asit P300, PCAF

TH1834 KATS

Benziliden Barbiturik Asit KAT3B

izotiazolin Coklu

ICG-001 KAT3A/B-Katenin

C646 KAT3B

iskemin (bromodomain inhibitér) KAT2A-2B ve KAT3A-3B

2.6. Anakardik Asit (AA)

Kaju fistigl ve ginkodan elde edilen anakardik asit (6-pentadesil salisilik asit), hucre
zarini gegebilen, salisilik asit analogu histon asetil transferaz inhibitértadur (Sekil
2.3). Anakardik asidin anti-timdral, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar ve mide
koruyucu etkileri oldugu bugune kadar yapilan ¢alismalarda belirlenmistir [108-109].
Anakardik asit, kromatinin siki paketlenmesini uyararak ve transkripsiyonel aktiviteyi
azaltarak histon asetil transferaz enzimlerini baskilar. Ayrica, hiicre ¢godalmasini

baskilarken, apoptozu da uyarir [73].
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Sekil 2.3. Anakardik asid’in kimyasal yapisi [110]
2.7. Farnesil Transferaz inhibitérleri (FTIs)

Bazi proteinlerin, hicresel faaliyetlerin kontrolu igin farnesillenmesi gerekmekte olup
farnesillenme erken embriyogenezde ve yetiskin homeostazinda 6nem arz
etmektedir. izoprenil lipidin (farnesil veya geranilgeranil) bazi proteinlere (RAS vb.)

eklenmesi sonucu bu proteinler post translasyonel modifikasyona ugramaktadir.

Farnesil transferaz inhibitérleri, RAS proteini post translasyonel modifikasyonunun
prenilasyon asamasini baskilamak Uzere tasarlanmis hedefi Ras-aracili uyarilan
hicre c¢ogalmasi ve anti-apoptotik sinyalleri farnesil transferaz aktivitesini

baskilayarak azaltmak olan bir grup kanser tedavi ajanidir [111].

Ras proteini hiicre sinyal yolaklarinda, proliferasyonda, farklilasmada, apoptozda ve
migrasyonda onemli rol alir. Ras geninde meydana gelen mutasyon hucrelerin
kontrolsliz gogalmasina ve normal olmayan bir tablonun gelismesine neden olur.
Ras gen mutasyon prevelansi tim kanser turlerinde %30’dur. Bu durum kansere

yonelik ila¢ aragtirmalarinda Ras genini ve iligkili diger proteinler ile sinyal yolaklarini
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ilgi ¢ekici kilmaktadir. Ras islevlerinin baskilanmasi ve hicre ¢ogalmasinin kontrol

altina alinmasi hedef alinmaktadir [112-113].

Ras proteininin post translasyonel modifikasyonu, C-teminal ugta bulunan CAAX
bolgesindeki sistein tiyol grubuna, farnesilin farnesil transferaz sayesinde
baglanmasi ve modifikasyonu yonlendirmesi ile gerceklesir, FTI'ler CAAX kutusuna
farnesilin baglanmasini baskilayarak iglev gosterirler (Sekil 2.4) [114]. Ancak, in
vivo uygulamada in vitro uygulamadan farkli sorunlar mevcuttur. Ornegin, FTI'ler
tarafindan baskilanan farnesillenme, geranil ile gergceklesen geranilasyon adiyla
farnesillenmeye alternatif prenilasyon olarak Ras proteinlerinden N-Ras ve K-
Ras’da gorulirken, H-Ras’da goértlmemektedir. Farnesillenme de oldugu gibi
geranilasyonda da geranilgeranil transferaz aktivitesini baskilayan geranilgeranil
transferaz inhibitora ajanlar vardir [115]. Buglne kadar farkli dogal ve sentetik
FTI'ler kesfedilip etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmis, hatta R115777
(tipifarnib) gibi bazilari FDA tarafindan onaylanmis ve standart tedavi yontemleri

arasina girmistir [112].
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RAS- COMe (aktif)

Membran

RAS -C

a

Protein

FP Taz PMT/AAX Peptidaz

GG Taz |

Geranilgeranil PP « Farnesil PP RAS -CAAX (inaktif)

FP Taz: Farnesil Protein Transferaz

GG Taz: Geranilgeranil Protein Transferaz
PMT: Protein Metil Transferaz

PP: Pirofosfat

CAAX:

C -> Sistein

AA-> Alifatik Amino Asit

X-= |Bsin ve izoldsin disinda bir amino asit

Sekil 2.4. Ras proteininin post translasyonel modifikasyonu
2.7.1.LB42708

LB42708, Lee ve ark. tarafindan kesfedilmis yuksek tesirli, segici ve non-peptidik
farnesil transferaz inhibitoradur (Sekil 2.5) [116]. Farnesil transferaz ve geranil
geranil transferaz enzimlerini baskilayarak Ras proteinlerinin prenilasyon
mekanizmalarini, prenilasyon agamasindaki yan zincir transferini baskilayarak Ras
proteininin aktivasyonunu, MAPK/ERK/p38 ve PI3K/Akt yolagi ile hiicre cogalmasini

ve sagkalim sinyallerini baskilar [117-118].
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Sekil 2.5. LB42708’in kimyasal yapisi [119]

2.8. Hiicre Oliimii

Hucrenin 6lumu, hicre iginden veya digindan gelen sinyallere verdigi cevaplardan
[120] biridir ve buyume, gelisme, bir dizi bolinme - ¢ogalma surecinin son
basamagidir. Hucre c¢ogalmasi ve olum normal hucrelerde dengeli olarak
gerceklesirken bu dengenin bozulmasi basta kanser olmak Uzere pek ¢ok hastaliga
neden olmaktadir. Hicre 6lumu siniflandirmasi histolojik, morfolojik, biyokimyasal,
fonksiyonel ve molekuler 6zelliklere gore yapilabilmektedir. En yaygin kullanilan
siniflandirma 2012 yilinda Hiicre Olimi isimlendirme Komitesi (Nommenclature
Committee on Cell Death- NCCD) tarafindan yapilmistir (Sekil 2.6).
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Hiicre
Olimu

Programsiz
| ' | [
Nekroz Onkozis BK:gFr?IIZ| BEZSIE]‘-’:Z

icsel Apoptoz igsel Apoptoz

Dissal Apoptoz Mitotik Katastrof

Anoikis Otofaji

Piroptozis Entozis

Kornifikasyon Netozis
Partanatoz
Nekroptozis

Sekil 2.6. Hicre oluma siniflandirmasi [121]

2.8.1. Apoptoz

Apoptoz genlerle duzenlenen, RNA ve protein sentezi gerektiren enerji bagimli
biyokimyasal bir olay olup programli hicre olumunun hucre intihari olarak da
adlandirilan Qyesidir. Apoptoz embriyonik dénemde; fetusun sinaptik ag
olusumunda, parmak perdelerini kaldiriimasini, g6z kapaklarinin birbirinden
ayrilmasinda, postnatal donemde; kemik iliginde kan uretiminin dengede
tutulmasinda, menstrual siklusda endometriyum i¢ duvarinin yikimi ve hucrelerin
6lumunde, immun sistemde lenfositlerin mikroorganizma ile savasi sonrasi ortadan
kaldiriimasinda patolojik durumlarda ise organizmayi korumak igin virus ile enfekte
ediimis ve DNA hasarina ugramis hucreler ile kanser hucrelerinin

uzaklastiriimasinda rol alir [122].

insan viicudunda her saniye ylzlerce hiicre ¢ogalip sayilari artarken, kontrolsiiz
hlcre bolinmesinin organizmaya doguracagi yan etkilerin ortadan kaldirilmasi igin
apoptoz ile denge saglanir. Bu dengenin saglanamamasi basta kanser olmak tUzere
cok sayida hastalik ile iligkilendirilmistir. Apoptoz sureci mitokondriyal sinyal yolagi

(icsel) ve olum reseptdor aracihi sinyal yolagi (digsal) olmak Uzere 2 yolak ile



20

tetiklenirken; baglangi¢, entegrasyon/karar ve icra/degredasyon olmak tzere 3 ana

basamakta gergeklesmektedir [123].

Kansere kargi apoptozun uyarilmasini hedef alan calismalar arasinda 6lum
reseptorlerinin ve olum tetikleyici sinyal iletiminin olusumuna odaklanan galismalar
vardir. Normal hucrelerde ihtiyag dogrultusunda dogal olarak gergeklesen bu sireg
model alinmis ve geligtirilen rekombinant TRAIL ile apoptozun yapay olarak
uyariimasi amagclanmigtir. TRAIL ile apoptoz uyarilamaktadir ancak bu durum tim
kanser turleri icin gecgerli degildir. Farkl tiplerde meme kanserine sahip 20 meme
kanseri hicre hattinin TRAIL’e karsi cevaplari degerlendirilmis ve Ugli negatif 11
meme hulcre hattindan 8’inin TRAIL aracili apoptoza duyarl oldugu belirlenmisgtir.
Duyarh olan hlcre hatlarinin mezenkimal, digerlerinin ise epitelyal fenotipte oldugu
gorulmastur. HER2 amplifikasyonu olan 5 hucre hattindan 2’si duyarllik gosterirken,
ER pozitif hucrelerde duyarlilik gérulmemistir [124]. Bazi faz 1 ve faz 2 ¢alismalarda
kemoterapdtikler ve /veya radyasyon ile TRAIL, DR4, DRS’in uyarildigini ve kanser
hucrelerinin duyarlihgini arttigi bildirilmistir [125].

Apoptoz kansere kargi anahtar terapotik mekanizma olarak sayillmakta olup
mitokondri dis membran gecirgenligi (MOMP), kaspaz aktivitesi olmasa da hucre
olimunlu gergeklestirmektedir. Giampazolias ve arkadaslari mitokondri dis
membran gecirgenlidi ile indiklenen kaspaz bagimsiz hicre 6limunin (CICD),
kanser hucreleri ile micadelede etkinligine iliskin yaptiklari ¢alismada; kaspaz
bagimsiz hicre o6lumine ugrayan kanser hicrelerinin apoptoza goére guglu pro-
inflamatuar etkiler gosterdigini belirlediler. Culnki MOMP’nin NF-kB aktivitesini
uyararak apoptoz protein inhibitorlerini baskiladigi, CICD’in dahil olmasiyla ylksek
anti-tumorojenik etki gosterdigi ve bagisikligin kuvvetine bagh olarak da tumor
regrasyonunu uyarabildigi gosterilmistir. NF-kB aktivasyonuyla, MOMP’un hicre
6limUnu tetiklemesinin yani sira, ek sinyaller ortaya ¢ikarmakta ve CICD ile kanser
tedavisinde hucre 6lumunu rasyonel olarak desteklenmektedir [126].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler
3.1.1. Kullanilan cihazlar

+ Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)

* Invert mikroskop (Zeiss, Almanya)

+ CO2 inkubatoér (Sanyo, Japonya)

* Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

* Eppendorf Mastercycler® EP Gradient S otomatik 1s1 déngu cihazi (Eppendorf,
Almanya)

* Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya)

* LightCycler® 480 Gergek Zamanli PCR cihazi (Roche, Almanya)

* Mikroplaka okuyucu Spectramax M3 (Molecular Devices, ABD)

*  pH metre (WTW 422, Almanya)

+ Sogutmasiz santriflij (Hettich Mikro 22, Almanya)

* Sogutmali santrifij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

+ Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)

* Spin vorteks (Biosan, Rusya)

* Derin dondurucu, -30°C ve - 86°C (Sanyo, Japonya)

* Kuru Isitici Blok (Biosan, Rusya)
3.1.2. Kullanilan kitler

+ Cytotoxicity Detection Kit Plus LDH (Laktat Dehidrogenaz) (Roche, Aimanya)

