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OZET

Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Liraglutid’in Apoptoz Uzerine Olan

Etkilerinin Arastirilmasi

Amac: Yiksek kan sekeri seviyeleri, meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi igin
uygun ortam saglamakta ve diyabetli hastalarda meme kanseri riskini artirmaktadir.
Diyabet tedavisinin meme kanseri hiicrelerinin tedavisinde de etkili olabilecegi ileri
stirilmektedir. Bu ¢alismada diyabet tedavisinde kullanilan GLP-1 agonisti liraglutidin
meme kanseri tedavisinde kullanilabilirligini aragtirmak ve liraglutidin meme kanseri
hiicrelerinde apoptoz miktarini tespit etmek amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Bu c¢alismada, MDA-MB-231, MCF-7 meme kanseri
hiicreleri kullanilmistir. Uygulanan liraglutid tedavisiyle hiicre proliferasyonundaki
degisimler MTS testi ile analiz edilmistir. Hiicre 6liimiindeki roliiniin aydinlatilmasi i¢in
western blotting yontemi ve annexin PI boyama testi kullanilmistir.

Bulgular: MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri, sirasiyla 3400 nM ve 4800 nM
liraglutid ile 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Liraglutid uygulanan gruplarda ki apoptoz
miktar tedavisiz gruba gore MDA-MB-231 hiicresinde 8 kat, MCF-7 hiicresinde 47 kat
artmistir. Tim sonugclar t-testi kullanilarak analiz edilmis ve p<0.05 olarak bulunmustur.

Sonug: Liraglutidin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu azaltic1 ve bu hiicrelerde apoptozu uyarici etkisinin oldugu saptanmuistir.
Bu sonuglar, liraglutidin meme kanseri tedavisinde yeni bir tedavi secenegi olarak
kullanilabilecegi umudunu artirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Liraglutid, Meme Kanseri
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Liraglutide on Apoptosis in Breast Cancer Cell
Lines

Aim: High blood sugar levels provide a suitable environment for the growth of
breast cancer cells and increase the risk of breast cancer in patients with diabetes. It is
suggested that diabetes treatment may also be effective in the treatment of breast cancer
cells. In this study, it was aimed to investigate the use of the GLP-1 agonist liraglutide,
which is used in the treatment of diabetes, in the treatment of breast cancer and to
determine the amount of apoptosis of liraglutide in breast cancer cells.

Material and Method: In this study, MDA-MB-231, MCF-7 breast cancer cells
were used. Cell proliferation of this treatment in cells with applied liraglutide treatment
was tested with MTS. Western blotting method and annexin P1 staining test were used to
elucidate its role in cell death.

Results: MDA-MB-231 and MCF-7 cells were incubated for 72 hours with
different concentrations of liraglutide 3400 nM and 4800 nM, respectively. The amount
of apoptosis in the liraglutide treated groups increased 8 times in MDA-MB-231 cells and
47 times in MCF-7 cells compared to the untreated group. All results were analyzed using
the t-test and found p<0.05.

Conclusion: Liraglutide has been found to reduce proliferation of MDA-MB-231
and MCF-7 breast cancer cells and stimulate apoptosis in these cells. These results raise
the hope that liraglutide can be used as a new treatment option in the treatment of breast
cancer.

Keywords: Apoptosis, Liraglutide, Breast Cancer
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1.GIRIS

Kanser, iilkemizde oldugu gibi diinya genelinde de 6nemli saglik sorunlarindan
biridir. Meme kanseri 2020 yilinda, 2.26 milyon yeni vaka ile kiiresel olarak kadinlarda
en yaygin goriilen kanser olarak tespit edilmistir(1). Bu artis ve meydana gelen 685.000
0liim sonrasi yapilan tahminler, 2020 yilindan 2040 yilina kadar her y1l 3 milyondan fazla
yeni vaka ve 1 milyondan fazla kayip yasanacagin gostermektedir(2).

Meme kanseri vakalarmin biiyiik bir bolimi hamilelikle iligkili faktorler,
hormonal tedavi, yasam tarzi (6rn. Sigara, alkol kullanimi) ile iligkilidir. Tim meme
kanseri vakalarinin yaklasik %10’u kalitsal olan gen mutasyonlar1 ve yas ile ilgilidir. Bu
mutasyonlardan en sik goriileni BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlaridir(3).

Kanser biyolojisi her gecen giin gelismesine ragmen meme kanseri tedavisi zorlu
bir konu olmaya devam etmistir. Tiiriine bakilmaksizin tim hiicrelerin hayatta
kalabilmesi i¢in gesitli sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol edilmesi gerekir. Hiicreler bu
sinyal yollar1 araciligiyla birbirleriyle ve hatta ¢evreleriyle iletisim kurabilirler. Ve sinyal
yolaklarinin ¢ogu farkli sartlara ve hiicrelere miidahale eder(4).

Kanser hiicreleri genetik ve epigenetik degisikliklere ugrar. Bu degisiklik timor
hiicrelerindeki anormal mutasyonlarla baz1 sinyal yolaklarinin yiiksek oranda aktive
olmasma neden olabilir. Bu mutasyonlar, sinyal yolaklarin1 kontrol ederek tiimor
hiicrelerinin normal hiicrelerden farkli bir sekilde cogalmasini, hayatta kalmasini ve diger
dokulara go¢ etmesini saglarlar (4).

Diyabet ve meme kanseri riski arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in yapilan bir meta-
analizde diyabetli kadinlar arasinda meme kanserine Yyakalanma riskinde artis
bulunmustur(5).

Son yillarda kanser tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
yaklasimlardan immiinoterapi gibi yeni tedavi segeneklerine dogru gelisme gostermistir.
Bu yeni tedavi segenekleri klinik olarak test edilmeye baslanmistir. Yeni tedavi secenegi
olarak Tip 2 diyabetli hastalarda olduk¢a sik kullanilan metformin denenmistir.
Arastirmacilar Tip 2 diyabetli hastalarda kanser riskinin azaldigini bulmus ve
metforminin alternatif islevlerini ve olasi faydalarini incelemeye baslamiglardir(6).

Tip 2 diyabetli hastalarin tedavisinde kullanilan bir ilag¢ sinifi da glukagon benzeri
peptit-1 (GLP-1) agonistleridir. Bu ila¢ grubunun bir 6rnegi olan eksendin-4 ve ya

eksenatid, meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonun inhibe edicisi olarak bildirilmistir.



Meme kanseri hiicre hatlarinda ve fare modelinde meme kanseri riskinin azaldigi
goriilmiistiir(7).

Yapilan bir calismada, tip 2 diyabetli yetiskinlerin kilo yonetimi i¢in onaylanmis
bir insan glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonisti olan Liraglutid’i kullanarak kadinlar
arasinda liraglutid ile meme kanseri insidansi arasindaki iliskiyi 6l¢meyi amaglamislardir.
Meme kanseri tanisina sahip olan kadinlarda Liraglutid’in kullanimina iliskin analizlerle,
meme kanseri riskinde artis olmadig1 gosterilmistir(8).

Liraglutid’in bazi1 biyokimyasal olaylarda Onemli rol oynayarak Kkanser
hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasina engel oldugu bildirilmistir. Ancak literatiirde,
Liraglutid’in, meme kanseri hiicrelerinde apoptozu artirdigina dair bazi yayinlar olsa dahi
bunu hangi yolak {izerinden yaptigmna dair bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda,
Liraglutid’in meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA- MB 231, MCF-7 {izerindeki

potansiyel etkileri ve apoptoz iizerine etkisi aragtirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ile ortaya cikmaktadir. Kontrolsiiz
boliinen hiicreler ¢ogalir ve ardindan birikmeye baslar. Etkisini tek bir bolge de
gosterebildigi gibi yayilarakta gosterebilir. Su ana kadar bilinen kanser tiiri 100 den
fazladir. Cevresel faktorler ve genetik kosullarin etkisinde olan karmasik bir hastalik
olmasina ragmen ayni zamanda kisiseldir(9). Sagliksiz beslenme, stres, teknolojik aletlere
maruziyet gibi sebeplerle son yillarda goriilme sikligr artmis ve en yaygin hastaliklar
arasinda yerini almistir(10). Bat1 toplumlarinda her ii¢ kisiden biri kansere yakalanmakta,
bu kisilerin beste biri hayatini1 kaybetmektedir(11).

Hiicre boliinmesi ve kontrolii genlerle denetim altinda oldugu igin kanser temel
olarak genlerle ilgili olan bir hastaliktir. DNA tamir mekanizmalar1 meydana gelen hasar1
diizeltmeye caligsa da basarili olamadiklar1 zamanlar olmaktadir. Bu da genlerin tirlinii
olan proteinlerin hatali ya da eksik iiretilmesine sebep olur. Ve hiicresel islemlerde
bozulma gergeklesir(9). Bu bozulma proteinleri kodlayan proto-onkogenlerin ve hiicre
biiylimesini inhibe edici sinyalleri iireten ve ya apoptozu uyaran proteinleri kodlayan
timor baskilayici genlerin hasart ya da mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Onkogenler
ve tiimdr baskilayici genler, tlimor gelisimine neden olan degisikliklerin kaynagidir ve bu
degisiklikler, DNA hasarinin kontroliinde rol oynayan bir protein ailesini kodlayan
tiimore yatkinlik genleri tarafindan desteklenir(12, 13).

