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OZET

MEME KANSERI EPITEL HUCRELERINDE PAN-AURORA KiNAZ iNHIBITORU
DANUSERTIB iLE APiJENIN 8-C GLUKOZIDIN (VITEKSIN) ANTIKANSER
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kanser gelismesi ve ilerlemesi sessiz, ayni zamanda tedaviye karst direng gdstermesi
nedeniyle tedavisi zor bir hastaliktir. Kanserin olusum ve ilerleme mekanizmalarinin aydinlatilmasi
amact ile ¢ok sayida calisma yliriitilmektedir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmalarinin durdurulmasi icin
farkli yontemler aranmaktadir. Tedavi metodlart gelistirilirken tedavi amagli pek ¢ok molekiil
kullanilmaktadir. Bu projede Pan-Aurora kinaz inhibitorii olan Danusertib ile birlikte Apijenin 8-C
Glukozid (Viteksin) maddesinin birlikte etkisi incelenmistir. Danusertib ve Viteksin i¢in WST-8 Kiti
kullanilarak sitotoksik ICso degeri 24., 48. ve 72. saatlerde tespit edilmistir. Danusertib i¢in 0.3 uM
doz ve Viteksin i¢in 1 uM doz degerleri meme kanseri hiicresi olan MCF-7 hiicrelerine uygulanmustir.
Danusertib ve Viteksin’in MCF-7 hiicrelerinde apoptotik etkisini incelemek i¢in AnnexinV /PI
Boyama metodu kullanilmistir. Danusertib ve Viteksin’in MCF-7 hiicresi tizerinde 48. saatte ayr1 ayri
ve birlikte apoptotik etkisine flow sitometri cihazinda bakilmustir. Flow sitometri cihazindan alinan
veriler analiz edildiginde Viteksin (1uM) apoptotik etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda primer
apoptoz 2.244+0.59 (Pxy < 0.05). Danusertib-Viteksin’in birlikte apoptotik etkisi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda primer apoptoz 3,07+0,37 (Px/p+v < 0,05) bulunmustur. Danusertib ve Viteksin nin
MCF-7 hiicrelerinde gen ekpresyonu diizeyine etkisini incelemek i¢in QRT-PCR metodu
kullanilmigtir. qRT-PCR metodu ile apoptoz iligkili genlerden Kaspaz-3 (Casp3), Kaspaz-8 (Casp8),
Kaspaz-9 (Casp9); Metastaz iliskili VEGF; Hiicre dongiisiinde mitoz boliinmede etkili AURK-B gen
ifade diizeylerine bakilmistir. qRT-PCR metodu ile Danusertib ve Viteksin’in MCF-7 hiicreleri
iizerinde 48. saatte gen ifade diizeyleri iizerinde ayr1 ayr1 ve birlikte etkisine bakilmistir. gqRT-PCR
metodu ile elde edilen veriler analiz edildiginde Danusertib ve Viteksin’in ayri ayr1 ve birlikte
uygulandig1 tiim deney gruplarinda Casp3 gen ifade diizeyinde azalmaya neden olmustur. Casp8 gen
ifade diizeyinde artis ise sadece Danusertib ve Danusertib-Viteksin’in birlikte uygulandigi gruplarda
tespit edilmistir. Sadece Viteksin uygulanan deney gruplarinda Casp8 gen ifade diizeyinde azalma
tespit edilmistir. Casp9 gen ifade diizeyinde Danusertib ve Viteksin’in ayr1 ayri ve Danusertib-
Viteksin’in birlikte uygulandigi tim deney gruplarinda azalma tespit edilmistir. Metastaz iligkili gen
VEGF seviyesinde ise sadece Viteksin uygulanan grupta azalma tespit edilmistir. Viteksin grubunun
VEGF gen ifadesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,1347+0,01 (Pcn < 0,001) tespit edilmistir.
Bu elde edilen veri Viteksin’in metastazda hiicre migrasyonunu azalttigimi diistindiirmektedir.
Danusertib ayri ve Danusertib-Viteksin birlikte uygulanan deney gruplarinda VEGF gen ifade
seviyesinde artis tespit edilmistir. Hiicre dongiisiinde mitoz bdlinmede etkili olan AURK-B gen ifade
diizeyinde sadece Viteksin uygulanan deney gruplarinda azalma tespit edilmistir. Danusertib ve
Viteksin’nin MCF-7 hiicrelerinde metastazda hiicre migrasyonuna etkisini incelemek i¢in Wound
Healing (yara iyilesme) metodu kullanilmigtir. Danusertib ve Viteksin’in ayri ayri1 ve Danusertib-
Viteksin’in birlikte uygulandig1 deney gruplarinda 48.saatte yara agilan bolgede hiicre gogleri sonucu
kapanma tespit edilememistir. Deney gruplarinda yara agilan bolgeye dogru hiicre migrasyonu
durmugtur. Danusertib (0.3 uM) primer apoptotik etki gostermistir fakat sekonder apoptotik etki
gostermemistir. Viteksin (1 uM) primer apoptotik etki gostermistir fakat sekonder apoptotik etki
gostermemistir. Ancak Viteksin antimigratif ve antimetastatik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu etki
ile de Viteksin’in potansiyel bir antimetastatik ajan olabilecegi 6ngériilebilir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, MCF-7, Viteksin, Danusertib, WST-8 Kit, Apoptoz.