«  High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya)

« LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Almanya)

+ PathScan® Cleaved Caspase-3 (Asp175) Sandwich ELISA Kit (Cell Signaling,
ABD)

« BCA Protein Miktar Tayin Kiti (Thermo Scientific, ABD)

« Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
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3.1.3. Kullanilan sarf malzemeleri

* Hucre dondurma ampuld (Greiner, Almanya)

* Hucre kultar flasklari (25 cm2 ve 75 cm2) (Corning, ABD)
» Hucre kultar tapleri (15, 50 mL) (Corning, ABD)

* Mikrosantrifuj tapleri (0.2, 0.5, 1,5 mL) (CLP, Almanya)

* Petri kabi, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)

* Pipet uclari (CLP, Almanya)

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

Anakardik asit (Sigma-Aldrich, Alimanya)

* Dimetil sulfoksit (DMSO) (Amresco, ABD)

DMEM besiyeri (HyClone, Thermo, ABD)

* Disodyum Fosfat (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich, Almanya)

* Monosodyum Fosfat (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich, Almanya)
+ Sodyum Klorur (NaCl) (Sigma-Aldrich, Almanya)

* Fenilmetilsilfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya)

* Fetal sigir serumu (FBS) (inaktif) (HyClone, Thermo, ABD)
*  Glutamin (HyClone, Thermo, ABD)

* Hucre Pargalama Codzeltisi (Roche, Almanya)

+ LB42708 (Tocris Bioscience, ABD)

*  MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium) (Sigma, ABD)
* Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD)

* Primerler (Alfa DNA, Almanya)

* Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)

* Universal Probe Library (UPL) Problari (Roche, Almanya)

3.2. Besiyeri ve Gozeltilerin Hazirlanigi

3.2.1. %10 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

200 mM L-glutaminden 10 ml alinip, 50 ml fetal sigir serumu (FBS) birlikte, 450 ml

DMEM (L-glutamin igermeyen) besiyerine eklendi. Daha sonra, penisilin (son
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konsantrasyonu 100 IU/mL) ve streptomisin (son konsantrasyonu 100 ug/mL) ilave

edilerek, deneylerde kullanilacak olan %10 FBS iceren DMEM besiyeri hazirlandi.

3.2.2. % 1 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

200 mM L-glutaminden 10 ml alinip, 5 ml FBS birlikte, 495 ml DMEM (L-glutamin
icermeyen) besiyerine eklendi. Daha sonra, penisilin (son konsantrasyonu 100
IU/mL) ve streptomisin (son konsantrasyonu 100 ug/mL) ilave edilerek, deneylerde

kullanilacak olan %1 FBS iceren DMEM besiyeri hazirlandi.

3.2.3. 5 mg/mL stok MTT hazirlanmasi

5 mg MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium) tartilip, Uzerine 1 mL steril

PBS eklendikten sonra 0.22 um filtreden suzllerek sterilize edildi.

3.2.4. 0,01 M PBS (pH:7.4) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasallar Miktar
Na2HPO4 1.09¢g
NaH2PO4 0.32¢g
NaCl 9¢g

Belirtilen kimyasallar tartildiktan sonra, 900 mL distile suda ¢ozuldu. NaOH veya
HCI ¢ozeltileri kullanilarak pH 7.4’e ayarlandi. Son hacim 1000 mL olacak sekilde

distile su eklendikten sonra 0.22 um filtreden suzulerek sterilize edildi.

3.2.5. 20 mM stok anakardik asit hazirlanmasi

25 mg anakardik asit tartilip son hacmi 3,6 ml olacak sekilde saf dimetilsulfoksit
(DMSO) igerisinde ¢ézuldu. Elde edilen stok ¢ozeltisi 1,5 ve 2 ml'lik mikrosantrifQj
tuplerine dagitilarak -20 °C’de saklandi.
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3.2.6. 20 mM stok LB42708 hazirlanmasi

10 mg LB42708 tartilip son hacmi 900 ul olacak sekilde saf DMSO igerisinde
¢6zlldu. Elde edilen stok ¢ozeltisi 1,5 ve 2 ml'lik mikrosantrifiij tiplerine dagitilarak
-20 °C’de saklandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hiicre kultiiri

MCEF-7 hicre hatti

Yuksek lisans tez galismasinda, bilimsel caligsmalar igin temin edilen ve sonrasinda

sivi azotta dondurulan MCF-7 hacreleri kullaniimistir.

Dondurulan MCF-7 hucrelerinin cozdurilmesi

%5 DMSO igeren FBS igerisinde dondurulmus olan MCF-7 hicreleri 37 °C ‘ye
ayarlanmis sicak su banyosunda 1 dk’dan az bir slirede ¢6ziildi ve 6nceden 37 °C’
ye 1sitilmig olan 10 mL %10 FBS iceren DMEM besiyerine alindi. 800 g’de 10 dk
santrifuj edildikten sonra ust kisim atildi. Hucrelerin Uzerine 10 mL yeni besiyeri
eklenip karistirildiktan sonra, hiicreler 25 cm?lik hlcre kultlir kaplarina (flask)
alinarak, 37 °C sicaklikta, %95 nem ve %5 CO2 olan inkibatdér ortaminda

¢ogalmalari igin birakildi.

Cogalan MCF-7 hicrelerin pasajlanmasi

Cogalan MCF-7 hcreleri, flasklari %80 oraninda kapladiginda, pasajlama islemine
gecildi. Flask’da bulunan besiyeri, hicrelere dokunmadan steril enjektor ile gekildi.
Hucrelerin UstinU kaplayacak kadar steril PBS eklenerek, hlicrelere zarar vermeden
flasktan tekrar cekildi. Boylelikle, hiucrelerin yikanmasi saglandi. Flask yluzeyinden
hacrelerin - kaldirilmasi igin - Tripsin-EDTA  (%0.25 Tripsin-0.53 mM EDTA)
gozeltisinden (25 cm? flasklar igin 1 mL, 75 cm?lik flasklar igin 3 mL) eklendi.
Flasklar CO2’li inkibatérde 5 dk bekletildikten sonra, hicrelerin flask ylzeyinden

kalkip kalkmadigi kontrol edildi. Tripsin enzim aktivitesinin durdurulmasi igin
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kullanilan tripsin miktarinin 2 kati oraninda yeni besiyeri flaska eklendi. 10 ml’lik
falcon tiipiine alinan hiicreler 800 g’de 10 dk santrifiij edildi. Ustte bulunan sivi
besiyeri atildi. Hicrelerin Uzerine 1 mL %10 FBS iceren DMEM eklendi. Hucreler
Neubauer laminda sayilarak hiicre sayisi bulundu. Yeni flasklara alinan hicrelerin
ustiine %10 FBS iceren DMEM eklenerek, 37 °C sicaklikta, %95 nem ve %5 CO2

olan inkubator ortamina hicreler gogalmalari igin birakildi.
3.3.2. Hicre canlihiginin MTT yontemi ile belirlenmesi

AA ve LB42708’in MCF-7 hucrelerinde, hiicre canliigina olan etkisinin belirlenmesi
icin kolorimetrik MTT yontemi kullanildi. Cogalan MCF-7 hucreleri (bakiniz 3.3.1.3)
pasajlandi. Hucrelerin Gzerine 1 mL %1 FBS iceren DMEM eklenip, hicre sayimi
yapildi. Hicreler, %1 FBS iceren DMEM igerisinde homojen bir sekilde dagitildiktan
sonra 96 kuyulu hiicre kiltur kaplarina her kuyuya 10* hiicre/100 yL olacak sekilde
ekilip 24 saat bekletildi. %1 FBS iceren DMEM ile seyreltiimis LB42708 degdisen
konsantrasyonlarda (0.1-100 uM) MCF-7 hicrelerine 24 saat suresince uygulandi
ve LB42708’in MCF-7 hucreleri Uzerindeki ICso dozu belirlendi. %1 FBS igeren
DMEM ile seyreltiimis AA degisen konsantrasyonlarda (5, 10, 25 ve 50 uM) ve
surelerde ( 2, 4, 6 ve 24 saat) MCF-7 hucrelerine uygulandi. AA ve LB42708'in
¢bzucusu olan DMSO’nun, MCF-7 hucrelerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla,
kontrol hicrelerine ayni miktarda DMSO, ayni surelerde eklendi. Ayrica, AA'in kisa
sureli sabit konsantrasyonda uygulanmasini takiben ortama LB42708 eklenmesi ile
birlikte MCF-7 hucrelerinin LB42708’e duyarli hale getirip getirmedigi arastirildi.
Anabilim dalimizda bir baska hicre hattinda yapilan ¢alismada (mezotel), yapilan
literatir taramasinda ve denemelerimizde alinan sonuglar géz 6nune alinarak, 4
saat sure ile 25 yM AA 0n uygulamasi yapildi. 4 saat sonunda AA ortamdan
uzaklastirlmadan degisen konsantrasyonlarda (5, 10 ve 25 uM) LB42708, MCF-7
hlcrelerine 24 saat daha uygulandi ve bu slre sonunda her iki ajanin da hicreler

uzerindeki etkileri incelendi.

Belirtilen surelerin sonunda, kuyularda bulunan besiyeri uzaklastirildi. Her bir
kuyuda bulunan hicreler Gzerine 100 ul %1 FBS iceren DMEM besiyeri ve ardindan
10 ul stok MTT c¢ozeltisinden eklendi. Hicreler 4 saat siresi ile 37 °C sicaklikta,

%95 nem ve %5 CO:2 olan inklibator ortamina birakildi. Bu slire sonunda olusan
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formazan kristalleri 100 pl DMSO ile ¢6zuldu ve 570 nm dalga boyunda ELISA
mikroplaka okuyucuda (Spectramax M3 plate reader, Molecular Devices, ABD)
absorbans degerleri belirlendi. Kontrol gruplari ve uygulanan ajanlarin her bir
konsantrasyonu i¢in 6 kuyu degerlendirilerek ortalamasi alindi. Kontrol gruplarinin
ortalama absorbans degerleri, hicrelerin tamdnun (%100) canli oldugu absorbans
dedgeri olarak kabul edildi, MCF-7 hicrelerine uygulanan ajanlarin
konsantrasyonlarindan elde edilip ortalamasi alinan absorbans degerleri, kontrol

absorbans degerine oranlanarak yuzde canlilik olarak belirlendi.

3.3.3. Besiyerine salinan laktat dehidrojenaz (LDH) miktarinin olgiilerek

sitotoksik etkinin belirlenmesi

Laktat Dehidrojenaz (LDH), glikoliz sonucu olusan piruvatin laktat'a déndsimunu
katalizleyen sitoplazmik bir enzimdir. Hlcre zari hasarlandiginda veya hucre olumu
gerceklestiginde, LDH sitoplazmadan besiyerine salinmaktadir. Bu ydntem,
besiyerine salinan LDH miktarina gore hicre canlilik oraninin degerlendiriimesi
esasina dayanir. Besiyerine salinan LDH miktarinin belirlenmesinde, Cytotoxicity

Detection (LDH) kiti kullanildi. Kitin uygulama basamaklari asagida sirasiyla

belirtildi.

1. 96 kuyulu hiicre kiltir kabina, her bir kuyuda 10* MCF-7 hicresi olacak sekilde
%1 FBS iceren DMEM besiyeri ile ekim yapildi.

2. 24 saat sonrasli hucrelerin kultur kabina yapigip yapismadigr mikroskop altinda
kontrol edildikten sonra, kullanilan ajanlarin MTT analiz sonucu ile belirlenen
sure ve konsantrasyonlari MCF-7 hucrelerine uygulandi.