Tiimoér olusumunu baglatan mutasyonlar, anormal ve kontrolsiiz hiicre
boliinmesine, asir1  hiicre bilylimesinin inhibisyonunun olmamasina, bagisiklik
sisteminden kaginmaya, hiicre 6liimiiniin engellenmesine sebep olur.

Cerrahi ve radyoterapi, kanserin ilk evrelerinde lokal ve metastatik olmayan
kanserlerin tedavisi igin en etkili yontemlerdir. Ancak kanser viicuda yayildiktan sonra
etkisizdir(12, 14). Kemoterapi, hormon tedavisi ve biyolojik tedaviler kan dolagimi
yoluyla viicuttaki her organa ulasabildikleri i¢in metastatik kanserlerin tedavisinde tercih
ediliriler. Kemoterapotik ilaglar, Oncelikle kanser hiicrelerinin hizli ¢ogalmasini
engelleyen, ancak sac¢ koklerinin, kemik iligi ve gastrointestinal sistem hiicrelerinin
bakimi i¢in gereken hizli biiylimeyi de engelleyen ve kanser tedavisinde istenmeyen yan
etkilere yol agan toksik bilesiklere dayanmaktadir(14). Etkili bir tedaviye ulasmanin

ontinde ki en biiyiik engel, terapilere direng gostermesidir(15).



Kombine ve adjuvan kemoterapiler gibi kanser tedavisinde ki 6nemli ilerlemelere
ragmen hiicrelerin gelisigiizel yikimi ve kemoterapdtik ajanlarin toksik yan etkileri,
metastatik hastaligin tedavisi i¢in uzun yillar tek olas1 yaklagim olmustur(14).

1990'arin sonunda, bu spesifik olmayan tedavilerin yerine hiicre proliferasyonu
ve farklilagmasinin kontroliinde yer alan ve etkileyen ilaglarin tasarlanmasina izin veren

hedefe yonelik tedavinin kullanimina kapi agan hiicre sinyal yollar1 kesfedildi(14).
2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri tiim diinyada daha c¢ok kadinlar1 etkileyen yaygin bir kanser
tirtidiir(15). Yapilan arastirmalara gore 100’den fazla iilkede, kadinlarda kansere bagli
Oliimler en yiiksek oranda meme kanserinden kaynaklanmaktadir. Kuzey Amerika ve
Avrupa iilkelerinde akciger kanseri, kanser mortalitesinde istisnai olarak ilk sirada
bulunmaktadir. Gelismis iilkelerde meme kanseri insidansinin yiiksek olmasinin sebebi,
yasam standartlarinin yliksek olmasi, daha az gebelik, ge¢ gebelik ve dogum, erken
menars yasinin daha sik goriilmesi, hormon replasman tedavisi kullanimi, mamografi gibi
tekniklerle erken tan1 ve etkili kayit sistemleri gibi faktorlerin bir araya gelmesidir(16).

Meme kanseri risk faktorlerinin yani sira daha ¢ok yas ile alakali bulunmaktadir.
Meme kanseri goriilme yasi, 40-50 yaslarda yani aktif ireme yaslarinin sonlarina dogru
hizli bir artis gostermektedir. Menopoz sonrast 50 yas civart hafif bir diisiis
gozlemlenmektedir(16). Kadinlarin meme kanserine yakalanma riski, erkeklere kiyasla
neredeyse 100 kat daha yiiksektir ve bu nedenle meme kanseri genellikle kadinlarda

goriilen bir hastaliktir(17).

2.3. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri genetik ve g¢evresel faktorlerin rol aldigr ¢ok g¢esitli bir
hastaliktir(15). Meme kanserinin genetik faktorleri aile ykdsii ile iligkili olup vakalarin
%5-15"inden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ureme iliskisi ve menstriiel dongii ile
alakal faktorlerin %25 oraninda sorumlu oldugu ve gevresel faktorlerin %60-70 oraninda
etkili oldugu goriilmektedir. Meme kanseri riskini azaltabilecegi diisliniilen beslenme

seklinin etkisi ise %30-35 civarindadir(17).



DIGER FAKTORLER

Obezite, Metzbolik Faktbrier,
Psikosesyal Stres, Meme dokusunun
yogunlugu ve gigerieri

Sekil 2. 1. Beslenme aliskanliklari, aile meme kanseri dykiisii, menstriiel ve {ireme hikayesi ve diger
faktorlerin meme kanseri tizerine etkileri(17).

Kadinlarin hayatlar1 boyunca meme kanserine yakalanma riski erkeklere kiyasla
100 kat daha yiiksektir(17). Meme kanseri tanist kadinlarda daha erken evrelerde
koyulabilirken erkeklerde genelde ge¢ evrelerde konulur. Bunun sebebinin erkeklerin
belirtileri  dikkate almamalari, Onemsememeleri ve tarama programlarina
gitmemelerinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir(18).

Kalitsal meme kanseri Oykiisii olan ailelerin yaklasik %80’inden BRCAL ve
BRCAZ gen mutasyonlarinin sebep oldugu tahmin edilmektedir. Ancak BRCAL ve
BRCAZ2 genlerinin mutasyonlarin bulundugu her ailede meme kanseri olusumu
goriilmez. Diger risk faktorleriyle birlikte goriilmesi ile iliskili bir durumdur(19).

BRCA1 ve BRCAZ2 yiiksek penetrasyonlu genlerin diginda, meme kanseri
yatkinligini artiran baska genler de olabilir. Bu genlere 6rnek olarak proto-onkogenler,
ostrojen ve metabolik genler, bagisikligi diizenleyici yolakta yer alan genler gosterilebilir.
Bu genlerin diisiik penetrasyonlu oldugu diisiiniilse de ¢evresel faktorler meme kanseri
gelisme riskini etkileyebilir(19).

BRCAL1 geninde mutasyon ve delesyon olan kadinlar arasinda %10 oraninda
bulunurlar. Erkeklerde ise goriilme sikligi oldukca disiiktiir. Genin 1721 bolgesi
incelendi ve farkli lokuslarda mutasyonlar bulundu. Bu gende meme kanseri riskini
artirmayan bir ¢ok polimorfizm bulunmaktadir. BRCAL gen iiriinii, normal embriyonik
gelisim icin O6nemli olan 1863 amino asitli bir protein olan RNA polimeraz II
holoenziminin bir bilesenidir(20). Caligmalar, BRCAL’in insan kanser hiicrelerinde

proliferasyonunu, DNA sarmal kiriklarinin onarimini, apoptoz indiiksiyonunu,



kemosensitiviteyi ve belirli hiicresel diizenleyici proteinlerin ekspresyonunu modiile
ettigini ileri siirdii(21).

BRCAZ2 geni 13q12-q13 bolgesi incelendi. Ve bir cDNA’nin 2329 aminoasitlik
bir proteini kodladig1 goriildii. Ancak bunun tiim geni temsil etmedigi diisiilmektedir.
Insan BRCAZ2 geni, kabaca 70 kb genomik DNA ’ya dagilmis 27 ekzon igerir. Birden fazla
timor tipinde rol oynayabilecegi i¢in tiimor baskilayici gen olarak da gorev alabilir. Cogu
BRCAZ2 mutasyonunu kesik bir protein tiriinii ile sonu¢landig1 6n goriilmektedir. BRCA2
mutasyonlari, biiyiik bir kismi islevsiz olan proteinlerin iiretilmesine neden olabilir ve bu
mutasyonlar ¢ekirdege tasinmazlar(20).

BRCAL ve BRCAZ ile ilgili proteinler, kadinlarda ve erkeklerde normal meme

epiteli tarafindan tretilirler(22).
2.4. Meme Kanserinde Kullamlan ilaclar

Meme kanseri teshisi konulduktan sonra ki asil amag tedavi ile hastaligi kontrol
altina alabilmektir. Metastatik olmayan meme kanserlerinde, uzak bolgelere metastazi
engellemek ve ya lokal niiks riskini en aza indirmektir. Ve hastanin eski yasam kalitesine
geri donebilmesi amaglanmaktadir. Metastatik meme kanserinde ana hedef, semptomlari
hafifletmek ve yasam siiresinin uzatmaktir(23).

Meme kanserinde kullanilan geleneksel tedavi segcenekleri arasinda, viicudun geri
kalanin1 etkilemeden tiimorii bolgesel olarak temizlemek igin cerrahi tedavi ve yine
viicudun tamamini etkilemeyen radyasyon tedavisi yer almaktadir. Ek olarak, hormonal
reseptoriin durumu, HER2 protein miktari, menopoz durumu, genel saglik durumu ve
hastaligin evresine gore degerlendirilen hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi ve
neredeyse viicudun tamamini etkileyen ve tiim kanser hiicrelerine ulasabilen kemoterapi

gibi sistemik tedaviler de uygulanmaktadir(24).



Kemoterapl Iimmuanoterapil

Meme

Kanserinl
Endokrin Toda}rllEtmok
: S cin
Tedavisl Uygulanan

Yontemler

Radyoterapl

Sekil 2. 2. Meme kanserini tedavi etmek igin kullamlan mevcut tedavi segenekleri (23).