Damisman: Dog. Dr. Ahmet Ata Ozcimen, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dal1, Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER EFFECTS OF APIGENIN 8-C GLUCOSIDE
(VITEXIN) WITH THE PAN-AURORA KINASE INHIBITOR DANUSERTIB IN BREAST
CANCER EPITHELIAL CELLS

Cancer is a disease that is difficult to treat because of it’s silent development and progression,
and it’s resistance to treatment. Numerous studies are carried out with the aim of elucidating the
formation and progression mechanisms of cancer. Different methods are sought to stop the
proliferation of cancer cells. While developing treatment methods, many molecules are used for
therapeutic purposes. In this project, the combined effect of Danusertib, a Pan-Aurora kinase inhibitor,
and Apigenin 8-C Glucoside (Vitexin) was investigated. The cytotoxic ICs, value was determined at
24, 48 and 72 hours for Danusertib and Vitexin using the WST-8 kit. The dose values of 0.3 uM for
Danusertib and 1 uM for Vitexin were applied to MCF-7 cells, which are breast cancer cells.
AnnexinV /Pl Staining method was used to examine the apoptotic effect of Danusertib and Vitexin in
MCEF-7 cells. The apoptotic effect of Danusertib and Vitexin on MCF-7 cells separately and together
at 48 hours was examined in a flow cytometry device. When the data obtained from the flow
cytometry device were analyzed, the apoptotic effect of Vitexin (1 uM) was 2.24+0.59 (Pxy < 0.05)
compared to the control group. When the co-apoptotic effect of Danusertib-Vitexin was compared
with the control group, primary apoptosis was found to be 3.07+0.37 (PK/D+V < 0.05). The gRT-
PCR method was used to examine the effects of Danusertib and Vitexin on the level of gene
expression in MCF-7 cells. Caspase-3 (Casp3), Caspase-8 (Casp8), Caspase-9 (Casp9) from apoptosis-
related genes by gRT-PCR method; Metastasis-associated VEGF; AURK-B gene expression levels,
which are effective in mitosis in the cell cycle, were examined. With the qRT-PCR method, the effects
of Danusertib and Vitexin on MCF-7 cells on the gene expression levels at 48th hour, separately and
together, were examined. When the data obtained by the gRT-PCR method were analyzed, it caused a
decrease in Casp3 gene expression level in all experimental groups in which Danusertib and Vitexin
were applied separately or together. The increase in Casp8 gene expression level was detected only in
the groups in which Danusertib and Danusertib-Vitexin were applied together. A decrease in Casp8
gene expression level was detected only in the experimental groups to which Vitexin was applied. A
decrease in Casp9 gene expression level was detected in all experimental groups in which Danusertib
and Vitexin were applied separately and Danusertib-Vitexin was applied together. On the other hand,
there was a decrease in the level of the metastasis-related gene VEGF, only in the Vitexin group.
VEGF gene expression of the vitexin group was 0.1347+0.01 (P < 0.001) when compared with the
control group. These data suggest that Vitexin reduces cell migration in metastasis. These data suggest
that Vitexin has an effect on cell migration in metastasis. An increase in VEGF gene expression level
was detected in the experimental groups applied Danusertib separately and Danusertib-Vitexin
together. A decrease in the AURK-B gene expression level, which is effective in mitosis in the cell
cycle, was detected only in the experimental groups to which Vitexin was applied.Wond Healing
method was used to examine the effect of Danusertib and Vitexin on cell migration in Metastasis in
MCEF-7 cells. In the experimental groups in which Danusertib and Vitexin were applied separately and
Danusertib-Vitexin was applied together, closure could not be detected as a result of cell migration in
the area where the wound was opened at 48th hour. Cell migration towards the wound site stopped in
the experimental groups. As a result, Danusertib (0.3 uM) showed a primary apoptotic effect but did
not show a secondary apoptotic effect. Vitexin (1 uM) showed a primary apoptotic effect but did not
show a secondary apoptotic effect. However, it has been determined that Vitexin has an antimigratory
and antimetastatic effect. With this effect, it can be predicted that Vitexin may be a potential
antimetastatic agent.

Keywords: Cancer, MCF-7,Vitexin, Danusertib, WST-8 Kit, Apoptosis.

Advisor: D¢. Dr. Ahmet Ata Ozgimen, Department of Biyology, University of Mersin, Mersin.



TESEKKUR

Tez galismam boyunca bilgi, deneyim ve desteklerini esirgemeyen sayin danigmanim Dog. Dr.
Ahmet Ata OZCIMEN’e, Biyoloji Boliim Baskan1 sayin hocam Pof. Dr.Yasemin KACAR a, Istanbul
Atlas Universitesi Tip Fakiiltesi Dekani, Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi sayin hocam Prof. Dr. Ayhan
BILIR’e tesekkiirlerimi sunarim. Tez calismamda destegini esirgemeyen Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi sayin hocam Prof. Dr. S. Necat
YILMAZ’a, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi saymn
Hocam Prof. Dr. Mehmet Burak Yavuz CIMEN’e, Prof. Dr. Giirol EMEKDAS’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez galismasi boyunca bilgi, deneyim, sabir ve nezaketini esirgemeyen arkadasim Dr. Askin
Hasan UCAR’a, Dr. Ersin OZTURK’e, Ars. Gor. Elif KALE’ye, Ars. Gor. Dr. Hatice ORUC
DEMIRBAG’a, doktora dgrencisi Sinem DABAGOGLU PSAV’a, Og. Gér. Leyla Ersoy’a, Uzman
Biyolog Levent SEYHAN a, Uzman Biyolog Berrin CETIN’e tesekkiir ederim.

Tez damismanim Dog. Dr. A. Ata OZCIMEN’in doktora ve yiiksek lisans ekibindeki
ogrencileri Uzman Biyolog Erkan ALABAS, Uzman Biyolog I. Ayberk KIRBIYIK’a, Dr. Hamide
DOGAN’a, Ars. Gor. Kevser YASAR’a tesekkiir ederim.

Tez ¢alismasi siiresince bilgisini ve manevi desteklerini esirgemeyen arkadaslarim Belsem
DENiZ’e, Nur DEMIREL’e, Seyda GEVENCI’ye, Ozlem YILMAZ’a, Cansu GOV’e matematik
ogretmeni Kagan CARAN’a ve matematik dgretmeni Mehmet Akif YUKSEKAL ’a tesekkiir ederim.

Biyoloji dgretmeni olarak calistigim Iz Egitim Kurumlar1 kurucusu Ibrahim Kiitiik’e manevi
destek ve anlayisindan dolayi tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam siiresince teknik donanim ile ¢alisma ortami olusturan Mersin Universitesi ileri
Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM) ile MEITAM’m idari ve akademik
personellerine ve MEITAM akademik personeli Ogr. Gor. Derya YETKIN’e ve Ogr. Gér. Aysegiil
CETINKAYA‘ya, Ogr. Gér. Burcu DEMIRBAG a tesekkiir ederim.