3. Kitigerinde 3 farkli kontrol tanimlanmistir; Kér Kontrol: %1’lik FBS iceren DMEM
besiyerini, Dusuk Kontrol: %7’lik FBS iceren DMEM besiyeri ve MCF-7
hicrelerini, Yiksek Kontrol: %1’lik FBS iceren DMEM besiyeri, MCF-7 hicreleri
ve Triton X-100 ¢ozeltisini icermektedir.

4. Ajanlarin uygulama suresinin sonunda, kuyularda bulunan 100 uL besiyeri bir
baska 96 kuyulu hicre kabina alindi.

5. Kit igeriginde bulunan c¢ozeltilerden taze reaksiyon karigimi hazirlanarak, her
kuyuya bu karisimdan 100uL eklendi. 96 kuyulu kultir kabi 30 dk karanlik
ortamda bekletildi.



27

6. Sure sonunda 490 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, ELISA mikroplaka
okuyucu (Spectramax M3 plate reader, Molecular Devices, ABD) ile belirlendi.
Kontrol gruplari ve uygulanan ajanlarin her konsantrasyonu ic¢in 3 kuyu
degerlendirilerek ortalama absorbans degerleri belirlendi.

7. Besiyerine salinan LDH miktarinin yuzdesi, asagida belirtilen “Es.3.1” formal

kullanilarak belirlendi.

Ornek abs. -dlisiik kontrol abs. y
Yuksek kontrol abs. -dusuk kontrol abs

Sitotoksisite (%)= 100 (3.1.)

3.3.4. MCF-7 hucrelerinden protein eldesi

6 kuyulu hiicre kiltir kabina, her bir kuyuda 108 MCF-7 hicresi olacak sekilde %1
FBS iceren DMEM besiyeri ile ekim yapildi. 24 saat sonra hticrelerin kiltir kabina
yapisip yapismadigi mikroskop altinda kontrol edildikten sonra, kullanilan ajanlarin
MTT ve LDH analiz sonucu ile belirlenen sire ve konsantrasyonlari MCF-7
hdcrelerine uygulandi. Kontrol gruplari ve uygulanan ajanlarin her konsantrasyonu
icin 3 kuyu degerlendirildi. Ajanlarin uygulama suresinin sonunda, kuyularda
bulunan besiyeri uzaklastirilip, hiicreler soduk 1X PBS ile buz Gzerinde bir defa
yikandi. Ortamdan PBS uzaklastirilip, igerisinde 1 mM PMSF bulunan 0.5 mL soguk
hidcre parcalama ¢ozeltisi MCF-7 hacreleri Uzerine eklenip, 5 dk buz Uzerinde
bekletildi. Huicre kaziyici ile 6 kuyulu hicre kultir kabinda bulunan MCF-7
hicreleri/hiicre lizatt  siyrilarak mikrosantrifij tlplne aktarildi.  Ultrasonik
homojenizatérde MCF-7 hlcreleri 15 sn boyunca pargalandi. Hucreler 5500 g’de 10
dk +4 C’de santrifijj edildi. Ust kisimda yer alan sivi faz yeni bir mikrosantrifijj tiipiine
aktarildi.

3.3.5. Protein miktarinin élgiimu

MCF-7 hucrelerinden elde edilen total protein miktarinin belirlenmesinde BCA
Protein miktar kiti kullanildi. Kit iceriginde bulunan miktari belirli sigir serum
albiminden (BSA) seyreltme yapilarak konsantrasyonlari 25 ug-2000 pg arasinda
degisen 7 protein standarti hazirlandi. Kit icerinde bulunan A ve B ¢ozeltileri

belirtildigi Uzere 50:1 oraninda karistirilarak protein standartlari Uzerine eklendi.
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Kuru 1sitici blok 37°C’ye ayarlanarak, protein standartlari 30 dk boyunca 37 °C’de
bekletildi. Kuru isitici bloktan alinan protein standartlarinin konsantrasyonlari
NanoDrop ND-1000 cihazinda 562 nm’de absorbans degerleri l¢ulip, standart egri
cizdirildi. Hucrelerden elde dilen protein miktarinin belirlenmesi icin, yukarida
siralanan basamaklar tekrar edildi. iIzole edilen protein drnekleri kuru isitici bloktan
alindiktan sonra, ayni sekilde 562 nm’de absorbans dederleri dl¢ulup, olusturulan

standart egri ile karsilastirilarak konsantrasyon degerleri belirlendi.

3.3.6. Aktif kaspaz 3 miktarinin belirlenmesi

AA ve LB42708'in MCF-7 hucrelerinde, aktif kaspaz 3 miktarina olan etkisinin
belirlenmesi icin PathScan® Cleaved Kaspaz-3 (Asp175) Sandwich ELISA Kiti
kullanildi. Kitin uygulama basamaklari asagida sirasiyla belirtildi.

1. Konsantrasyonu belirlenen protein orneklerinden 100 uL alinarak, kitin iginde
bulunan antikor ile kaplanmis 96 kuyulu kaltir kabina 6rnek sayisi kadar eklendi.
Her bir drnek ¢ift tekrarl ¢alisildi. Kuyularin tGzeri bant ile kapatilarak, 24 saat
boyunca 37 °C’de bekletildi.

2. Sure bitiminde, kuyularda bulunan igerik mikropipet yardimiyla uzaklastirildi.
Kuyulara 200 yL 1X yikama tamponu eklenip, mikropipet yardimiyla tekrar
uzaklastirildi. Bu islem 4 kez gercgeklestirildi.

3. Kitin igerisinde bulunan primer antikordan 100 yuL mikropipet yardimiyla ¢ekilip
her kuyuya eklendi. Kuyularin Gzeri bant ile kapatilarak,1 saat boyunca 37 °C’de
bekletildi. Slre bitiminde, kuyularda bulunan igerik mikropipet yardimiyla
uzaklastiriidi. Kuyulara 200 pL 1X yikama tamponu eklenip, mikropipet
yardimiyla tekrar uzaklastirildi. Bu islem 4 kez gergeklestirildi.

4. Kitin icerisinde bulunan yaban turpu peroksidazi (HRP) baglanmis ikinci
antikordan 100 yL mikropipet yardimiyla ¢ekilip her kuyuya eklendi. Kuyularin
Uzeri bant ile kapatilarak, 30 dk boyunca 37 °C’de bekletildi. Sure bitiminde,
kuyularda bulunan igerik mikropipet yardimiyla uzaklastirildi. Kuyulara 200 uL
1X yikama tamponu eklenip, mikropipet yardimiyla tekrar uzaklastirildi. Bu islem
4 kez gergeklestirildi.

5. Kitin igerisinde bulunan renksiz TMB substratindan 100 pL mikropipet
yardimiyla gekilip her kuyuya eklendi. Kuyularin Uzeri bant ile kapatilarak, 10 dk
boyunca 37 °C’de bekletildi.
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TMB substrati, peroksidaz tarafindan pargalandiktan sonra kuyularda mavi renk
olusumu belirlendi. Kitin igerisinde bulunan reaksiyonu durduran ¢ozeltiden 100
ML mikropipet yardimiyla ¢ekilip her kuyuya eklendi. Kuyularda gézlenen mavi
renk bu islemden sonra sari renge donustu.

Orneklerde bulunan aktif kaspaz-3 miktarinin belirlenmesi igin, olusan sari
rengin absorbansi Spectramax M3 mikroplaka okuyucuda 450 nm’de
gercgeklestirildi. Herhangi bir ajan veriimemis olan kontrol orneklerine ait
absorbans degeri 1 olarak kabul edilip bu degerin ortalamasi alindi.
Calismamizda kullanilan ajanlarin gesgitli konsantrasyonlarda tek baslarina veya
birlikte uygulandigi érneklerin absorbans dedgerinin ortalamalari hesaplanip,
kontrol absorbans ortalama degeri ile karsilastirilarak, aktif kaspaz 3 miktari

belirlendi.

3.3.7. Hiicre kiiltiiriinden total RNA’nin elde edilmesi

AA ve LB42708 uygulama surelerinin dolmasiyla, MCF-7 hucrelerinden RNA

izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak, asagida yazil olan protokole

gore biyoguvenlik kabininin iginde yapildi.

1.

AA ve LB42708 uygulama surelerinin dolmasinin ardindan hicrelerin Gzerinden
besiyeri uzaklastirildi ve hicrelerin Gzerine 200 pL soguk PBS ve ardindan 400
ML Lizis tamponu eklenerek 15 sn vortekslendi.

Kit iceriginde bulunan filtre ve toplama tupu i¢ ige yerlestirildikten sonra PBS ve
lizis tamponu karisimi filtre Gstline aktarildi.

Filtre ve toplama tlpU santriflje yerlestirilerek 9000 rpm’de 15 sn santrifij edildi.
Santriflj sonrasi toplama tupunde toplanan sivi kisim atilarak, filtre ayni toplama
tupune tekrar yerlegtirildi.

Her bir 6rnek i¢in 90 yL DNaz inkibasyon tamponu ve 10uL DNaz [ filtrenin orta
kismina eklenerek 15 dk oda sicakliginda bekletildi.

Sure bitiminde, 500 pL’lik 1. yikama ¢ozeltisi filtre Uzerine eklendi ve filtre ve
toplama tipl 9000 rpm’de 15 sn santrifij edildi. Santrifij sonrasi toplama
tipunde toplanan sivi kisim atildiktan sonra filtre ayni toplama tlpu igerisine
yerlestirildi.

500 pLl’lik 2. yikama ¢ozeltisi filtre Gzerine eklendi ve tekrar filtre ve toplama tipa

santrifije yerlestirilerek 9000 rpm’de 15 sn santriflij edildi. Santrifiij sonrasi
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toplama tupinde toplanan sivi kisim atildiktan sonra filtre ayni toplama tipu
icerisine yerlestirildi.

8. 2. yikkama ¢dzeltisinden her bir érnek icin 200 uL filtre Gzerine eklendi, filtre ve
toplama tlpu 13500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

9. Santrifuj sonrasi toplama tupu atildiktan sonra, filtre steril 1.5 ml’lik mikrosantrifdj
tupune yerlestirildi.

10. Her bir 6rnek igcin 20 uL seyreltme c¢ozeltisi filtre Gzerine eklendi, filtre ve
mikrosantrifij tipd 9000 rpm’de 1 dk santriflj edildi.

11. Mikrosantriflj tupinde toplanan RNA’larin miktarlari ve safligi “NanoDrop ND-
1000 Spektrofotometre” cihazinda oOlgulerek nicel gergek zamanli PCR’ da

kullanilacak gune kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.3.8. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda d&lgulerek
mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Random hekzamerler kullanilarak total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve

miktarlari Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA tepkime karisimi

Son Konsantrasyon Hacim
Steril H20-PCR grade - RNA miktarina gére degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgClz) 4uL
dNTP 1mM 2uL
Random hekzamer primeri 60uM 2L
RNaz inhibitori 20 Unite 0.5uL
Transkriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0.5uL
Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde

cDNA tepkime karisimi ince geperli 0.2 ml’lik tiplere dagitildiktan sonra elde edilen
total RNA eklendi.
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Reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) programi

Otomatik 1s1 dongusu cihazi, Cizelge 3.2°de belirtilen programa ayarlanarak cDNA

sentezi yapildi.