2.4.1. Endokrin Tedavisi

Meme kanseri, hormon reseptorleri (HR), Gstrojen veya progesteron varliginda ya
da yoklugunda biiylime gostermesi ile tanimlanabilir. Bu reseptorler dstrojen reseptorii
(ER) progesteron reseptorii pozitif (+) meme kanseri tedavisinin temel dayanagini temsil
eden anti-endokrin tedaviler tarafindan hedef alinabilir. Endokrin durumuna ilaveten,
kotii huylu hiicreler de dahil olmak tizere hiicrelerin biiyiimesini destekleyen proteinleri
kodlayan insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) geninde bir mutasyonun
varlig1 ya da yoklugu ile de belirleyici olabilir(25).

Premenopozal kadinlarda, yumurtaliklar Ostrojen iiretiminin temel sebebidir.
Postmenopozal kadinlarda, adrenal bezler tarafindan salinan androjenler, 6ncelikle yag
dokusu ve kasta aromataz tarafindan dstrojene doniistiiriiliir. Endokrin terapi, dstrojenin
reseptOr seviyesindeki etkisini bloke ederek veya Ostrojen tiretimini inhibe ederek islevini
gormektedir. Bugiine kadar ¢esitli endokrin terapi smiflar1 gelistirilmistir ve bunlar
arasinda se¢ici Ostrojen reseptorii modiilatorleri, yiiksek doz dstrojenler ve hedefe yonelik
tedaviler, aromataz inhibitorleri (Al'ler), luteinize edici hormon salan agonistler bulunur
(25). Birincil meme kanseri igin kullanilan ¢esitli hormonal ilag tiirleri arasinda

Tamoksifen, Toremifen, Arimidex, Zoladex vb. bulunur(24).



2.4.2. Cerrahi Tedavi

Son yillarda metastatik olmayan meme kanserinin teshisi ve tedavisinde cerrahi
ilerlemeler hayatta kalma ve iyilesme ile sonuglanmistir. Bu gelismeler meme koruyucu
cerrahinin (MKC) mastektomi ile sag kalim arasindaki iliskisinden kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte sosyal yasam sartlar1, saglik sigortasi ve saglik hizmetlerinin varligi gibi
klinik olmayan 6zelliklerin MKC kullanimini etkiledigi diistiniilmektedir. Benzer sekilde
komorbiditelerin yonetimi dahil olmak iizere cerrahi tedaviye kadar gecen siireyi
etkileyen ¢ok sayida klinik faktor vardir(26).

Meme kanseri hastalar i¢in cerrahi secenekler iki genel gruba ayrilabilir. Bunlar
meme Kkoruyucu cerrahi (onkoplastik cerrahi dahil) ve MAST(mastektomi ve meme
yeniden yapilandirilmasi ile birlikte) seklindedir. Onkolojik kurallara bagli olarak
hastalar meme yeniden yapilandirilmasiyla ya da yapilandirma olmadan kismen veya

tamamen meme dokusunun ¢ikarilmasini secebilirler(27).
2.4.3. Immiinoterapi

Meme kanseri tedavisinde ki son gelismelerden birisi de kemoterapinin bir pargasi
olan immiinoterapidir. Uzunca bir siire kalitsal aktarim sebebiyle ortaya ¢ikan meme
kanserine bagigiklik sisteminin yanit veremeyecegi diisiiniiliiyordu(23).

Yeni gelisen kanser hiicreleri ile bagisiklik sistemi arasindaki, bagisiklik
diizenleyici olarak da adlandirilan etkilesim, {i¢ asamadan geger: eliminasyon, denge ve

kag1(28).
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Sekil 2. 3. Bagisiklik sisteminden yararlanmak ve meme kanserini yok etmek icin kullanilan cesitli
stratejiler(28).

2.4.4. Hedefe Yonelik Tedavi

Meme kanseri hastalarinda daha etkili ve daha az yipratici bir tedavi olan hedefe
yonelik tedavilerden faydalanilabilecegi fark edildi(29). Hedefe yonelik tedavi yaygin
olarak kemoterapi ile birlikte kullanilmaya baslandi. Bu tedaviler de Transtuzumab veya
Lapatinib gibi ilaglarla meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini uyaran bir proteinin
(HER2 gibi) etkisini bloke edebilmektedir. Ve hedefe yonelik tedavilerin kemoterapiye
kiyasla daha az ciddi yan etkileri vardir(30, 31).

2.4.5. Radyoterapi

Hizlandirilmis kismi meme 1sinlamasi, lumpektomi sonrast meme korunmasinin
bir parcasi olarak radyasyon tedavisinin toksisitesini azaltmak arastirilmistir. Tiim meme
yerine kitlenin alindig1 yerin etrafindaki 1-2 cm'lik bir alana radyoterapi verilir. Fraksiyon
basina daha yiiksek dozlarin verilmesi, radyasyon tedavisinin 5 veya 6 hafta yerine birkag

giin i¢ginde tamamlanmasini saglar(32).



Son 20 yilda, akademik calismalar oldukca ilerlese de meme kanserine koklii bir

¢oziim getirilememistir. flac tedavilerinin yeni hedeflerinin belirlenmesi gerekmektedir
(33).

2.5. Kanser ve Diyabet

Kiiresel saglik tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olan ve oldukg¢a yaygin olan iki
hastalik ¢esidi bulunmaktadir: Diyabet ve kanser. Hareketsiz yasam tarzi, asir1 kilo, sigara
icme ve ileri yas gibi ¢ok sayida ortak sebeple ortaya ¢ikmaktadirlar. Epidemiyolojik
veriler, diyabetli hastalarin ¢ok c¢esitli kanserlere yakalanma riskinin normal bireylere
kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir(34).

Yiiksek kan sekeri diizeyinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve ilerlemesini
uyardig1 tespit edilmistir(35). Hiperglisemi, anormal gen ekspresyonu ile sonuglanan,
DNA metilasyonu ve kromatin yeniden sekillendirmesi de dahil ¢esitli mekanizmalarla
epigenetik degisikliklere neden olur. Ayrica kanser hiicrelerinin metastazi, cogalmasi ve
anormal gen ekspresyonunu artirarak tiimor bitylimesine sebep olmaktadir (36). Yapilan
calismalar diyabet ile karsinogenez arasinda bir iliskinin oldugunu goéstermis ve en

belirgin iligskinin Tip 2 diyabet (T2DM) ile oldugu bildirilmistir(37).

ins0lin ve Insglin ieptinfadiponekain  enflamatuar tepkiler, reaktif oksien imman anormatiikler
benzer bayome salgianmasi torterinin Gretimi (ROS; itrombosit
faktord 1 IGF-1) Oksidatif stres) aktivasyonu)

Sekil 2. 4. Hiperglisemi/diyabet tarafindan indiiklenen kanser hiicrelerinin cogalmasi, yukaridaki
stireglere aracilik ederek dolayli olarak gergeklesir(38).

Diyabetojenik glukoz seviyeleri, farkli kanser tiplerinin ilerlemesini farkl
mekanizmalarla desteklemektedir. Aerobik glikolizin bagimli yolaklarinin artmasi ve
birkag hiicre i¢i sinyalini aktive edisi, yiiksek glukoza maruz kalan kanser hiicrelerinde
gosterilmektedir. Glukoz, hiicre igerisinde glukoz tasiyici-1 in (GLUT1) yardimiyla
tasinmaktadir. Ve birka¢ metabolik yolu uyarir. Fosfofruktikinaz-1, Heksokinaz-1l ve
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piruvat kinaz M2 gibi glikolizdeki bir ¢ok kilit enzim, birka¢ makromolekiilgn sentezi
icin gerekli olan metabolitlerin artmasina neden olmaktadir. Buna benzer olarak glukoz,
hiicre gogalmasi, metastatik yetenek ve kanser hiicrelerinin kemorezistan direncini i¢eren

ERK, STATS3, ve NF-kB gibi bir ¢ok sinyal yolagini aktive edebilir(39).
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Sekil 2. 5. Yiiksek glukozun enerji metabolizmasina ve hiicre igi sinyal yolaklarina etkisi. Glukoz
agresif kanser fenotiplerini uyaran birkag sinyal yolagin da aktive eder. Glukoz, glikoliz, O-
GlcNAsilasyon, laktik asit tiretimi ve lipid sentezinde artisla sonuglanan glukoz metabolizmasindaki
anahtar enzimleri diizenler. Buna paralel olarak glukoz, agresif kanser tiirlerini harekete gegiren birkag
sinyal yolagini da aktive eder(39).

11



2.5.1. Meme Kanseri ve Diyabet

Diyabet ve meme kanseri arasinda onemli bir iligkinin oldugu bilinmektedir.
Yapilan caligmalar, diyabetin meme kanseri riskini artirdigini ve tiimor olusumu
gerceklestikten sonra tiimoriin gelisimini destekledigini gostermektedir(40). Yapilan bir
calismada yiiksek glisemik indeksli gida ve kanserojenlerle beslenen fareler, daha diisiik
glisemik indeksli gida ile beslenen farelere gére meme kanserini daha hizli gelistirmis ve
daha yiiksek tiimor yiikiine sahip bulunmustur(41).

Yag asidi sentaz enziminin yiiksek ekspresyonu, meme kanseri hiicre
proliferasyonu i¢in gerekli oldugundan ve yiiksek glukoz tarafindan regiile
edilebildiginden, meme kanserinde lipid metabolizmasi 6nemli bir gorev alir(42).