Tim egitim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini benden hi¢bir zaman esirgemeyen
babama, anneme, abim Ibrahim KILIC’a ve Mehmet KAPLAN’a tesekkiir ederim.

Bu doktora tez calismasi, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler Birimi (BAP)
tarafindan TP-3 Doktora Tez Projesi kapsaminda, 2019-2-TP3-3609 proje kodu ile desteklenmistir.
BAP Birimine desteklerinden dolay: tesekkiir ederim.

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
IC KAPAK i
ONAY ii
ETIK BEYAN iii
OZET iv
ABSTRACT %
TESEKKUR vi
ICINDEKILER vii
TABLOLAR DIZiNi iX
SEKILLER DiZiNi X
SIMGELER VE KISALTMALAR Xii
1. GIRIS 1
2. KAYNAK ARASTIRMALARI 3
2.1. Kanser 3
2.2. Kanser Olusumuna Neden Olan Risk Faktorleri 4
2.3. Meme Kanseri 4
2.4. Memenin Anatomik Yapisi 5
2.5. Hiicre Dongiisii ve Aurora Kinazlar 6
2.5.1. Hiicre Dongiisii 6
2.5.2. Aurora Kinazlar 8
2.6. Pan-Aurora Kinaz Inhibitérii Danusertib 10
2.7. Apigenin 8-C Glukozid (Viteksin) 11
2.8. Apoptoz 12
2.9. Kaspazlar 15
2.10. Metastaz 16
2.11. MCF-7 Hiicre Soyunun Ozellikleri 17
3. MATERYAL VE YONTEM 18
3.1. Hiicre Kiiltiirtinde Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeler 18
3.1.1. Kullanilan Cihazlar 18
3.1.2. Kullanilan Kimyasallar 18
3.1.3. Calismada Kullanilan Deney Kitleri 18
3.2. Hiicre Kiiltiirii 19
3.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi 19
3.2.2. Hiicre Cozme 19
3.2.3. Hiicre Pasajlama 20
3.2.4. Hiicre Sayma 21
3.2.5. Hiicre Dondurma 22
3.3. Danusertib ve Viteksin Stok Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi 22
3.4. MCF-7 Hiicrelerinde Danusertib’in ve Viteksin’in ICsq Sitotoksik Doz Degerinin WST-8 22
Test Kiti ile Belirlenmesi
3.5. MCF-7 Hiicresinde Apoptozun APC Anneksin-V/P1 Boyama ile Flow Sitometrik Analizi 24
3.5.1. APC Anneksin-V /Pl Boyama 26
3.6. MCF-7 Hiicrelerinde Apoptoz Yolagi ve Metastaz Yolagi ile iliskili Genlerin 27
Ekspresyon Diizeylerinin qRT-PCR ile Analizi
3.6.1. RNA Izolasyon Asamasi, cDNA Sentez Asamasi, RT-PCR Asamasi 27
3.6.1.1. RNA Izolasyon Asamasi 27
3.6.1.2. cDNA Sentez Asamast 28
3.6.1.3. RT-PCR Asamasi 29
3.7. MCF-7 Hiicrelerinin Metastazinda Wound Healing Metodu ile Migrasyon Analizi 30
3.7.1. Wound Healing Protokolii 30
3.8. Verilerin Istatistiksel Analizi 32
4. BULGULAR VE TARTISMA 33
4.1. Bulgular 33



Sayfa

4.1.1. MCF-7 Hiicrelerinde Danusertib’in ve Viteksin’in ICsy Sitotoksik Doz Degerinin 33
WST-8 Test Kiti ile Belirlenme Degerlendirmesi

4.1 2. MCF-7 Hiicresinde Apoptozun APC Anneksin-V/ Pl Boyama ile Flow Sitometrik 34
Analizi

4.1.3. MCF-7 Hiicrelerinde Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin qRT-PCR ile Analizi 48
4.1.4. MCF-7 Hiicrelerinde Apoptoz iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin gRT-PCR ile 50
Analizi

4.1.5. MCF-7 Hiicrelerinde Metastaz Iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin qRT-PCR ile 56
Analizi

4.1.6. MCF-7 Hiicrelerinde Hiicre Déngiisii iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin qRT- 58
PCR ile Analizi

4.1.7. Wound Healing Metodu ile MCF-7 Hiicrelerinde Migrasyon Analizi 60
4.2, Tartigma 63
5. SONUCLAR VE ONERILER 67
KAYNAKLAR 69
EKLER 78
EK1 WST-8 Kit Protokolii 78
0Z GECMIS 79

viii



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1. Apoptozu baslatan uyarici faktorler 13
Tablo 3.1. Caspaz-3, -8, -9, ACTB, AURK-B, VEGF primer gen dizileri 19
Tablo 3.2. Danusertib ve Viteksin’in sitotoksik (1Cso) doz degeri belirleme deney gruplari. 24
Tablo 3.3. Annexin-V ile apoptozun belirlenmesinde kadrandaki floresan boyalar ve hiicre 25
gruplari.
Tablo 3.4. Apoptoz i¢ ve dis yolaginda gorev alan - Actin, AURK-B, Kaspaz -3, -8 ve -9, 27
VEGF gen ifade diizeylerini belirlemek i¢in diizenlenen qRT-PCR well plate diizeni
Tablo 3.5. MCF- hiicrelerinin cDNA sentezi igin hazirlanan mix miktarlari ve eklenen RNA 29
miktarlari
Tablo 3.6. Termalcycler protokoliinde kullanilan derece ve dakika degerleri 29
Tablo 3.7. RT-PCR asamasinda kullanilan reaksiyon karisimindaki madde miktarlari 29
Tablo 3.8. PCR kosullar1 30
Tablo 4.1. Danusertib 24, 48 ve 72. saat doz- absorbans grafikleri 33
Tablo 4.2. Viteksin 24, 48 ve 72. saat doz -absorbans grafikleri 34
Tablo 4.3. MCF-7 hiicresinde 48. saat Danusertib (0,3 uM) ve Viteksin (1 uM) doz 35
degerlerinin 3 tekrarli deney gruplarindaki apoptoz verilerinin ortalamalari. Verilerin
istatistik analiz ile hesaplanan +SD ve P degerleri.
Tablo 4.4. MCF-7 hiicrelerinin RNA izolasyonu sonrasinda NanoQ cihazi ile total RNA 48
kalitesi ve miktar olglimii (48. saat)
Tablo 4.5. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve CASP3 gen ekspresyonu verileri, + SD ve P 50
degerleri.
Tablo 4.6. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve CASP8 gen ekspresyonu verileri, = SD ve P 52
degerleri.
Tablo 4.7. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve CASP9 gen ekspresyonu verileri, = SD ve P 54
degerleri.
Tablo 4.8. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve VEGF gen ekspresyonu verileri, = SD ve P 56
degerleri.
Tablo 4.9. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve AURK-B gen ekspresyonu verileri, £ SD ve P 58
degerleri.
Tablo 5.1. qRT-PCR analizi ile elde edilen gen ekpresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore 66
24T 'deki artma (1) ve azalma (|) oranlari.




SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1 Memenin anatomik yapisinin énden goriiniisii 5
Sekil 2.2. Okaryot hiicre déngiisiiniin evreleri 8
Sekil 2.3. Aurora kinaz proteinlerinin sematik gosterimi 9
Sekil 2.4 Kromozomal passenger kompleksi 10
Sekil 2.5. Danusertib’in molekiil yapisi 11
Sekil 2.6. Apijenin 8-C Glukozid (Viteksin)’in molekiil yapisi 11
Sekil 2.7. Kaspaz enzimleri i¢ ve dis apoptoz yolaklarinda etkisi 16
Sekil 3.1. MCF-7 hiicre morfolojisi 26
Sekil 3.2. APC Annexin-V ve Propidium lodide (PI) PE grafiginde hiicre Q populasyonlar; 25
Q1 (UL), Q2 (UR), Q3 (LL), Q4 (LR)
Sekil 3.3. Wound Healing 12 well plate deney diizeni 31
Sekil 3.4. Woung Healing deney gruplar ve well plate kuyucuklarina hiicre ekimi 31
Sekil 4.1. Kontrol1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler 36
Sekil 4.2. Kontrol2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler 37
Sekil 4.3. Kontrol3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler 38
Sekil 4.4. Danusertibl.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan 39
grafikler
Sekil 4.5. Danusertib1.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan 40
grafikler
Sekil 4.6. Danusertib1.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan 41
grafikler
Sekil 4.7. Viteksinl.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan 42
grafikler
Sekil 4.8. Viteksinl.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan 43
grafikler
Sekil 4.9. Viteksinl.3 deney grubunda 48. saat flow fitometri ile analiz sonucu olusan 44
grafikler
Sekil 4.10. Danusertib-Viteksinl.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu 45
olusan grafikler
Sekil 4.11. Danusertib-Viteksinl1.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu 46
olusan grafikler
Sekil 4.12. Danusertib-Viteksinl.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu 47
olusan grafikler
Sekil.4.13. ACTB gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1g1ma grafigi 49
Sekil 4.14. ACTB gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi 49
Sekil 4.15. ACTB gen ifadesinin zamana baglit qRT-PCR erime pikleri 49
Sekil 4.16. Casp3 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan i1sima grafigi 51
Sekil 4.17. Casp3 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi 51
Sekil 4.18. Casp3 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri 51
Sekil 4.19. Casp8 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1s1ma grafigi 53
Sekil 4.20. Casp8 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi 53
Sekil 4.21. Casp8 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri 53
Sekil 4.22. Casp9 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 151ma grafigi 55
Sekil 4.23. Casp9 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi 55
Sekil 4.24. Casp9 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri 55
Sekil 4.25. VEGF gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 151ma grafigi 57
Sekil 4.26. VEGF gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi 57
Sekil 4.27. VEGF gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri 57
Sekil 4.28. AURK-B gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1g1ma grafigi 59
Sekil 4.29. AURK-B gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi 59
Sekil 4.30. AURK-B gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri 59
Sekil 4.31. Wound Healing metodu ile MCF-7 hiicrelerinde migrasyon analizi deney 60



Sayfa

gruplarmin 0. saat mikroskop goriintiileri

Sekil 4.32. Wound Healing metodu ile MCF-7 hiicrelerinde migrasyon analizi deney 61
gruplarinin 24. saat mikroskop goriintiileri
Sekil 4.33. Wound Healing metodu ile MCF-7 hiicrelerinde migrasyon analizi deney 62

gruplarimin 48. saat mikroskop goriintiileri

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltma/Simge Tanim
AlF Apoptoz indiikleyici faktor (Apoptozis Inducing Factor)
APC Anafaz tesvik kompleksi (Anaphase Promoting Complex)
AURK-A Aurora Kinaz A proteini (Aurora kinase A protein)
AURK-B Aurora Kinaz B proteini (Aurora kinase B protein)
AURK-C Aurora Kinaz C proteini (Aurora kinase C protein)
DPBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
°C Santigrad derece

CDI Siklin Bagimli Kinaz Inhibitor
DSO Diinya Saglik Orgiitii
DMSO Dimetil siilfoksit
DNA Deoksiriboniikleik Asit
DNAase Deoksiriboniikleaz Enzimi
FBS Fetal Bovine Serum
MCEF-7 Michigian Kanser Vakfi-7 (Michigan Cancer Foundation-7)
mikro Mikro (10
ng Mikrogram
uL Mikrolitre
uM Mikromolar
mili Mili (10°%)
mL Mililitre
mM Milimolar
PBS Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphat Buffer Saline)
PDT Populasyon ikiye katlama siiresi (Populasyon Doubling Time)

Pl Propidyum iyodiir
PRC Replikasyon 6ncesi kompleks (Prereplicative Complex)
RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
gRT-PCR Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon
RNA Riboniikleik Asit

VEGF Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii (Vascular Endotelial Growth Factor)

WST-8 Kit Hiicre Sayma Kiti 8 (WST-8 / CCK8), Kolorimetrik Hiicre Canlilik Kiti
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1. GIRiS