Cizelge 3.2. Otomatik 1s1 dénglsu cihazinda uygulanan program

Sicaklik Zaman DdAngu sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters Transkripsiyon 50°C 60dk 1
inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

3.3.9. Gen ifadesinin real-time PCR ile belirlenmesi

BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC ve cFOS genlerinin mRNA miktarlari,
nicel gercek zamanli PCR ydéntemi ile Light Cycler (LC) cihazi kullanilarak belirlendi.
Amplifikasyonlar 20 uL toplam tepkime hacmi icerisinde; cDNA, mRNA’ya 6zgu
primerler, UPL probu, LightCycler TagMan Master karigsimi ve distile su kullanilarak
gerceklestirildi. BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC ve cFOS gen ifade

miktarlarini normalize etmek icin GAPDH mRNA dizeyi referans olarak alindi.

BCL2 geninin ifade dizeyinin kantitatif analizi

BCL2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmigtir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.1’de gdsterilmistir.

BCL2 Forward primer: 5- AGTACCTGAACCGGCACCT -3’
BCL2 Reverse primer: 5- GCCGTACAGTTCCACAAAGG -3’
75 numarali prob dizisi: 5’- GGAGGCTG -3’

5'-AGTACCTGAACCGGCACCT-3’ 5'-GG
519 CGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCACCTGCACACCTGGATCCAGGATAACGG

AGGCTG-3'
ST9AGGCTGGGATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCCCCAGCATGCGGCCTCTGTTTGATTTCTC
3’-GGAAACACCTTGACATGCCG-5’

Sekil 3.1. BCL2 mRNA'’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000398117 girig
no’lu dizi) Translasyon baslangi¢ nikleotidine gére numaralandiriimigtir
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BCL2L1 geninin ifade dizeyinin kantitatif analizi

BCL2L1 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmistir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.2’de gdsterilmistir.

BCL2L1 Forward primer: 5- GCCACTTACCTGAATGACCAC -3’
BCL2L1 Reverse primer: 5- TGCTGCATTGTTCCCATAGA -3’
2 numarali prob dizisi: 5’- CAGGAGAA -3’

5’- GCCACTTACCTGAATGACCAC -3’
901 AGTCGGATCGCAGCTTGGATGGCCACTTACCTGAATGACCACCTAGAGCCTTGGATCCAG
5’-CAG

961 GAGAACGGCGGCTGGGATACTTTTGTGGAACTCTATGGGAACAATGCAGCAGCCGAGAGC
GAGAA -3’ 3’- AGATACCCTTGTTACGTCGT-5’

Sekil 3.2. BCL2L1 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000307677.4 giris
no’lu dizi). Translasyon baslangi¢ nikleotidine gére numaralandiriimigstir.

BAX geninin ifade dizeyinin kantitatif analizi

BAX genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmistir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.3’ te gosterilmigtir.

BAX Forward primer: 5’- ATGTTTTCTGACGGCAACTTC-3’
BAX Reverse primer: 5- ATCAGTTCCGGCACCTTG-3
57 numarali prob dizisi: 5’- CTGGGGCC -3’

5-ATGTTT
241 GCCGCCGTGGACACAGACTCCCCCCGAGAGGTCTTTTTCCGAGTGGCAGCTGACATGTTT

TCTGACGGCAACTTC-3’
301 TCTGACGGCAACTTCAACTGGGGCCGGGTTGTCGCCCTTTTCTACTTTGCCAGCAAACTG
5-CTGGGGCC-3’

361 GTGCTCAAGGCCCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACTGATCAGAACCATCATGGGCTGGACA
3'-GTTCCACGGCCTTGACTA-S

Sekil 3.3. BAX mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000293288 giris
no’lu dizi) Translasyon baslangi¢ nikleotidine gére numaralandiriimigtir
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BAK geninin ifade diizeyinin kantitatif analizi

BAK genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmistir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.4’ te gosterilmisgtir.

BAK Forward primer: 5- AAACTGGGCTCCCACTCA -3
BAK Reverse primer: 5- CAGTGGAGGACGGGATCA -3’
66 numarali prob dizisi: 5'- CAGCAGCC -3’

S5'-AAACT
61 GGGACAAGTAAAGGCTACATCCAGATGCCGGGAATGCACTGACGCCCATTCCTGGAAACT

GGGCTCCCACTCA-3’ 5'-CAGCAGCC-3’
121 GGGCTCCCACTCAGCCCCTGGGAGCAGCAGCCGCCAGCCCCTCGGGACCTCCATCTCCAC

181 CCTGCTGAGCCACCCGGGTTGGGCCAGGATCCCGGCAGGCTGATCCCGTCCTCCACTGAG
3'-ACTAGGGCAGGAGGTGAC-5

Sekil 3.4. BAK mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000374467 giris
no’lu dizi) Translasyon basglangi¢ nikleotidine gére numaralandirilmigtir

CCND1 geninin ifade diizeyinin kantitatif analizi

CCND1 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmigtir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.5’ te gosterilmistir.

CCND1 Forward primer: 5- GCCGAGAAGCTGTGCATC -3’
CCND1 Reverse primer: 5°- CCACTTGAGCTTGTTCACCA -3
58 numarali prob dizisi: 5’- CTCCATCC -3’

5-GCCGAGAAGCTGT
314 CTTGCATGTTCGTGGCCTCTAAGATGAAGGAGACCATCCCCCTGACGGCCGAGAAGCTGT

GCATC-3’ 5-CTCCATCC-¥ 3'-ACC
374 GCATCTACACCGACAACTCCATCCGGCCCGAGGAGCTGCTGCAAATGGAGCTGCTCCTGG

434 TGAACAAGCTCAAGTGGAACCTGGCCGCAATGACCCCGCACGATTTCATTGAACACTTCC
ACTTGTTCGAGTTCAC-%

Sekil 3.5. CCND1 mRNA'sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000227507 qiris
no’lu dizi) Translasyon baslangi¢ nikleotidine gére numaralandiriimistir
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cMYC geninin ifade dizeyinin kantitatif analizi

cMYC genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmistir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.6’ de gdsterilmisgtir.

cMYC Forward primer: 5’- GCTGCTTAGACGCTGGATTT -3
cMYC Reverse primer: 5’- TAACGTTGAGGGGCATCG -3’
75 numarali prob dizisi: 5’- CTCCATCC -3’

5'- GCTGCTTAGACGCTGGATTT -3’ 5'- CAG -3
481 TGAAAGGCTCTCCTTGCAGCTGCTTAGACGCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAG
5’- CAGCC-3’ 5’- CGATGCCCCTCAACGTTA-3’
541 CAGCCTCCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTATGACCTCGAC

Sekil 3.6. cMYC mRNA'sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000377970 giris
no’lu dizi) Translasyon baslangi¢ nikleotidine gore numaralandiriimigtir

cFOS geninin ifade dizeyinin kantitatif analizi

cFOS genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida verilmistir. Prob ve

primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 3.7’ de gdsterilmistir.

cFOS Forward primer: 5’- ACTACCACTCACCCGCAGAC -3
cFOS Reverse primer: 5°- CCAGGTCCGTGCAGAAGT -3’
67 numarali prob dizisi: 5’- CTCCAGCA -3’

5’- CTACCACTCACCCGCAGACT -3’
241 ACTACCACTCACCCGCAGACTCCTTCICCAGCATGGGCTCGCCTGTCAACGCGCAGTGCC
5’- CTCCAGCA -3’

301 AACTTCATTCCCACGGTCACTGCCATCTCGACCAGTCCGGACCTGCAGTGGCTGGTGCAG
3’-TTGAAGTAAGGGTGCCAGTG-5’

Sekil 3.7. cFOS mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000554212.5 girig
no’lu dizi) Translasyon basglangi¢ nikleotidine gére numaralandiriimigtir.
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GAPDH geninin ifade dizeyinin kantitatif analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri Sekil 3.8’ de

gOsterilmistir.

GAPDH Forward primer: 5- AGCCACATCGCTCAGACAC -3’
GAPDH Reverse primer: 5- GCCCAATACGACCAAATCC -3’
60 numarali prob dizisi: 5’- TGGGGAAG -3’

5'-AGCCACATCGCTCA
601 CCTCCTGTTCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCTCA

GACAC-¥
661 GACACCATGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTGGGCGCCTGGTC
5'-TGGGGAAG-3' 3'-CCTAAACCAGCATAACCCG-Y

Sekil 3.8. GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000229239 giris
no’lu dizi) Translasyon baslangi¢ nikleotidine gére numaralandiriimistir.

BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC, cFOS ve GAPDH genleri icin real time
PCR tepkime karisimlari

BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC, cFOS ve GAPDH genlerine uygun
verilen primer ve problar kullanilarak nicel ger¢cek zamanli PCR tepkimesi LC
cihazinda gercgeklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak igin kullanilan bilegenlerin

miktarlar Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC, cFOS ve GAPDH nicel
gercek zamanlh PCR tepkime karisimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH20 - 6.2uL
MgCl2 (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/yL) 2.5pmol 0.25uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
UPL prob (100pmol/yL) 10pmol 0.1uL
Light Cycler 480 prob master karigimi (10x) 1x 1uL
cDNA - 1uL
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Light cycler (LC) deney programi

Nicel gercek zamanli PCR karigimlari hazirlandiktan sonra 96 kuyulu
mikroplakalara dagitihp, daha oOnceden elde edilen cDNA’lar eklendi.
Mikroplakalarin Gzeri seffaf kapatici ile 6rtildikten sonra, mikroplakalar Light Cycler
480 cihazina yerlestirildi. Cizelge 3.4’te belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi. BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1,
cMYC, cFOS ve GAPDH genleri igin ayni program kullanildi. Reaksiyon sonucu,
BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC, cFOS ve GAPDH genlerinin mRNA
ifade dluzeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. BCL2, BCL2L1,
BAX, BAK, CCND1, cMYC ve cFOS genleri ifade dlzeyleri GAPDH ifade dizeyine

gore normalize edildi.

Cizelge 3.4. BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC, cFOS ve GAPDH
genlerinin ifade dizeylerinin belirlenmesi igin kullanilan nicel gergek
zamanli PCR tepkime programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger

Doénguler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 95

inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk

Sicaklk Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2

Hedef Sicaklik (°C) 95 60

inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn

Sicaklk Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn

Sicaklk Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
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3.4. istatistiksel Analiz Yontemleri

Konsantrasyon ve kullanilan ajanlarin uygulama surelerine bagli olarak degisen
BCL2, BCL2L1, BAX, BAK, CCND1, cMYC, cFOS mRNA ifade duzeylerindeki
farkhliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programi ile karsilastiriidi [127]. Hucre
canlihgi, apoptoz ve sitotoksitite oranlardaki degisimler ise “tek yonli Anova” testiyle
karsilastinldi. Veriler “SPSS 15.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.

0.05’den kuguk olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tekli Uygulamalarin Hiicre Canliigi Uzerine Etkilerinin MTT Yontemi ile

Belirlenmesi

LB42708'in degisen konsantrasyonlarda, AA’nin degisen sure ve konsantrasyon
araliklarinda tek baglarina MCF-7 hucrelerine uygulanmalarinin hicre canhhigina

olan etkileri ile bu sonuglarin istatistiksel anlamliliklari degerlendirildi.