Meme kanseri hiicreleri genellikle hormonlarin ve biiyiime faktorlerinin
aktivasyonuna ihtiya¢g duyar. Bu sebeple asir1 insiilin ve insiilin benzeri biiylime
faktoriiniin (IGF) meme kanserinin temelinde yatan sebep oldugu distinilmistiir(43).
Buna ek olarak, yiiksek glukoz ve insiilinin, artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimi
yoluyla meme kanserinin ¢ogalmasina yardim ettigi gosterilmistir(44). Bu da IRSyi
(insiilin reseptorii substrati) aktive eder. Sonrasinda MAPK (Mitojenle aktive olan protein
kinaz) yolagini aktiflestirir. Yiiksek glukoz, meme kanseri hiicrelerinde ROS {tiretimini
uyararak biiyiimeyi destekler ve apoptoza engel olur. ROS daha sonra PP2C3 1 (niikleer
tip 2 C protein fosfataz) aktive edebilmek i¢in NF-xB (niikleer faktor kB) yolagini uyarir.
Meme kanseri hiicrelerinin gogalmasi desteklenmis olur(39).

Hem diyabet hem de meme kanseri olan hastalardan alinan tiimér dokusunda
PP2Co ekspresyonu, kan sekeri normal diizeyde olan hastalardan daha yiiksektir. Yiiksek
glukozun diger sinyal yolaklar1 tizerinde de etkisi oldugu tespit edilmistir(45).

Meme kanseri olan hastalarla yapilan ¢alismada tip 2 diyabete sahip olan kisilerin
onemli 6l¢iide daha fazla lenfatik ve metastaza sahip oldugu bulunmustur(46). Yapilan
baska bir caligmada ise yiiksek glukoz ve insiilinin, metastatik bir meme kanseri hiicre
dizisi olan MDA-MB-231'in yayilimini ROS {iretimi yoluyla olduk¢a artirdigi
gosterilmistir(44). Yine baska bir caligmada, plazminojenin hiicre yiizeyine
baglanmasinin bir inhibitorii olan e-aminokaproik asidin kullanilmasinin, yiiksek glukoz

ve insiilin tarafindan uyarilan MDA-MB-231"in yayilimini1 baskiladigi goriilmiistiir(47).

Yiiksek glukozun meme kanserindeki metastatik etkilerinin incelendigi bir

calismada ROS/ NF-«kB'yi aktiflestirerek artan PP2C3 ekspresyonunun, kanser
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hiicresinin biiylimesini, meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ve yayilmasini tesvik
ettigi  bulunmustur(48). Yiiksek glukozla kiiltiirlenen meme kanseri hiicrelerinde
GLUT12 ekspresyonunun arttig1 baska bir ¢alismada gosterilmistir. Yine ayni meme
kanseri hiicrelerinde Zn2+ iyon tasiyicilarinin da yiiksek glukoz ile arttigi, Zn2+
iyonunun meme kanseri hiicrelerinin hareketliligi icin gerekli oldugu gosterilmistir(49).

Tip 2 diyabet olan farelere ortotopik tiimor nakli yapilmistir. Meme kanseri tagiyan
hiperglisemik farelerin, kontrollii glukoz seviyesine sahip diyabetik farelere veya normal
farelere kiyasla akciger metastazi yapma ihtimali daha yiiksek goriilmiistiir(50).

Bu calismalar, tip 2 diyabetli hastalarda insiilinin etkisine ek olarak yiiksek

glukozun meme kanseri metastazi tizerindeki etkisini ortaya koymaktadir(39).

2.5.2. Diyabette Kullamlan flaclarin Meme Kanseriyle iliskisi

Tip 2 diyabeti tedavi eden veya Onleyen ajanlarin kanser riskini olumlu yonde
etkilemesi beklenilmektedir. Bu oral ajanlar, insiilin saglayan (sekretagoglar,
metiglinidler ve inkretin analoglari)) ve insiilin duyarlilastirict (metformin ve
tiyazolidindionlar) olarak iki genel kategoriye ayrilir. Insiilin duyarhlastiricilari,
metformin ve tiyazolidindionlar (TZD'ler), sadece glikoz, insiilin ve yag asidi seviyelerini
diistirmekle kalmayip antikanserojenik 6zelliklere de sahip olduklarindan umut verici
kanser terapileridir. Metformin genellikle tip 2 diyabet tedavisi igin birinci basamak
tedavi olarak kullanilir; hepatik glikoz ¢ikisini azaltir ve kasta glikoz atilimini arttirir,
boylece dolasimdaki serum glikoz ve insiilin diizeylerini azaltir(51).

Hayvan deneyleri kadar in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 da metforminin
antitimor Ozelliklerini gostermistir. Farelerde meme tiimorii bliylimesi metformin ile
azaldigindan insan meme kanseri tedavisinde de umut verici olarak gorlilmiistiir.
Metformin, onkojenik hiicre hatlarinda kismi hiicre dongilisii durdurur, hiicre
proliferasyonunu inhibe eder, kanser proliferasyonunu azaltir. Metformin gibi,
tiyazolidindionlar da in vitro diizeyde kanser hiicresi biiyiimesini, gliglenmesini ve
proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu indiikler(51).

Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) agonistleri, tip 2 diyabet tedavisinde nispeten
yeni ilaglardandir(51).
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2.6. Glukagon benzeri peptid-1

Glukagon benzeri peptid-1(GLP-1), ¢ok yonlii, farmakolojik potansiyeli genis
olan 30 aminoasitlik bir bagirsak hormonudur. GLP-1 agizdan alinan besinlerin etkisiyle
ince bagirsaktan salgilanir ve kana gegerek pankreastan insiilin saliimini arttirir.
Glukagon salgilanmasini ve apoptozu azaltir(52).

Uretilen pro-glukagon, farkli organlarda farkli tiirde boliinmelere ugrar ve GLP-
1, GLP-2, glisentin ve oksintomodulin bagirsakta boliinmenin triinleridir. GLP-1'in
olgunlagsmamis 37 aminoasit formu, C-terminal ucundan boéliinilir ve amidlenir. Bunun
sonucunda GLP-1'in aktif formu ortaya ¢ikar(53).

Dogal GLP-1'in ¢ok kisa bir yarilanma 6émrii vardir. Neredeyse 1-2 dakikadir(54).
Dipeptidilpeptidaz-4(DDP-4) enziminin etkisi ile inaktive edilir. DDP-4, GLP-1
salgilama bolgelerine bitisik olanlar dahil, endotel hiicrelerinin ylizeyinde eksprese
edilmektedir. Hem ¢6ziintip dolasim formunda hem de zara bagli sekilde bulunur. DDP-
4 enziminin aktivitesi ile, salgilanan GLP-1'in yalnizca %10-15'i bozulmaya ugramadan
dolagima katilir(55, 56).

GLP-1 reseptorii glisemik kontrolii iyilestirir, p-hiicre proliferasyonunu ve
sagkalimin1 destekler. Glukagon sekresyonunu baskilayarak kan sekerini disiiriir,
kardiyovaskiiler performansi iyilestirir, gida alimini baskilayarak viicut agirligini azaltir.
GLP-1 idrar ve sodyum atiliminin disinda su alimini azaltir, pankreas adaciklarinin
proliferasyonunu uyarir, gastrik asit sekresyonunu inhibe eder. Hafiza ve 0grenmeyi
artirir. Kaslar, kemikler, bobrekler, karaciger olmak iizere ¢ok sayida dokuda koruyucu
ve diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir(Sekil 2.6)(52).

GLP-1'in yarilanma 6mrii ¢ok kisa oldugundan ilag olarak kullanilmamakta olup
onun yerine GLP-1 gibi davranan agonistleri kullanilmaktadir. Potansiyelinin
gelistirilmesi i¢in biyokimyasal olarak degistirilmis olan GLP-1 reseptor agonistleri, tip
2 diyabet tedavisi i¢in basarili bir sekilde kullanilmistir. Yalnizca diyabet i¢in degil
obezite tedavisi i¢in de bir cok GLP-1 tabanli ilag tedavileri degerlendirilmektedir(52).
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Sekil 2. 6. GLP-1 in dogrudan ve ya dolayl1 olarak metabolizma iizerine etkileri(52).

2.6.1. Liraglutid

Liraglutid, dogal glukagon benzeri peptit-1 ile %97 amino asit homolojisine sahip

bir agillenmis glukagon benzeri peptit-1 analogudur. Dogal GLP-1 ile karsilastirildiginda

liraglutid, 34. Pozisyonda arginin ile degistirilmis lizine sahiptir. Ayrica 26. Pozisyondaki

lizin N-palmitoil-I-glutamik asitin'in y-karboksil grubu ile e-amino grubu iizerinde

acillenmistir. Biiyiik olasilikla liraglutid enjeksiyonu sonrasi, baskin plazma proteini olan

insan serum albiiminine bir yag asidi baglama bdolgesi yoluyla kovalent olmayan bir
sekilde baglanir(57).
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GLP-1 reseptorii agonistleri, tip 2 diyabet icin glukoza bagimli insiilin
salgilanmasini destekler. Ve glukagon salinimini inhibe eden koklii bir terap6tik grubu
olusturur(57). Ayrica GLP-1 agonistlerinin miyokard enfarktiisiinden sonra sol ventrikiil
performansini iyilestirme ve kardiyak iskemiye ve aterosklerozun ilerlemesine karsi
koruma gibi dogrudan faydalarimin oldugu bildirilmistir. Ek olarak, inkretin bazl
tedavinin, glisemik kontrole atfedilebilenlerden bagimsiz olarak kalp koruyucu etkileri
nedeniyle diyabetli kalp yetmezligi hastalarinin tedavisi i¢in yeni bir terapotik stratejiyi
temsil edecegi One siiriilmiistiir. Yapilan bir ¢aligmada GLP-1 analogu liraglutidin, tip 1
diyabetli siganlarda 5 AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK)-Sirtl yolaginin
aktivasyonu yoluyla miyokardiyal steatoz, oksidatif stres ve apoptoza karsi korudugu
gosterilmistir(58).