Kanser, hiicrenin kontrollii béliinme diizenindeki bozulmalar sonucu meydana gelen hiicre
cogalmasi olarak tanimlanan molekiiler alt yapis1 karmasik multifaktoriyel bir hastaliktir. Hiicredeki
bu kontrolsiiz ¢ogalma yoniinde degisen hiicre sinyal yolaklarinin isleyisinin anlagilmasi kanserin
tedavi edilebilmesinde yeni yontem ve metodlarin gelistirilebilmesi agisindan oldukg¢a dnemlidir. Bu
amagla giiniimiizde hiicre sadece canlinin yapitasi olmaktan ¢ikmis ve tedavi hedefi haline gelmistir.
Bu nedenle hiicre fonksiyonlarinin tespit edilebilmesi ve hiicrelerin degisim gegiren isleyisinden
kaynaklt meydana gelen hastaliklarin hiicre diizeyinde aragtirilabilmesi énemlidir. Giiniimiizde bilim
ve teknolojinin sagladigi giderek artan avantajlari, c¢esitli hastaliklara yonelik tedavilerin
gelistirilmesinde yeni yontemleri de beraberinde getirmektedir. Hiicre diizeyinde yapilan ¢alismalar
hastaliklarin 6nlenmesi ya da hastaliklarin tedavisi i¢in etkili yontemlerin bulunmasina yardimci
olmaktadir ve ilerleyen zaman igerisinde yardimci olmaya da devam edecektir (Kogakli vd., 2015).
Kanser tiim diinyada giderek artan onemli bir saglik sorunu olmakla birlikte meme kanseri kadinlarda
en sik goriilen kanser ¢esididir (IARC, 2012). Bu nedenle meme kanseri lizerinde aragtirma yapilmasi
olduk¢a 6nemlidir. Hem meme kanserinin kadinlarda sik gozleniyor olmasi hemde hiicrelerin kansere
yeni tedavi yaklagimlart gelistirmede hedef haline gelmesinden dolay1 bu ¢aligmada meme kanseri
epitel hiicresi MCF-7 hiicresi kullamilmistir. MCF-7 hiicresi Invaziv Duktal karsinom tiirii kanser
hiicresidir koken aldigir dokudan baska dokulara metastaz yapabilmektedir ve en yaygin goriilen meme
kanseri tliriidiir.

Kanserin molekiiler diizeyde isleyis dilizeninin c¢oziimlenmesi bu hastaliga yeni tedavi
yaklagimlarinin  gelistirilebilmesine imk&n saglayabilecektir. Tedavi yontemleri olarak cerrahi
operasyon, radyoterapi ve kemoterapi kullanilmaktadir. Kemoterapi metodu ile tedavide ¢ok sayida
antikanserojenik etkiye sahip ajanlar kullanilmaktadir ve antikanserojenik potansiyele sahip ajanlar
tizerinde arastirma projeleri devam etmektedir. Son zamanlarda birkag kii¢iik molekiillii Pan-Aurora
kinaz inhibitoril gelistirilmistir ve bunlardan bazilar1 Faz I ve Faz II klinik deneylerinde klinik etki
gostermistir. Bunlarin en gelismisi Danusertibdir. Danusertib ¢ok sayida kanser tiiriiniin tedavisinde
dikkate deger oOlciide potansiyel terapotik ozelligi Faz I, Faz Il denemelerinde arastirilmistir (Zi vd.,
2015). Ancak Danusertibin etkisi ile hiicrede sekillenen pek ¢ok mekanizma tam olarak
aydmlatilamamistir. Bu ¢alismada potansiyel antikanser madde olarak Danusertib kullanilmistir. Pan-
Aurora kinaz inhibitorii Danusertib ¢ok ¢esitli kanser hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalarda anti-timor
etki gostermistir. Bu nedenle bu tez galigmasinda MCF-7 hiicresinde Danusertibin sitotoksik ICsg
degeri, apoptotik etkisi, gen expresyon diizeylerine etkisi ve metastazda hiicre migrasyonuna etkisi
arastirllmigtir. Danusertib hiicre dongiisiinde gorev alan Aurora Kinaz B (AURK-B)’ye etki ederek
hiicrede sitotoksik etkiye neden olmaktadir (Steeghs vd., 2011). Danusertib’in insan mide kanser
hiicresi AGS ve NCI-N78 hiicrelerinde apoptotik yolaklari tetikleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve hiicreyi otofajiye yonlendirdigi bilinmektedir (Yuan vd., 2011).
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Kanserin yaygin tedavi yontemi olarak uygulanan kemoterapi hedef ttimér kitlesini ya da
yogunlugunu azaltmaktir. Bu hedeflenirken diger doku organlarda miimkiin oldugunca zarar riskini en
aza indirmek gerekmektedir. Kemoterapide ilagli Kombinasyon (kiir) Tedavisi, daha giiglii bir yanit
olusturma, timor hiicrelerinin direng kazanma riskini azaltma, daha uzun siirecek iyilesme
saglayabilme gibi avantajlar sunar. Kombin Tedavide ilag etkilesimleri ile bir ilacin terapotik etkisi
diger ilaglarla arttirillirken zararli etkileri azaltilabilmektedir (Hsueh vd., 2017). Cesitli dogal
kaynaklardan elde edilen farkli dogal icerikler potansiyel antikanser etkileri varsa tedavi amagh
kullanim i¢in gelistirilmektedir. Mevcut ilaglarla birlikte yeni ajanlarin kullanilmasi ile umut verici
yeni ¢oziimler gelistirilmeye devam etmektedir. Bu ¢aligmada Danusertib ile kombin ajan Apigenin 8-
C glukozid (Viteksin) kullanilmstir.