4.1.1. LB42708’in hicre canlhhig uzerine etkilerinin MTT yontemi ile

belirlenmesi

LB42708, MCF-7 hicrelerine 24 saat uygulandiktan sonra yapilan
degerlendirmede, hicre canliliginin konsantrasyona bagli olarak azaldigi belirlendi.
LB42708'in 0.1 ve 0.5 uM oldugu konsantrasyonlarda MCF-7 hucrelerindeki
canhligin %100 oldugu goéruldu. Hiucre canhihiginin, 1 ve 5 uM konsantrasyonlarda
%99, 10 uM konsantrasyonda %98 ve 20 ile 30 uM konsantrasyonlarda ise %93
duzeylerinde oldugu belirlendi. Bu sonuglar istatistiksel degerlendirme sonrasi
anlaml bulunmadi (p>0.05). Ancak, LB42708 40-80 uM konsantrasyon araliginda
MCF-7 hucrelerine uygulandiginda, hucre canhhiginin %88-83 duzeylerinde oldugu
ve kontrol ile karsilastirildiginda bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (p<0.05). Ayrica, 90 ve 100 uM LB42708 konsantrasyonlarinin hicrelere
uygulanmasi sonucu, hicre canlilik oranlarinin sirasiyla % 77 (p<0.05) ve % 71
(p<0.01) oldugu ve bu azalmanin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil
4.1).
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Sekil 4.1. MCF-7 hucrelerine LB42708’in degisen konsantrasyonlarda 24 saat
suresince uygulanmasi sonucu belirlenen hucre canlihk oranlari.
*:p<0.05,**:p<0.01

4.1.2. Anakardik asit’in hiicre canlhilhigi lzerine etkilerinin MTT yontemi ile

belirlenmesi

Anakardik asit (AA), MCF-7 hucrelerine 2, 4, 6 ve 24 saat uygulandiktan sonra, MTT
yontemi ile hicre canlihdinin konsantrasyonlara gore degigimleri belirlendi. 2 saat
suresince 5 ve 10 uM AA konsantrasyonlarinin MCF-7 hucrelerine uygulanmasi
sonucu, hicre canllik oranlarinin %96 oldugu ve bu sonuglarin istatistiksel olarak
anlamli olmadi§i saptandi (p>0.05). Ote yandan, kontrol ile karsilastirildiginda,
MCF-7 hucrelerine 2 saat boyunca AA asit uygulandiginda, AA’nin 25 ve 50 uyM
konsantrasyonlarinda hicre canhhiginin sirasiyla, %91 (p<0.05) ve %78 (p<0.01)
oldugu ve bu azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Ancak, AA 4,
6 ve 24 saat boyunca 5, 10, 25 ve 50 pyM konsantrasyonlarda MCF-7 hucrelerine
uygulandiginda goézlenen degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlendi (p>0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. MCF-7 hucrelerine AA’in  degisen slre ve konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hucre canlilik oranlari. *:p<0.05,
**:p<0.01

4.2. MCF-7 Hucrelerine Tek Basina AA Uygulamasi Ardindan, LB42708’in de

Ortama Eklenmesi Sonucu Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

MCF-7 hacrelerine oOncelikle 2 ve 4 saat boyunca 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda AA tek basina uygulandi. Sire bitimlerinde AA ortamdan
uzaklastirlmadan, 5, 10, 25 ve 50 uyM LB42708 kuyulara eklendikten 24 saat

sonundaki hucre canlilik oranlari belirlendi.

4.2.1. Sabit AA konsantrasyonunun (10 pM) 2 ve 4 saat tek bagina uygulanmasi
ardindan, LB42708’in de degisen konsantrasyonlarda ortama eklenmesi

sonucu, MCF-7 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlari

MCF-7 hucrelerine 10 uM sabit AA konsantrasyonu 2 ve 4 saat uygulanip (6n
kosullama), kuyulara 5 pM LB42708 eklendikten 24 saat sonraki hicre canlilik
oranlari belirlendi. Hucre canliiginin 2 saat AA 6n kosullamasinda %84 (p<0.05) ve
4 saat AA 6n kosullamasinda %95 oldugu belirlendi. Hicrelere 2 saat AA 6n
kosullama yapilmasinin ardindan eklenen 10 uM LB42708'in 24 saat sonundaki
hiacre canlihk oraninin %74 oldugu belirlenirken, 4 saat AA 6n kosullamasinin
ardindan eklenen 10 uM LB42708’in 24 saat sonundaki hucre canlilik oraninin %83
oldugu saptandi (p<0.05). 2 saat AA 6n kosullamasi yapilmasinin ardindan eklenen
25 uM LB42708in ise 24 saat sonundaki hicre canhlik oraninin %64 oldugu
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saptanirken, 4 saat AA On kosullamasinda ise bu oranin %68 oldugu belirlendi
(p<0.01). Son olarak, her iki AA 6n kosullama suresinde de, 50 uM LB42708
uygulamasinin htcre canlilik oraninin ayni oldugu [%37 (p<0.001)] saptandi (Sekil
4.3).
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+10 uM AA +10 uM AA
a. 2 saat b. 4 saat

Sekil 4.3. Sabit 10 yM AA konsantrasyonunun 2 ve 4 saat MCF-7 hlcrelerine 6n
uygulamasini takiben kuyulara eklenen 5, 10, 25 ve 50 yM LB42708 ile
birlikte 24 saat bekletiimesinden sonra kontrol ile karsilagtirilarak
belirlenen hicre canlilik oranlari. *:p<0.05,**:p<0.01 ve [:p<0.001

4.2.2. Sabit AA konsantrasyonunun (25 uM) 2 ve 4 saat tek bagsina uygulanmasi
ardindan, LB42708’in de degisen konsantrasyonlarda ortama eklenmesi

sonucu, MCF-7 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlari

MCF-7 hucrelerine 25 uM sabit AA ile 2 ve 4 saat 6n kosullama yapilip, kuyulara
degisen konsantrasyonda LB42708 eklendikten 24 saat sonraki hucre canhlik
oranlari belirlendi. Hucrelere 2 saat AA 6n kosullamasi yapilmasindan sonra 5 yM
LB42708 eklendikten 24 saat sonra hicre canlilik oraninin %88 oldugu saptanirken,
4 saat AA 6n kosullamanin ardindan 5 uM LB42708 eklendikten 24 saat sonra hucre
canlilik oraninin ise %89 oldugu tespit edildi (p<0.05). 2 ve 4 saat AA 6n
kosullamasindan sonra 10 yM LB42708 eklenmesiyle hicre canhliginin sirasiyla
%68 (p<0.01) ve %77 (p<0.05) oldugu belirlendi. LB42708 konsantrasyonunun 2 ve
4 saatlik AA 6n kosullamalari sonrasi 25 pM’a yukseltiimesi ile hiacre canliliginin
sirasiyla %50 ve %52 (p<0.001), 50 uM LB42708 eklendiginde ise hiicre canliiginin
%30 ve %28 (p<0.001) oldugu saptandi (Sekil 4.4).



43

120 120

100 100

* ®
80 N *
*
60
I J
40 1 I s

Canhilik Orani (%)
D o]
o o

Canhlik Orani (%)

=y
o

Kontrol 5pM LB 10 uMLB 25uM LB 50 pM LB Kontrol 5uMLB 10puMLB 25pMLB 50 uM LB
+25 pM AA N +25 uM AA
a. 2 saat b. 4 saat

Sekil 4.4. Sabit 25 yM AA konsantrasyonunun 2 ve 4 saat MCF-7 hicrelerine 6n
uygulamasini takiben kuyulara eklenen 5, 10, 25 ve 50 uM LB42708 ile
birlikte 24 saat bekletiimesinden sonra kontrol ile karsilastirilarak
belirlenen hicre canlilik oranlari. *:p<0.05,**:p<0.01 ve [:p<0.001

4.2.3. Sabit AA konsantrasyonunun (50 uM) 2 ve 4 saat tek bagsina uygulanmasi
ardindan, LB42708’in de degisen konsantrasyonlarda ortama eklenmesi

sonucu, MCF-7 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlari

MCF-7 hucrelerine 50 uM sabit AA 6n kosullamasi 2 ve 4 saat uygulanip kuyulara
5 uM LB42708 eklendikten 24 saat sonraki hucre canlilik oranlari 6n kogullama
suresine gore sirasiyla %81 ve %82 (p<0.05) olarak belirlendi. LB42708
konsantrasyonu 10 uM oldugunda hticre canliligi 2 saat AA 6n kosullamasinda %71
(p<0.01) iken, 4 saat 6n kosullamada bu oranin %80 (p<0.05) oldugu tespit edildi.
25 uM LB42708 uygulandiginda her iki 6n kosullama igin hicre canliigi %61
(p<0.01) olarak saptandi. Son olarak, 50 yuM LB42708 uygulandiginda 2 saat AA
on kosullamasinda hicre canliiginin %24, 4 saat 6n kosullamada ise %26
(p<0.001) oldugu belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sabit 25 yM AA konsantrasyonunun 2 ve 4 saat MCF-7 hicrelerine 6n
uygulamasini takiben kuyulara eklenen 5, 10, 25 ve 50 uM LB42708 ile
birlikte 24 saat bekletimesinden sonra kontrol ile karsilastirilarak
belirlenen hicre canlilik oranlari. *:p < 0.05,**:p < 0.01 ve [:p < 0.001

4.3. Besiyerine Salinan Laktat Dehidrogenaz (LDH) Miktan ile Sitotoksisite

Oraninin Belirlenmesi

MCF-7 hucrelerine 25 uM sabit AA 2 ve 26 saat suresince uygulanip, kontrol ile
karsilastinldiginda, sitotoksik etkinin %7’in altinda oldugu belirlendi. Degdisen
konsantrasyonlarda 5, 10 ve 25 yM LB42708 tek basina 24 saat suresince MCF-7
hdcrelerine uygulanip kontrol ile karsilastirildiginda ise, besiyerine salinan LDH
oraninin sirasiyla %3.7, %3.8 ve %4.3 oldugu saptanirken bu artiglarin istatiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.001). Ote yandan, MCF-7 hiicrelerine tek
basina degisen konsantrasyonlarda LB42708 uygulamalari sonucu elde edilen LDH
dluzeyleri ile 2 saat 25 pyM AA 6n kosullamasi ardindan uygulanan 5, 10 ve 25 yM
LB42708'in 24 saat sonundaki LDH duzeyleri karsilastirildi, bu oranlarin sirasiyla
%0.35, %0.6 ve %0.7 oldugu saptanirken bu azaliglarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p<0.001). (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MCF-7 hucrelerine, sabit AA’in degisen surelerde, LB42708’in dedisen
konsantrasyonlarda tek baglarina ve 2 saat 25 pM sabit AA
Onkosullamasi ardindan ortama eklenen LB42708'in degisen
konsantrasyonlarinin 24 saat uygulanmasinin sonunda besiyerine
salinan LDH oranlari. [:;p<0.001 (kontrole goére), ®:p<0.001 (tek basina
LB42708e gore)

MCF-7 hucrelerine 25 pM sabit AA 4 ve 28 saat slresince uygulandiktan sonra
kontrol ile karsilastirildiginda, sitotoksik etkinin %1’in altinda oldugu tespit edildi.
Degisen konsantrasyonlarda 5, 10 ve 25 yM LB42708 tek bagina 24 saat suresince
MCF-7 hucrelerine uygulanip kontrol ile karsilastirildiginda ise, besiyerine salinan
LDH oraninin sirasiyla %2.4 (p<0.01), %3.6 ve %3.9 (p<0.001) oldugu ve bu
artislarin istatiksel olarak anlamh oldugu belirlendi. Ayrica, MCF-7 hulcrelerine tek
basina degisen konsantrasyonlarda LB42708 uygulamalari sonucu elde edilen LDH
duzeyleri ile 4 saat 25 yM AA 6n kogullamasi ardindan uygulanan 5, 10 ve 25 yM
LB42708'in 24 saat sonundaki LDH duzeyleri kargilastirildiginda, bu oranlarin
sirasiyla %1, %1.3 ve %1.6 (p<0.05) oldugu ve oranlardaki azalislarin istatistiksel

olarak anlaml oldugu saptandi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MCF-7 hucrelerine, sabit AA’in degisen surelerde, LB42708’in degisen
konsantrasyonlarda tek baglarina ve 4 saat 25 pM sabit AA
Onkosullamasi ardindan ortama eklenen LB42708in degdisen
konsantrasyonlarinin 24 saat uygulanmasinin sonunda besiyerine
salinan LDH oranlari. ** :p<0.01 ve [:p<0.001 (kontrole goére), ¢:p<0.05
ve 00:p<0.05 (tek bagina LB42708’e gore)