Klinik kullanimda baskin olan GLP-1 reseptdrii agonisti liraglutiddir. Diger GLP-
1 reseptorii agonistlerine kiyasla bire bir ¢alismalarda yiiksek diizeyde glisemik fayda
gostermistir. Liraglutid ayrica viicut agirh@inda ve sistolik kan basincinda azalma ve
diisiik hipoglisemi oranlar1 dahil olmak {izere bir¢ok baska klinik faydaya sahiptir(57).

Liraglutidin, tip-2 diyabet tedavisinde glisemik kontrolii iyilestirdigi ve
inflamasyonda nétrofil ekstravazasyonunu onledigi tahmin edilmistir. Bu baglamda fare
akciger ve karaciger kanserlerine yapilan liraglutid muamelesi, Notrofil ekstraseliiler
tuzaklarini azaltarak anti-timor etkinlik gostermistir(59).

Liraglutidin kanser tedavisi igin potansiyel bir strateji oldugu disiiniilmektedir.
Yapilan galismalar dogrultusunda endometrial kanserde liraglutidin kanser hiicrelerinin
biiylimesini doza bagli bir sekilde inhibe ettigi, AMPK sinyal yolu araciligiyla otofajiyi
uyardigi ve yine bu yolakla apoptozu indiikledigi sonucuna varilmistir(60).

Liraglutid, glikoz homoestazini iyilestiren ve viicut agirhigini azaltan, giiclii ve
uzun etkili, antiinflamatuar etkisi olan bir GLP-1 agonistidir. Insan prostat ve pankreas
kanserlerinde anti-proliferatif etkisi oldugu rapor edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
obezite ile iligkili meme kanserinde, liraglutidin, kanser hiicrelerinin biiylimesini bloke
ederek etki gosterdigi goriilmistiir(61).

Asirt kilolu ve tip 2 diyabete sahip bireylerde meme kanseri risk faktorleri
oldugundan, yiiksek riskli popiilasyonlarda GLP-1 agonistleri ile yapilan farmakolojik
miidahalenin meme kanserini Onleyip Onlemedigi ile ilgili ¢alismalar bu konunun

aydinlatilmasi igin yol gosterici olacaktir(7).
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2.7.Hipotez

Diyabetin meme kanseri riskini artirdigt yapilan c¢aligmalarla belirlenmistir.
Diyabet ilact olarak kullanilan, GLP-1 reseptor agonisti liraglutidin farkli kanser
tirlerinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, ¢alismamiz igin ‘liraglutid meme
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltir ve apoptozu uyarir’ hipotezini ileri siirmiis

bulunmaktay1z.

17



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Cihazlar
Cihaz Marka
Azot tanki International Cryogenics
Buz makinesi Niive
Hassas terazi A&D
Is1 blogu Benchmark
Inkiibator Euro Clone Safegrow
Kemoliiminesans ChemiDoc-I1t2
Laminer hava akiml kiiltiir kabini Euro Clone Safegrow 1.2
Manyetik karistirict Daihan
Mikroskop Olympus
pH metre cihazi Mettler Toledo
Santrifiij cihaz1 Hermle
Sogutmali santrifiij Hermle
Calkalayici Benchmark Scientific
Spektrofotometre cihazi Emax Plus
Su banyosu (benmari) Benchmark
Western Blot tanki Bio-Rad
Vorteks Heidolph

3.1.2. Kimyasal Maddeler, Malzemeler ve Kitler Marka

Dimetil Siilfoksit Merck
DMEM F12 1:1 mix Sigma
L-glutamin Capricorn
Fetal Bovine Serum Capricorn
Penisilin-Streptomisin Capricorn
Etil Alkol Merck
Phosphate-Buffered Saline Capricorn
Metil Alkol Merck

Pl Chem Cruz




Mikropipetler Ependorf

Liraglutid Abcam
CellTiter 96 Agqueous One Solution Cell Promega
Proliferation Assay
Protein Assay Kit Bio-Rad
FITC Annexin-V Apoptosis Biolegend
Detection Kit with Pl
3.1.3. Antikorlar
B-actin NeoMarkers
a-tubulin Santa-Cruz
p53 Santa-Cruz
belcin-1 Santa-Cruz
Donkey (anti-rabbit) Santa-Cruz
Goat (anti- mouse) Santa-Cruz
Goat (anti- rabbit) Santa-Cruz
Rabbit (anti-mouse) Santa-Cruz
3.2.Metotlar
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
Tablo 3. 1. Hiicreler ve Ozellikleri
MDA-MB-231 MCF-7

ATCC Kodu: HTB-26™ ATCC Kodu: HTB-22™

Doku: Meme Doku: Meme

Hiicre Tipi: Epitel Hiicre Tipi: Epitel

Organizma: Homosapiens

Organizma: Homosapiens

Hastahk Adi: Adenokarsinom

Hastahk Adi: Adenokarsinom

Biiyiime Ozelligi: Yapisan
(Adherent)

Biiyiime Ozelligi: Yapisan
(Adherent)

(ER-, PR-, Her2-)

(ER+,PR+, Her2+)




Calisma i¢in kullanilan biitlin hiicreler ATTC (American Type Culture
Collection)’den ticari olarak temin edilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri
hiicreleridir. Calismada bu hiicrelerin tercih edilmesinin sebebi liraglutidin HER2yi ifade
eden meme kanseri hiicresi ve etmeyen meme kanseri hiicresini nasil etkiledigini ortaya
koymaktir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismasinin asamalarinda, her iki hiicre hatti i¢in 100 pg/ml
penisilin-streptomisin, % 10 FBS ve 2 mM L-glutamin bulunduran DMEM:F12 besi yeri
kullanilmustir.

Hiicre kiiltiirinlin basamaklari, laminar akimli kabin ig¢inde gerceklestirilmistir.
Hiicreler, 37 C° sicaklikta ve %5 CO; ortaminda nemlendirilmis inkiibatorde

yetistirilmistir.
3.2.2. Hiicrelerin Coziilmesi

DMEM F-12-1:1 besi yerleri, 37 C° deki bir benmariye konmustur. Azot tankinda
dondurma tiiplerinde muhafaza edilen hiicrelerin, tanktan c¢ikarilarak c¢oziilmesi
saglanmigtir. Coziilen hiicrelerin siispanse hale gelmesi i¢in pipetaj yapilmis, 15ml’lik
falkon tiiplerine alinmistir. Hiicrelerin tizerlerine 5 ml besi yeri eklenip 5 dakika 1300
rpm’de santrifiij edilmistir. Ardindan stipernatant uzaklastirilip 4 ml besi yeri peletin
tizerine eklenmistir. Daha sonra 25 cm2’lik flasklara alinip hacim 6 ml’ye kadar

tamamlanmustir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin yogunluguna bagli olarak %70 doluluk oranina ulasan hiicrelerin 3-4
giinde bir olarak pasajlama islemi yapilmistir. Pasaj isleminde ilk olarak hiicrelerin
tizerindeki besi yeri uzaklagtirilmistir. Flasklara 2 ml tripsin ilave edilip %5 CO2 igeren
37°C sicakliktaki inkiibatorde 5-6 dakika bekletilmistir. Daha sonra faz kontrast
mikroskobu kullanilarak, hiicrelerin yapistiklar1  yiizeyden kalkma durumlari
gozlemlenmistir. Ardindan 5-6 ml besi yeri eklenip tripsinin etkisi inhibe edilmistir.
Hiicre ve besi yeri karisimi1 15 ml’lik falkon tiiplerine konularak 1300 rpm de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilmis ve pelet elde edilmistir. Hiicreler pelet
miktarina gore DMEM F-12-1:1 besi yeri ile siispanse edilerek homojen edilmistir.
Homojen hale geldikten sonra 25 cm?2’lik flasklara alinmistir. Hiicreler %5 CO2 igeren
37 C° deki etiivde inkiibe edilmistir.
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3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler T-25 flasklarin ylizeyini %80 kapladiktan sonra PBS ile yikanmistir.
Ardindan tripsinle yapistiklar ylizeyden kaldirilarak 15 ml’lik falkon igerisine alinmistir.
Ardindan 1500 rpm’de, 5 dakika santrifiijlenmistir.

Siipernatantin uzaklastirilmasmin ardindan peletin {izerine her bir dondurma
tiptine 2 ml olacak sekilde 1:10 oraninda DMSO besi yeri hazirlanarak eklenmistir.

Dondurma tiiplerine konulan hiicreler bir giin -80 C°’de bekletilip ardindan -196 C° olan

azot tankina yerlestirilmistir.
3.2.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Deneyler igin gereken hiicre sayisini belirlemek amaciyla, hiicrelere sayim islemi
yapilmustir. Sayim, iizerinde 16’sar kare ve toplam dort alani bulunan neubauer lami
kullanilarak yapilmistir. Toplam dort alanin igerisinde bulunan hiicreler sayilmistir.