Glintimiizde hiicre kiiltiirii metodu ile cogaltilan hiicrelerin iizerinde yapilan bilimsel proje
caligmalar1 hiicreyi kontrol eden mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi ile hastaliklarin 6nlenmesinde ve
hastaliklarin tedavisinde olduk¢a onemli olacaktir. Ayrica, in vitro kosullarda yapilan molekiiler
caligmalar hiicrede karmasik molekiiler kaskad: seklindeki sinyal yolaklarinin aydinlatilmasina katki
saglayacaktir (Kogakli vd., 2015). Hiicredeki molekiiler kaskadin isleyisinde degisimler
kanserlesmeye neden olmakla birlikte meydana gelen isleyisin degisimi de kanserli hiicrede
anlagilmasi gereken yeni bir molekiiler diizen olusturmaktadir. Kanserli hiicrenin isleyis diizeninin
coziimlenmesi kanserin tedavisine yeni yaklagimlarin gelistirilmesine imkan saglayabilecektir.

Bu amagla bu ¢alisma Danusertib ve Viteksin’in meme kanseri MCF-7 hiicresi tizerindeki ICs, doz
degerlerinin sitotoksik, apoptotik (apoptoz iligkili Kapaz-3, -8, -9 gen ekpresyon diizeyine), hiicre
dongiisii (AURK-B expresyon diizeyine), metastatik (hiicre migrasyonu ve anjiyogenez iliskili VEGF
gen expresyon diizeyine) etkisi arastirilmistir. Danusertib ve Viteksin’in sitotoksisitesinin belirlenmesi
amaci ile glivenilir sonuglar veren WST-8 Kiti kullanilmigtir. Apoptotik etkiyi arastirmak i¢in APC
Annexin-V/ PI kiti kullanilarak flow sitometri cihazinda primer/sekonder ve nekroz analiz edilmistir.
Gen ekspreyon diizeylerine etklileri qRT-PCR metodu ile Ol¢iilmiistir. Metastazda MCF-7
hiicrelerinin migrasyonuna etkisi ise Wound Healing (yara iyilesmesi) metodu ile incelenmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda meme kanseri tedavisinde Danusertib ve Viteksin’in antiproliferasyon,

antikanser etkiye sahip olmas1 ve Viteksin’in antimetastatik potansiyel tagimasi 6nemlidir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kanser

Hiicrenin kontrol mekanizmasinin etkisinden ¢ikarak hizli ve anormal bir sekilde ¢ogalmasiyla
olusan kitleler, hiicrelerin say1 artisina bagli doku biiylimeleri tiimor olarak ifade edilmektedir.
Latincede timor kelimesi, “kitle, sislik, ur” anlamina gelmektedir (Baykara, 2016). Viicuttaki sislik,
ben ve sivilce gibi olusumlar da kapsam olarak timoér kavramina dahil edilmektedir. Giinliimiizde her
ne kadar tiim6r denildiginde kanser anlasilsa da her tiim6r kanser degildir. Tiimérler benign veya
malign timor seklinde gelisebilmektedirler. Benign tiimorler; metastaz yapmazlar, yavas gelisirler,
tiimor hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde kromatin ag1 yogunlugu fazladir. Benign tiimérii olusturan hiicreler
koken aldiklar1 doku hiicrelerine benzerlik gostermektedirler. Benign timoriin ¢evresinde fibroz bir
kapsiil vardir, tiimoriin hiicreleri damar igine geg¢is yapmazlar, timor sekil olarak yuvarlak ve
muntazam gelisim gostermektedir. Malign tiimorler; metastaz yaparlar, hizli gelisirler, timor hiicre
¢ekirdeklerinde kromatin ag1 yogunlugu fazla degildir. Malign tiimor hiicreleri koken aldiklart doku
hiicrelerine benzemezler, malign tiimorler infiltratif gelisirler. Malign tiimérii ¢evreleyen fibroz
kapsiilleri yoktur, damar i¢ine gegerek metastaz yaparlar, sinirlar1 diizensiz bir gelisim gostermektedir.
Malign tiimor gelisimi hizli oldugundan, hiicreler normal seklini kazanamadan gelisir ve gittikge
sekilsizlesirler (anaplazi), bliylime ve yayilmalar1 enzimler aracilifiyla bulundugu dokunun yikimi
sonucunda gergeklesmektedir. Malign tiimorlerde metastaz kan ve lenf yoluyla gergeklesir (Ozkara
vd., 2020). Timor olarak gelisen yapilarin k6tii huylu olanlar1 kanser olarak adlandirilmaktadir.
Kanser, timor seklindeki olusumlarin iginden sadece yiizde onluk bir boliimii olusturmaktadir.

Tip dilinde koken aldigi dokuya gore malign tiimorler sarkomlar, 16semiler, lenfomalar ve
karsinomlar seklinde baslikta gruplandiriimaktadir. Sarkomlar viiciidu destekleyen ve baglayan
dokularda bagslar. Sarkom yag dokuda, kaslarda, tendonlarda, eklemlerde, kan damarlarinda, lenf
damarlarinda, kikirdak ve kemikte gelisebilir. En yaygin sarkomlar liposarkom ve osteosarkom tipidir.
Losemiler kan kanseridir. Losemi kanseri kan hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde boliindiigiinde baslar.
Losemiler de akut lenfositik 10semi, kronik lenfositik 16semi, akut miyeloid 16semi, kronik miyeloid
l6semi seklinde farkli gesitleri bulunmaktadir. Lenfoma ve Miyelomlar lenfatik sistemde baslayan
kanserlerdir. Lenfomanin ise Hodgkin olan lenfoma ve Hodgkin olmayan lenfoma seklinde gesitleri
vardir. Miyelom antikor iireten beyaz renkli plazma kan hiicrelerinde baslar ve zamanla hiicre antikor
iiretme yetenegini kaybeder. Karsinomlar epiteliyal doku, deri, i¢ organlarin ve bezlerin yiizeyini
kaplayan dokularda baslar. En sik goriilen kanser tiiriidiir. Karsinom tiirii kanserler akciger kanseri,
kolorektal kanser, pankreas kanseri, prostat kanseri ve meme kanseridir (Kareva, 2018).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore 2004 yilinda tiim diinyada kanser nedeniyle &liim
7.4 milyon (tiim oliimlerin %13’{), bu 6liimlerin %70 kadar1 disiik veya orta sosyo-ekonomik gelir