4.4. Kesilmis Kaspaz-3 Duzeyi ile Hiicrelerdeki Kaspaz Bagimli Apoptoz

Oraninin Belirlenmesi

MCF-7 hucrelerine uygulanan AA ve LB42708un ardindan saptanan hicre
canhligindaki azalmanin nedeninin kaspaz bagimli apoptoz olup olmadigi efektor
kaspaz olan kesilmis (aktif) kaspaz-3 miktarinin kontrole gore kat artiglarinin
belirlenmesi ile gosterildi. Kontrol ile karsilastirildiginda, MCF-7 hiicrelerine 24 saat
suresince uygulanan 25 yM AA ve 10 uM LB42708’in, aktif kaspaz-3 miktarinda
degisiklik yapmadigi saptandi (p>0.05). 25 yM LB42708 ayni surede MCF-7
hdcrelerine uygulandiginda ise, kontrol hlcreleriyle yapilan karsilastirma sonrasi
belirlenen aktif kaspaz 3 miktarinin 1.5 kat artmasi istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Kontrol ile karsilastinildiginda, 2 saat 25 yM AA 6n kosullamasinin
ardindan uygulanan 10 pM LB42708in 24 saat sonundaki aktif kaspaz 3
miktarindaki 1.6 kat artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.05).
Ayrica, 2 saat 25 yM AA 0On kosullamasinin ardindan uygulanan 10 yM LB42708’in
24 saat sonundaki aktif kaspaz 3 miktari ile ayni konsantrasyon ve slrede tek
basina uygulanan LB42708 karsilastirildiginda ise, 1.6 kat olan artisin anlamh
oldugu belirlendi (p<0.05). Kontrol ile karsilastirildiginda, 2 saat 25 yM AA 6n
kosullamasi ardindan uygulanan 25 yM LB42708’in 24 saat sonundaki aktif kaspaz



47

3 miktarindaki 2 kat artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.01).
Benzer sekilde, 2 saat 25 yM AA 6n kosullamasinin ardindan uygulanan 25 yM
LB42708'in 24 saat sonundaki aktif kaspaz 3 miktari ile ayni konsantrasyon ve
surede tek basina uygulanan LB42708 karsilastirildiginda ise, 2 kat olan artisin
anlamli oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MCF-7 hicrelerine, LB42708’in degisen, AA’in sabit konsantrasyonda tek
baslarina ve 2 saat 25 yM sabit AA Onkosullamasi ardindan ortama
eklenen LB42708'in  degisen  konsantrasyonlarinin 24  saat
uygulanmasinin sonunda belirlenen aktif kaspaz-3 miktar degisimleri. *:p
< 0.05 ve *™ : p < 0.01 (kontrole gore), 0:p < 0.05 (tek basina LB42708’e
gore)

4.5. MCF-7 Hicrelerine Uygulanan AA ve LB42708 ‘in Proapoptotik,
Antiapoptotik ve Hiicre Déngiisiinde Goérevli Genlerin mRNA ifade

Diizeylerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

MCF-7 hucrelerine, LB42708’in degisen (10 ve 25 uM), AA’in (25 uM) sabit
konsantrasyonda tek bagslarina ve 2 saat 25 uyM sabit AA 6nkosullamasi ardindan
ortama eklenen LB42708’in degisen konsantrasyonlarinin 24 saat uygulanmasinin
apoptotik (BAX ve BAK), antiapoptotik (BCL2 ve BCL2L1) ve hlicre déngusunde yer
alan (CCND1, cMYC ve cFOS) genlerin mRNA ifade duzeylerine olan etkilerini
belirlemek icin nicel gercek zamanli PCR yontemi kullanildi. Bu genlere ait mRNA

ifade duzeyleri Sekil 4.9.’da gosterildi.
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Sekil 4.9. MCF-7 hcrelerine, LB42708’in degisen (10 ve 25 pM), AA’in (25 uM)
sabit konsantrasyonda tek baglarina ve 2 saat 25 yM sabit AA
Onkosullamasi ardindan ortama eklenen LB42708’'in degisen
konsantrasyonlarinin 24 saat uygulanmasinin sonunda apoptotik (BAX
ve BAK), antiapoptotik (BCL2 ve BCL2L1) ve hlicre dongusinde yer alan
(CCND1, cMYC ve cFOS) genlerin mRNA ifade duzeyleri. *:p < 0.05
(kontrole gore)

Kontrol ile karsilastirildiginda, MCF-7 hlcrelerine 24 saat suresince uygulanan 25
MM AA ve 10 uM LB42708’in, apoptotik genler olan BAX ve BAK mRNA ifade
dlzeyini artirmasinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05). 25 pM
LB42708 tek basina ayni strede MCF-7 hicrelerine uygulanip kontrol ile
karsilasgtinildiginda ise, mRNA ifadesinin BAX igin 2, BAK i¢in 1.7 kat artmasi
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).

Kontrol ile karsilastirildiginda, 2 saat 25 yM AA 0n kogullamasi ardindan, 10 ve 25
MM LB42708’in MCF-7 hicrelerine 24 saat uygulanmasi sonunda BAX mRNA ifade
dizeylerindeki artiglarin sirasiyla 2.3 ve 3 kat oldugu belirlendi ve bu artiglar
istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0.05). Benzer sekilde, AA 6nkosullamasi
ardindan MCF-7 hicrelerine 24 saat uygulanan 10 ve 25 yM LB42708’in BAK’In
mRNA ifade dizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde sirasiyla 2.2 ve 2.6 kat
artirdigi belirlendi (p<0.05).
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MCF-7 hucrelerine 24 saat suresince tek baslarina uygulanan AA’in (25 uM) ve
LB42708'in (10 ve 25 uM) kontrol ile karsilastirildiginda, antiapoptotik genler olan
BCL2 ve BCL2L1’in mRNA ifade dlizeyinde olusturdugu farklarin istatistiksel agidan
anlamli olmadigi saptandi (p>0.05). Kontrol ile karsilastirildiginda, 2 saat 25 uM AA
on kosullamasi ardindan, 10 ve 25 uM LB42708’'in MCF-7 hucrelerine 24 saat
uygulanmasi sonunda BCL2 mRNA ifade duzeylerindeki azaliglarin sirasiyla 2.7 ve
1.8 kat oldugu belirlendi ve bu dusuUs istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0.05).
Benzer sekilde, AA dnkosullamasi ardindan MCF-7 hilcrelerine 24 saat uygulanan
10 ve 25 uM LB42708’in BCL2L1’in mRNA ifade duzeyini istatistiksel olarak anlaml
sekilde sirasiyla 2.1 ve 2.4 kat azalttigi belirlendi (p<0.05).

MCF-7 hucrelerine 24 saat suresince tek baslarina uygulanan AA’in (25 pM) ve
LB42708’in (10 ve 25 uM) kontrol ile karsilastirildiginda, hicre dongusunde yer alan
(CCND1, cMYC ve cFOS) genlerin mRNA ifade duzeyindeki farkliliklarin istatistiksel
acidan anlamli olmadigi saptandi (p>0.05). Kontrol ile karsilastirildiginda, 2 saat 25
MM AA 6n kosullamasi ardindan, LB42708'’in degisen konsantrasyonlarinin MCF-7
hlcrelerine 24 saat uygulanmasi sonunda hicre dongusunde yer alan (CCND1,
cMYC ve cFOS) genlerin mRNA ifade duzeylerinin azaldigi belirlendi. Ancak, bu

azahgin istatistiksel agidan anlamli olmadigi1 saptandi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Meme kanserinin tedavisinde klasik kemoterapétiklerin  tek  baslarina
uygulanmalarinin yani sira, bu ilaglarin birlikte kullanimi ile etkilerinin arttiriimasi ve
organizmaya olan toksisitenin azaltiimasi, yapilan ve yapilmasi hedeflenen
arastirmalarin ana amaglari arasindadir. Tedavi etkinliginin arttiriimasi icin yeni ilag
hedefleri arastiriimakta ayrica, yeni aday molekdller tanimlanmaya c¢alisiimaktadir.
Kullanilan ajanlarin kanser hucreleri Uzerine olan etkilerinin belirlenmesinde ve
kanser tedavisinde aday bir molekul olarak tanimlanmasinda hicre hatlarinda in
vitro ve deney hayvani modellerinde in vivo olarak yapilan aragtirmalar onem arz
etmektedir. Preklinik deneysel galismalarda molekullerin etkinliginin belirlenmesi
surecinde, ajanlar tek baslarina ya da klasik kemoterapotiklerle birlikte kanser
hlcrelerine uygulanmakta ve ajanlarin sitostatik, apoptotik, antiproliferatif 6zellikleri
degerlendiriimektedir. Yuksek lisans tez galismamizda, histon asetil transferaz
enzimlerini baskilayan, hucre ¢ogalmasini durdurup apoptozu uyaran AA ile hicre
proliferasyonu ve sagkalim yolaklarini baskilayan FTI LB42708’in MCF-7 meme

kanseri hicrelerine olan etkilerinin arastiriimasi hedeflenmistir.

Ras mutasyonlari meme kanseri olgularinda yaygin gézlenmemektedir. Ancak, Ras
proteininin veya bu yolakta yer alan diger proteinlerin iglevinin kanser hucrelerinde
artmis olabilecedi ayrica, bu yolagin alternatif yolaklarla uyarilabilmesi sonucu,
meme epitel hucrelerinde timor gelisimini ve invaziv yetenek kazaniimasi sirasinda
onkojenik Ras proteininin katkisi olabilecedi dnerilmigtir [128]. HER2 ve diger ilgili
reseptorlerin artmis aktivasyonunun RAS mutasyonu olmayan meme kanserlerinde
Ras proteininin uyarilimasina neden olabilecegi belirtiimistir [129]. Bir ¢alismada
Ozellikle agresif ve metastatik meme kanseri olgularinin blyuk boliminde
EGFR/HER2/K-RAS yolaginin aktif oldugu belirlenmistir [130].

FTI, Ras dahil pek ¢ok proteinin farnesillenmesini engelleyerek kanserde kontrolsiz
gerceklesen hicre bliyumesini ve gogalmasini baskilamaktadir [112]. Ancak, N-Ras
ve K-Ras proteinleri farnesillenmenin yani sira geranilgeranillenmeye de ugradiklari
igin bazi FTI'ler geranilgeranillenmeyi baskilayamazlar ve geranilgeranillenme, bu

FTI'den bir kagis mekanizmasi olarak varlik gosterebilmektedir [112,131].
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FTl'lerin, farkh kanser hucrelerinin gogdalmasini baskiladigi in vitro olarak hucre
hatlarinda yapilan c¢alismalarda, in vivo olarak da ksenograft modellerde
belirlenmistir [114,132-134]. in vitro calismalarda FTl'lerin, kanser hicrelerinin
¢ogalmasini hiicre déngusinin G2/M evresinde, H-RAS mutasyonu bilinen kanser
hlcrelerini ise hucre dongusunun G1 evresinde durdurdugu gosterilmigtir [135].
FTr'lerin cesitli ajanlar ile birlikte uygulandigi calismalarda ise kanser hicrelerinde

apoptozu uyardigi bilinmektedir [136-137].