Ortalamalar1 hesaplanarak, alan basina diisen (ortalama) hiicre sayisi bulunmustur(Bkz.
Sekil 3.1.).

Neubauer lamm - il : ":I . f

Sekil 3. 1. Neubauer Lam
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3.2.6. Hiicre Lizat1 Elde Edilmesi

Kiiltiirti yapilan ve flasklara yapisik halde bulunan hiicreler, boliim 3.2.3.”de pasaj
isleminde belirtildigi sekilde kaldirilmistir. Kaldirilan hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplerine
almip 5 dakika 1700 rpm de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilmig ve pelletin tizerine 1 ml PBS eklenmis, hiicreler 1.5 ml’lik ependorf
tiiplerine konulmustur.

Tiipler 5000 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve
pelletin {izerine hiicre miktarina gore (2 milyon hiicre de 160ul lizis tampon) lizis
soliisyonu (2mL Lizis soliisyonuna 2 pLL Na3VO4, 2uL NaF olacak sekilde) eklenmistir.
Karigim 15 sn. vorteks edilmistir. Ardindan 10 dakika buz iizerinde bekletilmistir.
Yapilan islem 3 kere daha tekrarlanmistir. Stispansiyon +4 °C de 13000 rpm’ de 10 dakika

santrifiijlenmistir. Son olarak siipernatant alinarak yeni bir ependorf tiipe konulmustur.

3.2.7. Protein Miktarmin Ol¢iilmesi

Total protein miktarinin belirlenmesi i¢in hiicrelerden elde edilen lizatlara Protein
Assay kit (Biorad) ile Bradford yontemi uygulanmistir. Bradford yonteminde 3 soliisyon
karisimi kullanilmistir. Bu karigimlar: Protein Assay Reagent-A, Protein Assay Reagent-
B, Protein Assay Reagent-S.

Bradford yonteminde kullanilmasi amaciyla BSA (Bovine Serum Albumin)
standardi hazirlanmigtir. 1 ml dH20’da 10 mg BSA ¢6zdirilmistiir. Bu ana stok
soliisyondan seri diliisyonla 0.25, 0.5, 1 ve 2 ug/ul’lik standartlar hazirlanmistir.

dH20 ve hazirlanan her 4 standart, her bir kuyucukta 5 ul hacimde olacak sekilde
eklenmistir. Daha sonra 20 ul reagent S ve 1000 ul Reagent A’dan &rnek adedine gore
karisim hazirlanmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga standart disinda 25 ul ekleme
yapilmigtir. Daha sonra iizerlerine 200 ul reagent B soliisyonundan eklenmistir. Olgiime

hazir hale gelen 6rnekler plate’te (96 kuyulu) iken 750nm’de 6lgiim islemi yapilmustir.
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3.2.8. Western Blot Analizi

Tablo 3. 2. Western Blot igin Kullanlacak Karisimlarin Oranlari

10x TBS (Tris Buffer

Salin) (1 It) (+4°C) 1x TBS/Tween (1 It)

31.5gTris-HCI () 900 mldH20 ()

80 g NaCl ) 100 ml TBS )

ph= 7,6 o) 2 ml Tween-20 )

10x Ydrutme Solisyonu 1x Ydrdtme Soliisyonu (1

(1 1t) (+4°C) It)

30grTris O 100 mi 10x Yariitme Solisyonu ()

144 grGlisin () %10SDS 10ml ()

890 ml dH20 O

Transfer Soliisyonu (1 It
¥ i Yikleme Soliisyonu (-20°C)

(+4°C)
100 ml 10x Yiratme Solisyonu () 7 ml 0,5 M Tris-HCI ph:6,8 ()
700 ml dH20 O 3,6 ml Gliserol O
200 ml Metanol 1gSDs ’_\
> 1,2 mg Bromofenol Blue 3
%18'lik Ayirict Jel %12'lik Depolayict Jel

2,6 ml dH20 ® 2,6 ml dH20 QO
1.1ml %30 ACA/bisACA |\J 3.2ml %30 ACA/bIisACA (_
1.1.25ml 0.5M Tris-HCl pH 6.8( ) 2ml 1.5M Tris-HCI pH 8.8 ()
50u! %10 SDS O 80p! %10 SDS Q)
50 pl %10 APS O 80ul %10 APS O
5 pl TEMED kullanildi. ()

Calismadaki hiicrelerin lizat1 elde edildikten sonra 3.2.7°de agiklandigi gibi
protein ol¢imii yapilmistir. Her lizattan 40pg total protein igeren drnekler 90V’da SDS-
PAGE elektroforezi ile yliriitiilmiistiir. Ve yiiritme ile PVDF membrana transfer islemi
gerceklestirilmistir. Bu membran daha sonra Tween-20 bulunduran TBS (Tris-Buffer-
Salin) (TBS/T) ile birlikte uygulanan %5’lik siit tozu karisiminda bir saat blotlanmustir.

TBS/T muamelesi 10’ar dakika ara ile 3 kez tekrarlanmastir. %2.5’luk siit tozu i¢erisinde
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1:1000 orani ile dilue edilen p53 ve becn-1 antikoru ile bir giin +4°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan TBS/Tween-20 ile 3 kez 10 dakika ara ile yikanmistir. Yine
TBS/Tween-20 ile %2.5’1uk siit tozu soliisyonunda sekonder antikoru ile oda sicakliginda
bulunan ¢alkalayici tizerinde bir saat bekletilmistir.

Hedef proteini tespit icin membran, 3 kez TBS/Tween-20 tamponu ile yikanmustir.
Yikama islemi yapildiktan sonra, luminol ve peroksit 1:1 oraninda karistirilarak
membrana uygulanmistir. Daha sonra, UVP ChemiDoc-It2 kemoliiminesans cihazi
kullanilarak seffaf petri kab1 icinde goriintiileme islemi yapilmistir. Orneklerin yiiklenme
durumunun kontrolii igin B-aktin antikoru kullanillmistir. Sekonder antikor isleminden
sonra, TBS-Tween ile yikanarak goriintiilenmistir. ImageJ programi kullanilarak bant

yogunluklar tespit edilmistir.

3.2.9. Annexin V Boyamasi ile Apoptozun Belirlenmesi

T-25 cm2 flasklara MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri igin 1.5x105 sayida hiicre
ekimi yapilmugstir. 24 saatlik siirenin ardindan 1C50 dozu belirlenen liraglutid tedavisi
yapilmustir. 72 saat periyodun tamamlanmasinin ardindan hiicreler tizerinde bulunan besi
yeri falkon tiiplere alinmigtir. Yapisan hiicreler tripsinle kaldirilip falkon tiiplere
eklendikten sonra 1500 rpm’de 5dk santrifiijlenmistir. Daha sonra resilispanse olmasi i¢in
500 ul soguk PBS eklenmistir. Tekrar 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Her bir hiicre
i¢in, 400 ul 1X binding hazirlanarak buza konulmustur.

Tablo 3.3.’¢ gore 100 ul anneksin inkiibasyon karisimi her bir hiicre i¢in

hazirlanmastir.

Tablo 3. 3. Anneksin V Boyamasinda Kullanilan Kimyasallarin Oranlari

10X-Binding 10 ul
Propidyum iyodiir 5ul
Anneksin 5ul
dH20 80 ul
Total hacim 100 pl

Hazirlanan karigim karanlik ortamda, buz iizerinde 10 dakika kadar bekletilmis ve

buz lizerinden alinmistir. Her bir tiip igerisine 100 ul eklenerek 15 dakika oda sicakliginda
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bekletilmistir. Sonra {izerine 400 pl Binding-1X eklenerek oda sicakliginda 30 dakika-1

saat arasi bekletilmistir. Sonrasinda 6l¢lim igin akis sitometrisi kullanilmistir.
3.2.10. Hiicre Proliferasyon Testi- MTS

Calismada kullanilan liraglutidin hiicrelerin ¢ogalmasi iizerindeki etkisini
gozlemlemek ic¢in, her bir kuyucuk 1.5x103 hiicre icerecek sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ekim yapilmistir. Ve 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda ¢esitli
dozlarda liraglutid ile tedavi uygulanmustir. 72 saatlik tedavi siiresini tamamlamasi igin
inkiibatorde bekletilmistir.

72 saat tamamlandiktan sonra CellTiter-96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega kiti ile 20 ul MTS soliisyonu her bir kuyucuga eklenmistir. Inkiibatorde
2 saat, renk degisim durumu kontrol edilerek bekletilmistir. Ardindan 490 nm ’de

spektrofotometre dl¢liimii yapilmistir

3.2.11. Yazilim ve Veritabanlari

Image J Western Blot sonuglarinin analizi

M. Office 365 Elde edilen sonuglari grafige dokiilmesi
Excel

Graph Pad Prism Grafik ¢izim yazilimlar

9

Image J analiz programi1 Western Blot sonuglarinin sayisal verilere dokiilmesi igin

kullanilmistir. Sonrasinda elde edilen veriler, Excel’de analiz edilmistir.