diizeyine sahip iilkelerde goriilmektedir. Kanser tan1 sayis1 2005 yilindall milyon, kanser nedeniyle
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oliim 7 milyon, kanserle yasayan 25 milyon hasta tespit edilmistir. Gelecekte 2030 y1l1 igin 27 milyon
yeni tan1,17 milyon 6liim ve kanserli hasta sayisinin 75 milyon olacagi tahmin edilmektedir (Korkmaz,
2012). Kanser vaka sayis1 2040 yili igin yapilan tahminlerde 2020 yilindaki 19.292.789 olan kanser
vaka sayisinin 28.881.940 kadar yiikselecegi tahmin edilmektedir (IARC, 2020). Uluslar Aras1 Kanser
Aragtirma Ajansi 2020 yilindan 2040 yilina kadar kanserli vaka sayisindaki tahmini artis miktarinin
Asyada 5.627.068, Avrupada 5.323.597, Kuzey Amerikada 3.525.597, Afrikada 2.097.365 kadar
olacagin1 6ngdrmektedir (IARC, 2020). Ongoériilen bu kanser tahmini vaka sayilarinda kadin
hastalarda en ¢ok rastlanan kanser tiirleri meme kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri, servikal
kanserler, tiroid kanseri, mide kanseri seklinde olup kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda meme
kanseri ilk sirada yer almaktadir (Korkmaz, 2012). Erkek hastalarda ise en sik rastlanan akciger
kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, karaciger kanseri, Osefagus kanseridir.
Erkeklerde meme kanseri goriilsede (%1) kadinlarda goériilme oranina (%25.4) gore daha diisiik

degerlerdedir (IARC, 2020).

2.2. Kanser Olusumuna Neden Olan Risk Faktorleri

Kanser olusumuna pek cok faktér neden olabilmektedir. Kanserde risk faktorleri sunlardir:
cinsiyet ve yas, genetik yatkinlik veya aile oykiisii, bagisiklik sistemi zayifligi, alkol tiiketimi, asirt
kilo kayb1 ve obez olma durumu, diyet ve beslenmedeki yanligliklar, fiziksel aktivite azligi, sigara
kullanimi, radyasyona maruz kalma, tehlikeli kimyasal ajanlar ve enfeksiyona neden olan bulasici
ajanlar. Bu risk faktorlerinin yanisira erken menars, ge¢ menopoz gibi endojen Ostrojene maruziyeti
artiran ireme faktdrleri ve menopoz sonrasi kullanilan Ostrojen-progesteron hormonlariin

kombinasyonu meme kanseri riskini artirmaktadir (Akyolcu vd, 2019; Jacob, 2018).

2.3. Meme Kanseri

Kadinlarda meme kanseri tiirlerinde adlandirma yapilirken kullanilan ifadelerden duktal,
memedeki siit kanallaridir. Lobiiler, memede siit iiretimi yapilan siit bezleridir. Karsinoma, meme
dokusuna ait hiicrelerin anormallesmesi, kansere doniismesidir. In situ, erken donem meme kanserleri
icin kullanilan bir ifadedir. Bu kavram, Kanserli hiicrelerin bulunduklar siit kanali ya da siit bezlerinin
disina heniiz ¢ikamadigini, yayilmadigini ifade etmektedir. Invaziv (infiltratif), kanser hiicrelerin
bulunduklar1 doku ortamindan ¢ikip meme dokusunun tamamina yayilmaya baslamasidir. Bu ifadeler
kullanilarak meme kanseri tiirleri adlandirilirken ayni zamanda kanserin hangi asamada oldugu da
ifade edilmektedir. Meme kanseri invaziv ve noninvaziv olmak tizere temelde iki gruba ayrilmaktadir.
Invaziv 6zellik gosteren Invaziv Duktal Karsinoma (IDC) ve Invaziv Lobiiler Karsinoma (ILC)’dr.
Invaziv 6zellikte olmayanlar ise Duktal Karsinoma In Situ (DCIS) ve Lobiiler Karsinoma In Situ

(LCIS)y diir (Haydaroglu, 2015). Lobiiler Karsinoma In Situ kanser grubunda ifade edilsede tam olarak
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kanser degildir. Invaziv meme kanseri igin risk faktorii olarak tanimlanmaktadir. En yaygm gériilen
meme kanseri tiirii, Invaziv Duktal Karsinomdur.

Meme kanserlerinde kanserin tiiriinii net olarak sdyleyebilmek i¢in hormon reseptdrlerine de
bakilmas1 gerekmektedir. Meme Kanseri Hormon Cesitleri; Ostrojen, Progesteron ve Her2’dir. Her2
ise epidermal biiylime hormonudur bu hormonun bireyde pozitif durumda olmasi kanser hiicresinin
hizli biiyidiigii anlamina gelmektedir. Meme kanseri, bu hormon ¢esitlerine gore de dort grupta
gruplandiriimaktadir. Uclii negatif meme kanseri; bahsettigimiz {i¢c hormon reseptoriinii de tasimayan
kanser tiiriidiir. Meme kanserleri icerisinde yaklasik %10-20’lik oranda bu kanser tipi goriilmektedir.
Uclii pozitif meme kanseri; iic hormon reseptdriiniin de goriildiigii meme kanser tiiriidiir. Meme
kanserleri igerisinde yaklasik %20-25’lik oranda bu kanser tipi goriilmektedir. Disi cinsiyet
hormonlart pozitif, Her2 negatif; en ¢ok goriilen meme kanseri tiiriidiir. Meme kanserleri igerisinde
yaklasik %70-75’lik oranda bu kanser tipi goriilmektedir. Disi cinsiyet hormonlar1 negatif, Her2
pozitif; bu kanser tiirii de dérdiincii tip meme kanseridir (Akyolcu vd., 2019).