Yapilan cgalismalarda yabanil tip p53 proteini olan kanser hucrelerinin FTl'lere
yuksek duyarhilik gosterdigi belirlenmigstir. Ayrica, bu hucrelerde FTI uygulamasi
yapildiktan sonra p53 ve p21 ifadesinin artigi gosterilmistir [135,138]. Ancak, Sun
ve ark. nude fare ksenograft modelinde p53 ifadesi olmayan insan akciger
karsinoma Raf hudcrelerine FTI uygulanmasi sonucu tumor buyldmesinin

baskilandigini gostermislerdir [139].

Pankreatik duktal adenokarsinom (CAPAN-2, K-RAS mutant), melanom (C32, RAS
yabanil tip) ve kolon kanseri (LoVo, K-RAS mutant) hicreleri ile olusturulan fare
ksenograft modellerinde FTl'lerinden; Tipifarnib 25-100 mg/kg degisen
konsantrasyonda oral olarak gunde iki kez uygulandiginda, tumoér buyumesinin
durdugu gosterilmigtir. Bu calismanin bir diger bulgusu ise, RAS mutasyonu
olmayan tiumar hicrelerinin Tipifarnib’e daha duyarhigi oldugudur [134]. Bir diger FTI
olan Lonafarnib, prostat (DU-145), akciger (NCI-H460 ve A549), pankreas
(MiaPaCa) ve kolon (HCT116) kanser hucrelerinin enjeksiyonu ile olusturulmus fare
ksenograft modellerine 40 mg/kg konsantrasyonda glinde dort kez oral gavaj

yoluyla uygulandiginda, tumar gelisiminin baskilandigi belirlenmigtir [132].

Ayrica meme kanseri (MDA-435) ve over kanseri (ES2, IGROV1 ile TOV-112D)
hicrelerine 60mg/kg konsantrasyonda ginde dort kez Lonafarnib uygulandiginda
kanser gelisiminin baskilandidi bununla birlikte mesane kanseri (EJ), meme kanseri
(MCF-7) ve cilt kanseri (LOX) hucrelerine fare ksenograft modellerde Lonafarnib

uygulandiginda ise timorun geriledigi bildirilmistir [114].

Farkh FTI'lerin meme [140-141] ve diger kanser hicrelerine (hepatasellller, renal,

kolon, melanom, pankreas, akciger) [132, 134, 142-143] olan etkilerini arastiran
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preklinik galismalar bulunmaktadir. Ancak, kullandigimiz FTI olan LB42708 ile ilgili
calismalar sinirh olmakla birlikte, literatirde renal kanser, kolon kanseri ve

kolorektal kanser ile yapilan galigmalar bulunmaktadir.

LB42708'in in vitro olarak insan umblikal ven endotel hicrelerine (HUVEC)
uygulandiginda 1Cso degerinin 75 nM oldugu belirlenmigtir [144]. Caki-2 (renal
karsinom) hicrelerinde Cdk baskilayicisi bir kemoterapdétik ajan olan BAI 20 nM ve
LB42708 15 pM tek baslarina ve birlikte 24 saat uygulanmis, tek basina olan
uygulamalarin hucre canlihd1 Gzerine etkisi olmadigi, ancak, ajanlar birlikte
uygulandiginda hucre canlihginin azaldigi belirlenmistir [143]. Anabilim dalimizda
p53 +/+ yabanil HCT-116 ve p53 -/- null HCT-116 kolon kanseri hucreleri
kullanilarak yapilan yuksek lisans tez ¢galismasinda, LB42708’in 24 ve 48 saat kolon
kanser hucrelerine uygulanmasi sonucunda ICso degerinin 25 pM oldugu
belirlenmistir [145]. MCF-7 hucrelerine galismamizda 24 saat slUresince uygulanan
en yuksek LB42708 konsantrasyonu olan 100 uM’ da hicre canhihdinin %71 oldugu
saptanmistir. Calismalarda belirlenen etkin LB42708 konsantrasyon ve slrelerinin
farkll olmasinin, kullanilan hicre hatlarinin farkli doku ve kanser hucrelerine ait

olmasi nedeniyle olabilecegini dusunmekteyiz.

Histon asetil transferaz inhibitéri (HAT) olan AA’in hiicresel faaliyetler lizerine olan
etkisi farkh hicre hatlarinda yapilan ¢alismalar ile belirlenmigtir; en dnemli 6zellikleri
transkripsiyonu baskilayarak hticre gogalmasini engellerken, diger taraftan hiicrenin

apoptoza yonelmesini uyarmaktir [108-109].

AA cesitli kanser hulcrelerine degisen sure ve konsantrasyonlarda in vitro
uygulandiktan sonra, hucreler farkh doz ve sirelerde radyasyona tabi tutulmus ve
AA’in  kanser hucrelerinin radyasyona duyarliigini arttirdidi  belirlenmistir
[93,146,147]. Ayrica, bu calismalarin ikisinde apoptozun uyarildigi da belirtilmigtir
[146,147].

LNCaP metastatik prostat adenokarsinom hicrelerine AA 5, 25 ve 125 uM
konsantrasyonlarda 24 saat sureyle uygulanmis ve 125 yM konsantrasyonda hucre
canlihginin %70 azaldig belirlenmistir [148]. MCF-7 (Luminal A) ve MDA-MB-231

(Gcgli negatif) meme kanseri hucrelerine AA 48 saat sureyle uygulandiginda 1Cso
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degerlerinin sirasiyla 13.5 yM ve 35 pM oldugu saptanmistir [149]. Calismamizda,
MCF-7 hucrelerine 2, 4, 6, 24 saat suresince AA tek basina uygulandiginda, en
yuksek uygulanan konsantrasyon olan 50 uM’ da en anlamli azalis 2 saat sonunda
g6zlenmistir. Schultz ve ark. AA’'in MCF-7 hicrelerine uygulanmasi sonucu 1C50
degerine 48 saat sonunda ulagmislardir. Calismamizda AA MCF-7 hucrelerine 24
saat sure ile wuygulamis ve sonuglarimiz sure farkliigi  nedeniyle
karsilagtirlamamigstir. Tan ve ark.’nin 5 ve 25 yM konsantrasyonlarda AA’i LNCaP
hucrelerine 4 ve 24 saat suresince uygulamalari sonucu elde ettikleri veriler ile ayni
sure ve konsantrasyonlarda AA’i MCF-7 hicrelerine uyguladigimizda elde ettigimiz
sonuglar farkhlik godstermektedir. Farkh dokulara ait kanser hucrelerinin AA
duyarlihginin ayni olmayisi, kanser hucrelerindeki molekuler mekanizmalarin

farklihdi olarak agiklanabilir.

AA'in farkli ajanlarla birlikte ya da dnkosullama ile kanser hucrelerine uygulanmasi
sonucu, kanser hucrelerinin kullanilan ajana olan duyarliliginin arttigi ve tek basina
olan uygulamalarina gore hucre canlihiginin anlaml duzeyde azaldigi gosterilmistir
[150,151]. Multipl miyelom tedavisinde kullanilan bir proteozom inhibitdri olan
Bortezomib’in, AA ile birlikte uygulanmasinin tekli uygulamasina karsin etkinligi
arastiriimis; AA'’in bortezomib ile uyarilan hicre ¢ogalmasinin durdurulmasini ve
hucre Olumunudn uyariimasini arttirdigi gosterilmistir [150]. Anabilim Dalimizda
gerceklestirilen calismada ise, malign plevral mezotelyoma hicrelerine (MSTO-
211H) 25 uyM AA 4 saat suresince Onkosullama ile uygulandiginda sisplatin ile
uyarilan apoptozun arttigi, 6nkosullama sonucu hdcre canlihginin %60 oraninda
azaldigi ve bu azalmanin anlamli oldugu belirlendi [151]. Calismamizda 10, 25 ve
50 uM AA, 2 ve 4 saat MCF-7 hlcrelerine 6n uygulamasini takiben, LB42708 ortama
degisen konsantrasyonlarda (5, 10, 25 ve 50 uM) eklenmis, 26 ve 28 saat
sonrasinda elde edilen hicre canliik oranlarinin, LB42708'in tek basina
uygulamalarina oranla, tim konsantrasyon ve surelerde anlamli olarak azaldigi
belirlenmistir. Literaturdeki diger caligmalarla benzer sekilde AA, LB42708 ile
uyarilan hucre olumand arttirmig, MCF-7 hucrelerinin LB42708’e duyarli hale

gelmesine neden olmustur.

Literatirde FTI ve AA ile yapilan preklinik in vitro ¢alismalarda ajanlarin sitotoksik

etkilerini belirleyen yontemler az sayida kullaniimistir. HUVEC hucrelerine 10 yM
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konsantrasyona kadar 48 saat LB42708 uygulandidinda sitotoksik etki
gozlenmemigtir [144]. Degisen LB42708 (5, 10, 25 uM) konsantrasyonlari p53 +/+
yabanil HCT-116 ve p53 -/- null HCT-116 kolon kanseri hlicrelerine uygulandiginda
24 saat sonunda gozlenen sitotoksik etkinin her iki hicre igin konsantrasyon artisina
bagdli olarak %4-11 arahiginda oldugu saptanmistir [145]. Calismamizda LB42708'in
degisen konsantrasyonlarda (5, 10 ve 25 pM) MCF-7 hicrelerine 24 saat sure ile
tek basina uygulandigi zaman besiyerine salinan LDH oraninin %3.7- 4.3 araliginda
ve istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirledik. Bu sonuglara gore, kanser hicresi
olmayan HUVEC hucrelerinde daha uzun siure LB42708 uygulanmasina ragmen
sitotoksitite gdozlenmezken, farkli kanser hucrelerinde (kolon ve meme) ayni sure ve
konsantrasyonlardaki sitotoksik etki olusturma potansiyeli de degiskenlik

gOstermektedir.

HT1080 fibrosarkom ve MDA-MB-231 meme kanseri hlcrelerine 24 saat boyunca
2.5,5,7.5 ve 10 yM AA uygulandiginda, 10 uM AA sonrasi %10-15 seviyesinde
sitotoksisite gozlemlenirken altindaki dozlarda etki saptanmamistir [152]. Yuksek
lisans tez ¢calismamizda, MCF-7 hucrelerine 25 uM sabit AA 2 ve 26 saat suresince
uygulanip, kontrol ile karsilastirildiginda, sitotoksik etkinin %1’in altinda oldugunu
saptadik. Nambiar ve ark.’nin yaptigi ¢alismadan daha yuksek konsantrasyonda
AA’i ayni slrede uygulamamiza karsilik, AA’'nin MCF-7 hcrelerine sitotoksik
etkisinin olmayisi, kullanilan farkli kanser hucrelerinin ayni molekuller 6zellik

gostermemesinden kaynakli olabilecegini dugsinmekteyiz.

FTI olan R115777 ve tamoksifen birlikte MCF-7 hicrelerine uygulandiginda
sitositatik etkiler gostermis, sitotoksik etkiye neden olmadigi belirlenmistir [140].
Calismamizda, tek basina deg@isen konsantrasyonlarda LB42708 uyguladigimiz
MCF-7 hdcrelerindeki  besiyerine salinan LDH sonuglart ile AA 06n
kosullamasi/birlikte uygulama sonuglarina ait bulgular karsilastirildiginda, AA’in tim
konsantrasyonlarda LB42708'in olusturdugu sitotoksik etkiyi ortadan kaldirdigini
belirledik.