3.2.12. istatistiksel Analiz

Yapilan ¢alismalarin sonuglarinin degerlendirilmesi igin student t testi kullanilmig
ve p degerinin 0.05’den kiigiik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Liraglutid ile Muamele Edilen Hiicrelerin Proliferasyonu ve Hayatta
Kalim

Liraglutidin hiicrelerin proliferasyonu iizerindeki etkisinin gozlemlenmesi ve
sitotoksitenin belirlenmesi i¢in MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde MTS analizi
yapilmustir. Liraglutidin belirli dozlarda uygulanmasindan 72 saat sonra analiz yapilarak

IC50 konsantrasyonu belirlenmistir.
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in yapilan ekimin plaka goriintiileri Sekil

4.1.” de gosterilmistir.

Sekil 4. 1 MTS analizi sonrast MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatt1 plakalarmin gériintiileri

Spektrofotometre cihazinda okutma iglemi yapildiktan sonra IC50 oranlart MDA-
MB-231 i¢in 3400 nM, MCF-7 i¢in 4800 nM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4. 2. MDA-MB-231 hiicre hattinin liraglutid konsantrasyonlar1 sonrasi hiicre canliligi grafigi
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Sekil 4. 3. MCF-7 hiicre hattimin liraglutid konsantrasyonlar1 sonrasi hiicre canlilig: grafigi
Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’da gortildiigii gibi 72 saat sonra her iki hiicre hattinda da
liraglutid tedavisi ile hiicre canliliginin tedavisiz gruba gore azalmalarinin oldugu

goriilmistir.

4.2. Anneksin PI Boyanmasi ile Apoptoz Tespiti

Hiicre 6liimiiniin tespiti i¢in Anneksin V ve Pl boyama yontemi kullanilmistir. Bu
yontem Olen hiicrelerin dis ylizeyinde transloke olan fosfatidilserin molekiilleri ile
baglanarak apoptotik hiicrelerin goriiniir hale gelmesini saglayan FITC ile konjuge olan
bir mantiga dayanmaktadir.
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MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari, liraglutid tedavisinden 72 saat sonra
topanlanmig ve apoptotik hiicrelerin tespiti i¢in gerekli olan anneksin V ve PI boyama

protokolleri uygulanmaistir.

Sekil 4.4.de MDA-MB-231 hiicre hatlarinin akis sitometrisi ile elde edilen analiz

sonuglar1 gosterilmistir.

2) MDA-MB-231 Tedavisiz Hiicre h) MDA-MB-231 ICS0 C) g
<. Torut ren 2 LIR(%D § . 20+
b gu.. UL{%0,00 Q2-UR{%0,00) ‘;3 4 02-UL(%0,00) 02-UR(%0,02 |
: 3 AL
+] %] 15+
<2 <2 L. 10-
& w3
= ‘,—'_'! 5+
& S
~1- =3 0~ T
020198, 02LR(%1,92 {02.1L(%9355 D2LR(%1643 NT Liraglutid
=TIt T Ty =TT —f—rrrT—rrT
10° 1t 10° 10° 10 10 16 10° MDA-MB 231
FITC-A FITC-A

Sekil 4. 4. MDA-MB-231 hiicre hatlarinda tedavisiz ve 1C50 3400 nM liraglutid uygulamasi sonucu
olusan apoptoz yiizdeleri gosterilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, hiicre apoptozunun
belirlenmesi i¢in yapilan Anneksin V ve PI boyama yontemi sonuglari grafiksel olarak gosterilmistir(c). Bu
grafikte, tedavi grubu ve tedavisiz grup arasinda yiizdelik hiicre sayilari karsilastirtlmistir. Unpaired t testi
ile belirlenen istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak hesaplanmig ve sonug istatiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Elde edilen sonuglar, MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan liraglutid
uygulamasinin hiicre apoptozunu uyarmada etkili oldugunu gostermektedir. Tedavisiz
grupta bulunan hiicrelerin  ylizdesi liraglutid uygulanan hiicrelerin yiizdesi
karsilagtirildiginda, 3400 nM liraglutid uygulamasi sonrasinda hiicrelerde olusan 6lim
orani %16.45 iken tedavisiz grupta bu oran %1.92°dir. Bu sonuglar, liraglutidin MDA-
MB-231 hiicre hattinda apoptozu uyardigin1 gostermektedir.

Ayrica yapilan analizlerde, liraglutid uygulamasinin hem erken hem de geg
apoptoz yiizdelerinde artisa neden oldugu saptanmistir. Bu sonuglar liraglutidin apoptozu

uyarici etkisinin hiicre 6liimiiniin farkli asamalarinda da rol oynadigin1 géstermektedir.

Sekil 4.5.de MCF-7 hiicre hatlarinin akis sitometrisi ile elde edilen analiz

sonuglar1 gosterilmistir.
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Sekil 4. 5. MCF-7 hiicre hatlarinda tedavisiz (a) ve IC50 4800 nM liraglutid (b) uygulamasi sonucu
olusan apoptoz yiizdeleri gosterilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, hiicre apoptozunun
belirlenmesi i¢in yapilan Anneksin V ve PI boyama ydntemi sonuglari grafiksel olarak gosterilmistir(c). Bu
grafikte, tedavi grubu ve tedavisiz grup arasinda yiizdelik hiicre sayilar1 karsilastirilmistir. Unpaired t testi
ile belirlenen istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak hesaplanmig ve sonug istatiksel olarak anlamli
bulunmustur.

MCF-7 hiicre hattinda yapilan liraglutid uygulamasinin hiicre apoptozunu
uyardigina dair sonuglar elde edilmistir. Tedavisiz grupta bulunan hiicrelerin yiizdesi ile
liraglutid uygulanan hiicrelerin yiizdesi karsilastirildiginda, 4800 nM liraglutid
uygulamasi sonrasinda hiicrelerde olusan 6lim oran1 %9.87 iken kontrol grubunda bu
oran %0.21°dir.

Flow sitometri kullanilarak yapilan analizlerde, liraglutid uygulamasini hem erken
hem de gec¢ apoptoz yiizdelerinde artisga neden oldugu saptanmistir. Bu sonuclar
liraglutidin apoptozu uyarici etkisinin hiicre Oliimiiniin farkli asamalarinda da rol

oynadigini gostermektedir.

4.2. Liraglutidin Hiicre Oliimiindeki Roliiniin Western Blot ile
Belirlenmesi

Western blot, bir proteinin belirli bir boyutta oldugunu dogrulamak i¢in kullanilan
bir teknik oldugundan ¢alismada kullanilmstir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda beclin-1’in ifadesi Sekil 4. 6. ’da gosterilmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan 3400 nM liraglutid muamelesi ile beclin-1
ifadesinin ila¢ verilen grupta artis1 goriinmektedir. Bu artis yapilan hesaplamalar

sonucunda, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

a) b)
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Sekil 4. 6 MDA-MB-231 hiicre hattinda beclin-1 ifadesinin artisinin goriintiisii (a) ve grafigi (b) (p<0.05)

MDA-MB-231 hiicre hattinda p53’iin ifadesi Sekil 4. 7. *da gosterilmistir. 3400
nM liraglutid uygulamasinin p53 ifadesi iizerindeki etkisi kontrol grubuna kiyasla,
anlaml1 bir artis gostermistir (p<0.05).

a) b)
MDA-MB-231 140 - * I
= 120 - !
[~
; § 100 - il
80 -
p33
53 kDa 60 i
40 -
Beta actin 20 7
43 kDa 0 : .

nt tedavi

Sekil 4. 7. MDA-MB-231 hiicre hattinda p53 ifadesinin artisinin gériintiisii (a) ve grafigi (b) (p<0.05)

MCF-7 hiicre hattinda p53’iin ifadesi Sekil 4. 8. ’da gosterilmistir. MCF-7
hiicrelerine uygulanan 4800 nM liraglutid muamelesi ile p53 ifadesinin ilag verilen grupta
azaldig goriilmektedir. . Bu azalis yapilan hesaplamalar sonucunda, istatistiksel olarak

anlaml1 bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4. 8 MCF-7 hiicre hattinda p53 ifadesinin azalisinin gériintiisii (a) ve grafigi (b) (p<0.05)

MCF-7 hiicre hattinda beclin-1’in ifadesi Sekil 4. 8. da gosterilmistir. MCF-7
hiicrelerine uygulanan 4800 nM liraglutid muamelesi ile beclin- ifadesinin ila¢ verilen
grupta azaldigr goriilmektedir. Bu azalis yapilan hesaplamalarla, istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4. 9 MCF-7 hiicre hattinda becn-1 ifadesinin artisimin gériintiisii (a) ve grafigi (b) (p<0.05)
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tlriidiir ve
Olimlere neden olan onemli bir hastaliktir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii
olmasina ragmen erkeklerde de goriilmektedir. Risk faktorleri arasinda yas, aile dykiisii,
genetik faktorler, hormon seviyeleri, obezite ve alkol tiikketimi gibi faktorler yer alir.
Meme kanseri tedavisi, kanserin tiiri ve evresine baghdir ve tedavi segenekleri arasinda
kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi ve hedefe yonelik tedavi gibi yontemler yer
alir(3).

Meme kanseri ve diyabet iligkisi, son yillarda yapilan birgok arastirmada
incelenmistir. Diyabet hastalarinin meme kanseri gelistirme riskinin arttigina dair bazi
bulgular vardir. Ve bu artisa neden olan obezite, yiiksek insiilin seviyeleri, yliksek kan
sekeri seviyeleri ve inflamasyon gibi faktorlerdir.

Diyabet tedavisinde liraglutid gibi GLP-1 reseptér agonisti ilaglar
kullanilmaktadir. Bazi calismalar, GLP-1 reseptdr agonisti ilaglarin meme kanseri riskini
azaltabilecegini one siirmiistiir(51).