FTIl'ler timor hacrelerinin buyimesini baskilamak ve apoptozu uyarmak igin, taksan
grubunda yer alan molekiller [153], sisplatin [154], tamoksifen [155], MEK kinaz
inhibitora [156], siklin bagimh kinaz inhibitort [157], 5-flurourasil [158] ve Bcr-Abl
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kinaz inhibitort STI-571 [159] gibi ¢esitli terapotik ajanlarla birlikte uygulanmakta ve

tedavi etkinliginin artmasi hedeflenmektedir.

Anti-timoral aktivitenin yaninda FTl'ler PI3K/Akt sinyal yolagi ile proapoptotik ve
antiapoptotik protein ifade dizeylerinde de anlamli degisikliklere neden olmaktadir.
Over ve pankreatik kanser hucrelerinin FTI'e duyarlihginin Akt2 ifadesi ile iligkili
oldugu ve FTllerin bu hicrelerde Akt aktivitesini durdurdugu bildirilmistir [160].
Ancak, meme ve over kanser hicre hatlarinda Akt fosforilasyonu tzerine etkili olan
lonafarnibin etkisi saptanmamigtir. Proapoptotik Bax ve Bak protein ifade
duzeylerinde artis ile konformasyonel degisiklik belirlenmigsken [161], bazi
calismalarda antiapoptotik BCL2 protein ifadesinde de beklenenin aksine artis

gozlenmistir [162].

Caki renal kanser hucrelerine BAI ve LB42708 tek baslarina ve birlikte
uygulandiginda, tek baslarina uygulama sonuglari ile karsilastirildiginda, birlikte
uygulamada aktif Parp miktarinda artis belirlenmistir. A549 insan akciger kanseri
hucrelerinin bu ajanlar ile muamelesi sonucu apoptozun uyarildigi saptanmistir.
Apoptozun, ER stresi ve ROS Uretimi kaynakli olmadigi, kaspaz bagimli oldugu
gosterilmistir [143]. Yapilan literatir taramasi sonucunda LB42708’in kanser
hlcrelerine uygulanmasi sonucu aktif kaspaz 3 miktarinin belirlenmesine yoénelik in
vitro galismaya rastlaniimadigindan, sonuglarimiz tartisilamamistir. Calismamizda,
LB42708 tek basina MCF-7 hucrelerine 24 saat uygulandiginda, kontrol hicreleriyle
yapilan karsilastirma sonrasi aktif kaspaz 3 miktarinin konsantrasyona bagli olarak

arttigi belirlendi.

AA, A549 insan akciger kanseri hicrelerine uygulandiginda ER stresini, otofajiyi ve
hlcre ic¢i kalsiyum mobilizasyonunu uyardigi bildirilmigtir. Ayrica, ER ylUzeyinde
kaspaz 12’nin aktive oldugu ve ER strese bagli apoptozun da tetiklendigi
saptanmistir [163]. insan U266 multipl miyelom hiicrelerine AA uygulamasi sonucu,
proteozom inhibitora olan bortezomib aracili hicre buyimesinin baskilanmasi ve
ER strese bagli apoptozun arttigi ve hucrelerin bortezomib’e kargi daha duyarli hale
geldigi gosterilmistir. Bu nedenle bu c¢alismada, AA’in insan kanserlerinin
tedavisinde birlikte kullanildigi diger ajana olan duyarlihgi arttirici potansiyel aday

bir molekul olabilecegi oOnerilmistir [150]. MDA-MB-231 insan meme kanseri
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hdcrelerine AA ve lunasin’in hiicre cogalmasi ile ilgili yolaklarda bulunan proteinleri
engelleyerek, apoptozu uyardigi ve iki ajanin birlikte uygulanmasinda elde edilen
verilerin, ajanlarin tek baglarina uygulanmalari verilerine gére daha anlamli oldugu
belirtiimigtir [73]. Calismamizda AA’in tek basina aktif kaspaz 3 miktarini
artirmadigi, MCF-7 hucrelerini apoptoza yonlendirmedigi belirlendi. Ancak, MCF-7
hacrelerine  AA  O6nkosullama/birlikte degisen LB42708 konsantrasyonlari ile
uygulandiginda, literatlirdeki diger calismalarla uyumlu olarak [73, 150]. LB42708'in
tek basina olan uygulamalari sonucu belirlenen aktif kaspaz 3 miktarlarinda anlamh

artisa neden oldugu belirlendi.

AA ve LB42708’in apoptotik yolakta yer alan genlerin mRNA ifadeleri Uzerine olan

etkilerini aragtiran sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

p53 +/+ yabanil HCT-116 ve p53 -/- null HCT-116 kolon kanseri hicrelerine 25 uM
LB42708 24 saat uygulandiginda cMYC ile G1/S gegisinde goérevli hiicre déngu
proteini CCND1 (Siklin D1) ile antiapoptotik BCL2L1 (BCL-XL) mRNA ifade
dizeylerinin baskilandigi, bununla birlikte proapoptotik BAX, BAK ve BIM mRNA
ifade duzeylerinin ise arttigi gosterilmistir. Bu calismada ayrica, BCL2 mRNA
ifadesi, kontrol ile karsilastirildiginda azalmasina karsin bu azalisin anlamli
olmadigi gosterildi [145]. MCF-7 hucrelerine ayni sUrede ve konsantrasyonda
LB42708 uyguladigimizda, pro apoptotik genler olan BAX ve BAK'In mRNA ifade
dizeyinde anlamli artis gézlenirken, BCL2 mRNA dlzeyinde ise anlamli bir azalis
saptanmadi. BCL2, BAX ve BAK genlerinin mRNA ifade dizeyi bulgularimiz
Elmazoglu ve ark yaptigi calisma ile uyumludur. cMYC, CCND1 ve BCL2L1 mRNA
duzeylerinde degisimler calismamizda anlamh bulunmamistir. Bu sonuglar, her iki
calismada ayni sure ve konsantrasyonda LB42708’in uygulandiginda, LB42708’in
hicre déngustnde yer alan genlerin (cMYC, CCND1) mRNA ifadesini kolon kanser
hdcrelerinde azalttigini ancak, MCF-7 hucrelerinde ise etkisiz oldugunu
gostermektedir. Hicre dongusunde yer alan genlerin mRNA ifadelerinin MCF-7
kanser hucrelerinde baskilanmasi i¢cin daha yuksek konsantrasyonlarda LB42708'in

uygulanmasinin gerekliligini dugtindurmustar.

MSTO-211H malign plevral mezotelyoma hucreleri 25 uM AA ile 4 saat muamele
edilmis, ardindan hicrelere 24 saat sisplatin uygulanmistir. Sisplatinin tek basina
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uygulanmasi sonucu elde edilen verilere gore, AA 6n kosullamasi yapildiginda
cMYC, ve BCL2 mRNA ifadelerinin anlamli derecede azaldi§i gosterilmistir [151].
Calismamizda, 2 saat 25 uM AA 06n kosullamasinin ardindan, 25 yM LB42708’in
MCF-7 hucrelerine 24 saat sure ile uygulanmasi sonunda BCL2 mRNA ifade
dizeyinde anlamli bir dists gozlenirken, cMYC mRNA ifadesinin azalmasina karsin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmigtir. Her iki calismada da benzer
sekilde AA, kullanilan ajanlarin etkisini arttirmis ve etkisini antiapoptotik BCLZ2

mMRNA ifade dizeyini azaltarak gostermistir.

Yuksek lisans tez ¢calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde,
LB42708'in MCF-7 meme kanseri hicrelerine tek basina olan uygulamalari sonucu
belirlenen hucre canhiligi ve hicrelerdeki sitotoksisite oranlarinin, AA varliginda
anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. Bu sonuglar, AA'in MCF-7 hicrelerini LB42708
etkilerine kargi daha duyarli hale getirdigini gostermektedir. LB42708 uygulamalari
sonucu MCF-7 hucrelerinde aktif kaspaz-3 varliginin saptanmasi, bu hicrelerde
kaspaz aracili apoptozun uyarildigini goéstergesidir. LB42708’in neden oldugu aktif
kaspaz-3 duzeyleri, MCF-7 hucrelerine AA uygulamasiyla anlamh dizeyde
artmistir. Bu veriler, AA ve LB42708’in sinerjistik etki gostererek apoptozu
uyardigini gostermektedir. Apoptotik yolagin AA varliginda daha fazla uyarilmasinin
nedeni, antiapoptotik genlerin mRNA duzeylerindeki anlamli azalig ve proapoptotik
genlerin ise mRNA dulzeylerindeki anlamh artis olabilir. Sonug¢ olarak tim
verilerimiz, AA’in varliginda MCF-7 hucrelerinde LB42708 uygulanmasi sonucu
olusan, hdcre canliiginin baskilanmasi, sitotoksisite ve apoptotik yolak uyariminin

arttiginin gostermektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Tez calismamiz kapsaminda MCF-7 meme kanseri hucrelerine, farkli
konsantrasyon ve surelerde AA ve farnesil transferaz inhibitori LB42708’in tek
baslarina ve AA 6nkosullamasi ile birlikte uygulanmasinin hiicre canligi, sitotoksite

diuzeyi ve apoptoz uyarimi Uzerine etkilerini arastirdik.

MCF-7 hucrelerine AA dnkosullamasi ardindan LB42708 uygulanmasi ile hiicre
canhliginin tek basina LB42708’e oranla konsantrasyona bagli olarak hicre
canlihdini anlamli olarak azalttigi MTT yontemiyle belirlendi. AA 6n uygulamasinin
LB42708’in tek basina uygulanmasinin neden oldugu sitotoksisiteyi anlamli oranda
azalttigr saptandi. Kullanilan ajanlarin MCF-7 hicreleri Gzerinde olusturdugu
sitotoksisite duzeyleri, hicrelerin besi yerine saldigi LDH miktar ile belirlendi. Aktif
kaspaz-3 miktarinin artisi ile hicre canliginda azalmaya neden olan apoptozun
kaspaz bagimli gergeklestigi gézlendi. MCF-7 hicrelerine AA dnkosullamasinin
ardindan LB42708 uygulanmasi ile proapoptotik, antiapoptotik ve hucre
dongusunde gorevli genlerin mRNA ifade duzeylerine olan etkisi nicel gergek
zamanlh PCR yontemi ile belirlendi. AA 6nkosullamasinin ardindan LB42708
uygulanmasi ile proapoptotik BAX ve BAK genlerinin mRNA ifadelerinde artisin,
antiapoptotik BCL2 ve BCL2L1 mRNA ifadelerinde azalisin, tek basina LB42708
uygulanmasina gore anlamli olarak degistigi saptandi. AA uygulamasi ile hicre
dongusunde gorev alan CCND1, cMYC ve cFOS genlerin mRNA ifade duzeylerinde

azalis gozlendi, ancak bu azaligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.

Yaplilan literatlr taramasinda, AA ve LB42708’in etkilerinin daha dnce farkh kanser
turlerine ait hicre hatlarinda birlikte arastinldigr in vitro veya deneysel hayvan
modelleri (in vivo) Gzerine yapilan bir galismaya rastlanmamistir. Yiksek lisans tez
calismamiz MCF-7 meme kanseri hicrelerinde bu iki ajanin apoptotik etkilerinin

birlikte degerlendirildigi ilk 6zgun ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Preklinik in vitro calismamizdan elde ettigimiz bulgular kanser hucrelerinin
tedavisinde potansiyel aday bir molekul olabilecek LB42708 etkinliginin AA
onkosullamasi ile birlikte 6nemli dlgude arttigini gostermektedir. Verilerimiz, farkli

kanser hicre hatlariyla yapilan in vitro ve in vivo modellerde ileri molekuler



60

analizlerin yapildigi yontemler ile desteklenmesi durumunda, AA ve LB42708'in
klinik uygulamalarda test edilebilecek potansiyel aday molekuller olabilecegini

dusundurmustar.
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