Piccoli ve ark. (62) GLP-1 reseptor agonisti uygulanan deneklerin yiiksek meme
neoplazmi riskine sahip olup olmadigim1 degerlendirmek icin bir meta analiz
yapmuslardir. Bu analize gore GLP-1 reseptor agonisti ile tedavinin meme kanseri riskini
artirmadigr sonucuna varilmistir. Bu calismada, GLP-1 reseptor agonisti liraglutidin
meme kanseri hiicreleri lizerindeki anti-kanser etkisi incelenmistir. Liraglutidin farkl
konsantrasyonlarinin apoptoz iizerinde olumlu etkiler gdsterdigini ve hiicre tipine gore
farklilik gosterdigi goriilmustiir.

Shadboorestan ve ark. (63) liraglutidin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki etkilerini aragtirmis ve 50 nM liraglutid konsantrayonunun 6nemli bir etki
yaratmadigl sonucuna varmislardir. Ancak 1000 nM ve 5000 nM arasindaki liraglutid
konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi sonucuna ulagsmislardir.

Calismamizda, MTS testi kullanilarak MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlarindaki liraglutid konsantrasyonlarinin farkli nM’lari ile hiicre canlilig1 tespit edildi.
Bulgularimiz, liraglutidin meme kanseri hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkileri
oldugunu ve bu etkinin hiicre hattina bagl olarak farklilik gdsterebilecegini ortaya
koymaktadir. Bunun yani sira, MDA-MB-231 hiicrelerinin, MCF-7 hiicrelerine gore daha

diisiik bir IC50 konsantrasyonuna sahip oldugu belirlenmistir.
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Zhao ve ark. (64) Liraglutidin MCF-7 hiicrelerinin apoptozu tizerindeki etkilerini
flow sitometri ile degerlendirmislerdir. 48 saat boyunca 1000 nM liraglutide ile tedavi
edilen grubun, kontrol grubuyla karsilastirildiginda apoptotik hiicre yiizdesinde bir artisa
tol agtig1 goriildii. Erken ve ge¢ apoptoz yiizdelerini tedavi ve kontrol grubuyla analiz
ettiklerinde ge¢ apoptozu istatiksel olarak anlamli buldular. Bulduklar1 sonug liraglutidin
MCEF-7 hiicrelerinin apoptozunu destekleyebilecegini gdstermistir.

Flow sitometri teknigini kullanarak yaptigimiz ¢alisma sonrasi analizlerde, hem
MDA-MB-231 hem de MCF-7 hiicre hatlarina yapilan liraglutid uygulamasimin hem
erken hem de gec apoptoz ylizdelerinde artiga neden oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
liraglutidin apoptozu uyarici etkisinin hiicre Oliimiiniin farkli asamalarinda da rol
oynadigini gostermektedir.

Wijshake ve ark. (65) Beclin 1’in MCF-7 meme kanseri biiylimesini 6nleyen bir
mekanizma belirlediler. Caligmaya gore Beclin-1 tiimor baskilayict islevini E-cadherin
varliginda gostermektedir. E-cadherin’in eksik oldugu hiicrelerde Beclin-1’in timor
baskilayici islevi kaybolmaktadir.

Bertozzi ve ark. (66) yaptig1 bir ¢alismada kemoterapiye direngli meme kanserinin
direng gelisiminde etkili olabilecek bazi genlerin ifade diizeylerini arastirmislardir.
TFEB, SIRT1, CARM1 ve Beclin-1 genlerinin diisiik ifade diizeylerinin oldugu
gorilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlari, liraglutid ile tedavi
edildiginde Beclin-1 seviyesinde anlamli bir artis gézlemlendi. Bu sonuglar, liraglutidin
meme kanseri hiicrelerindeki tiimor baskilayici islevi artirabilecegini géstermektedir.

Beclin-1, hiicrelerin DNA hasarin1 onarma ve kanser hiicrelerinin biiylimesini
engelleme islevlerinde gorev yapan bir proteindir(65). Bu nedenle liraglutidin, Beclin-1
seviyelerini artirarak kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi diiiiniilebilir.

P53 ifadesinin artmasi, hiicrelerdeki DNA hasarmin tespiti ve onarimini saglar.
Eger hasar onarilmazsa, p53 apoptozis yoluyla hiicrenin Sliimiinii tetikleyerek kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilir. Bu nedenle, p53°lin artan ifadesi, hiicrelerin
apoptoz  yoluyla Oliimiini artirabilir ve kanser hiicrelerinin  biiyiimesini
engelleyebilir(67). MDA-MB-231 hiicrelerine 3400 nM liraglutid muamelesi yaptigimiz
calismada p53 seviyesinde artis goriilmiis ve bu artis yapilan hesaplamalar sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuglar, p53 proteinin MDA-MB-231
hiicrelerinde tiimdr baskilayici islevi tizerinde etkili olabilecegini gostermektedir. Ve p53

proteinin artmasi kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilir.

33



—
Liraglutid -
[beclin—l ]_J J.

APOPTOZ

Liraglutid, p53 ve beclin-1 gen ekspresyonunu artirir. Bcl-2 anti-apoptotik

Sekil 5. 1 p53, beclin-1 ve apoptoz iliskisi

oldugundan p53 ve beclin-1, bcl-2 gen ekspresyonunu azaltarak apoptozu tetikler(Sekil
5.1).

MCF-7 hiicre hatlarinda 4800 nM liraglutid muamelesi sonrasinda p53 protein
ifadesinin kontrol grubuna gore azaldigi ancak istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar, MCF-7 hiicre hatlarinda p53 proteinin timor
baskilayici islevinin azalmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonuglar, farkli hiicre hatlarimin farkli genetik yapiya sahip oldugunu ve bu
nedenle ayni proteinin bile farkli hiicre hatlarinda farkli etkilere sahip olabilecegini
gostermektedir.

Sonug olarak meme kanseri ve diyabet arasindaki iliski kompleks olmakla birlikte,
diyabet hastalarinin meme kanseri riskini arttirdigina dair bulgular vardir. Yapilan
caligmalar meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiiklemis ve Liraglutid’in meme
kanseri hiicreleri iizerinde potansiyel bir anti-kanser etkisi olabilecegi yoniinde 6nemli

bir bulgu saglamistir (62).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismanin sonuglar1 sdyle 6zetlenebilir;

Liraglutid ile tedavi edilen hiicre hatlari, belirlenen konsantrasyonlarla 72 saat
sonra MTS testine tabi tutulmustur. Sonuglara goére, MCF-7 ve MDA-MB 231 hiicre
hatlar1 i¢in toksik etki gosterdigi goriilmistiir.

Yapilan Anneksin V ve PI analizleri, liraglutidin MDA-MB-231 hiicre hattinda
apoptozu uyardig1 ve bu etkinin erken ve ge¢ apoptoz yiizdelerinde artisa neden oldugu
goriilmistiir. Bu bulgular dogrultusunda liraglutidin MDA-MB-231 gibi agresif kanser
hiicre hatlarinda apoptozu uyarmasi, tedavi seceneklerinin ¢esitliliginin artirabilir.

MCF-7 hiicre hattinda yapilan liraglutid uygulamasinin apoptozu uyardigi ve bu
etkinin erken ve gec¢ apoptoz yiizdelerinde artisa neden oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
MCF-7 gibi hormon reseptdr pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda apoptozu uyarici
etkisini gostermesi, tedavi segeneklerinin cesitliligini artirabilir.

Bu bulgular her iki hiicre hatt1 i¢in de liraglutidin meme kanseri tedavisinde
potansiyel bir ajan olarak kullaniminin degerlendirilmesi gerektigini 6ne stirmiistiir.

Western Blot sonrasi liraglutidin her iki hiicre hattinda da Beclin-1 seviyesini
artirdig1, kanser hiicrelerinin biiylimesini engellemede potansiyel bir rol oynayabilecegi
gorilmiistiir.

Liraglutid uygulamasindan sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde p53 ifadesinin artis1
goriliirken, MCF-7 hiicre hattinda p53 ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, farkl
hiicre hatlarindaki protein ifadesi sonuglarinin degerlendirilmesi, kanser tedavisi gibi
uygulamalarda daha dogru sonuglar elde etmek i¢in dnemlidir.

Bu c¢alisma, meme kanseri tedavisinde liraglutidin kanser hiicrelerinin
proliferasyonu ve apoptozuna karsi etkili oldugunu gostermistir. Bu umut verici sonuglar,
liraglutidin meme kanseri tedavisinde potansiyel bir tedavi segenegi olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamiz sadece in vitro kosullarda gerceklestirilmistir. Onerimiz, klinik
caligmalarin yapilmasidir. Bu c¢aligmalar, liraglutidin meme kanseri tedavisindeki
etkinligini daha ayrintili bir sekilde belirleyecek ve tedavinin yan etkilerini belirlemeye
yardimci olacaktir. Ayrica, farkli kanser tiirleri ve farkli asamalarda liraglutidin etkisini

arastirmak da onemlidir.
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Sonug olarak liraglutid meme kanseri tedavisinde umut verici bir tedavi secenegi
olarak goriinmektedir. Daha genis ve in vivo ortamlarda yapilacak caligsmalarla bu

bulgularimizin desteklenecegi kanaatindeyiz.
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