2.4. Memenin Anatomik Yapisi

Meme anatomik yapist Sekil 2.1°de gosterildigi gibi viicut yagi (yag dokusu), loblar, lobiiller,
siit kanallari, lenf diigiimleri, kan damarlar1 ve yag dokusundan olusmaktadir. Meme anatomik yapisi
genellikle 12-20 lobdan olugsmaktadir. Bu loblarin her biri, siit bezleri olarak bilinen ve lobiiller
denilen daha kiiciik alt {initelerden olusur. Loblar ve lobiiller siit kanallariyla baglantilidir (Basoglu,
2010). Loblar, lobiiller ve siit kanallar1 arasinda kanser olugma ihtimali yiiksektir. Caligmada
kullanilan MCF-7 kanser hiicresi metastaz yapabilen invaziv Duktal Karsinom (IDC, Invaziv Ductal
Carcinoma) tiirii kanser hiicresidir. Duktal kanallarda (siit kanallar1) gelisme gostermektedir

(Haydaroglu, 2015).
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Sekil 2.1. Memenin anatomik yapis1 yandan goriiniisii (Feng vd., 2018).
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2.5. Hiicre Dongiisii ve Aurora Kinazlar

Aurora kinazlar hiicre yasam dongiisiiniin hiicre béliinmesinde gorev alan enzim grubudur.

2.5.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre yasam dongiisii hiicrenin yasami boyunca meydana gelen olaylarin sirasini ifade
etmektedir. Hiicre yasam dongiisti Sekil 2.2°de gosterildigi gibi interfaz evresi ve mitotik evre olarak
iki ana asamadan olusur. Boliinme 6zelligini koruyan hiicrelerde hiicre dongiisiiniin interfaz evresi Gy,
S, G, asamalarindan olusur. Mitotik evre ise mitoz evresi ve sitokinez evresinden olusur. Interfaz
evresinde hiicrenin uyarilmasi ve biiyiimesi meydana gelmektedir. interfaz evresinde hiicre boliinme
sinyali almadigi zaman hiicre dongiisiinden c¢ikarak G, fazinda beklemektedir. Hiicre yasam
dongiislinlin interfaz asamasina ait G;, S ve G, fazlar1 dongiliniin %85’den fazla bir oranini
kapsamaktadir ve interfaz evresi yaklasik 18-24 saat kadar siirmektedir. Yasam dongiisiiniin kalan 2-3
saatlik kismi mitotik evrenin gergeklestigi siiredir (Cabadak, 2008).

Interfazin G, fazinda hiicrede yeterli oranda biiyiime meydana gelip gelmedigi kontrol edilir.
Her hiicre dogal yasam alani olan mikrogevresinden sinyal molekiillerini alir ve biiyiime siirecini
destekleyen molekiiler iletisim siireglerini baslatir. G1 fazinda DNA replikasyonu i¢in RNA ve protein
sentezi gibi 6n hazirliklar yapilir. S fazinda DNA replikasyon tamamlandiktan sonra G, fazinda hiicre
biiyiime faaliyetini devam ettirir. interfaz siiecinden sonra hiicre mitotik siirece gecer. Mitotik siire¢
profaz, metafaz, anafaz, telofaz evrelerinden olugmaktadir. Telofaz ile mitotik evre tamamlanir hiicre
sitokinez siirecine geger. Sitoplazma paylasimminda tamamlanmasiyla birbirinin genetik kopyasi olan
yavru hiicreler olusur (Lai vd., 2020).

Hiicre boliinme siirecinin diizgiin ilerleyebilmesi icin iki temel gereksinimin kargilanmasi
gerekir: Birincisi hiicre genom biitiinligii korunmalidir ve ikincisi hiicre ¢ekirdegi ile sitoplazma
arasindaki oranin hiicre yasamiyla uyumlu sinirlar i¢inde olmasi gerekir. Hiicre bdliinme siireci DNA
eslenmesi, kromozom ayrilmasi, hiicre kiitlesinin ikiye katlanmasi1 ve organel sayisimin iki katina
¢ikmasi, sitoplazma boliinmesi gibi olaylar dizisini igermektedir. Hiicreler, hiicre dongiisiiniin her bir
asamasini yoneten molekiil kiimelerinin dogru sirali aktivasyonunu ve inaktivasyonunu saglamak icin
bir molekiiler kontrol sistemi gelistirmistir. Hiicre hem distan hem de igten gelen sinyallere uyum
saglamistir. “Hiicre dongiisii kontrol noktalar1” olarak bilinen kontrol mekanizmalari, hiicre dongiisii
boyunca belli evrelerde ilerleyisi kontrol eder. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda DNA
eslenmesinde ve kromozom ayrilmasinda olas1 hasarlar saptanir. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 bu
hasarlar onarilincaya kadar hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurur. Hiicre dongiisiinde sonraki
asamaya gecis bir onceki siirecin uygun sekilde tamamlanmis olmasi durumunda ger¢eklesmektedir
(Kastan&Bartek, 2004). Ayrica, hiicrede bazi durumlarda hasarlarin ¢ok biiyiik diizeyde olmasi ve tam

olarak tamir edilememesi durumunda, ayni1 kontrol mekanizmalar1 hiicre dongiisiiniin kalic1 olarak
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durdurulmasini veya hiicre dongiisiinde apoptozisi tetikler. G; kontrol noktasindaki duraklama, hasarl
DNA'nin hiicre S evresine girmeden onarilmasina imkan saglar. Boylece, bu asamada DNA’nin hasarli
kopyalanmasi engellenir. G, kontrol noktasinda genom tamamiyla kopyalanmadan veya hasara
ugramis DNA tamir edilmeden M evresine gecis engellenmektedir. Ancak, bundan sonra G,’deki
engelleme ortadan kalkar ve hiicre mitoza gecerek, tiimilyle kopyalanmig kromozomlari yavru
hiicrelere dagitir. Diger bir kontrol noktasi, mitoz sonuna dogru ortaya ¢ikan M kontrol noktasidir. M
kontrol noktasinda kromozomlarin mitotik ig iplikleri iizerinde diizenli bir sekilde tutunup
tutunmadiklar1 kontrol edilmektedir. g ipliklerinin kromozom iizerinde dogru tutunmalar1 sayesinde
kromozomlarin paylasimi ve yavru hiicrelere tam bir kromozom seti halinde geg¢meleri saglanir.
Mitotik ig iplikleri iizerinde yer alan kromozomlarin biri veya birkaci eksilirse kontrol noktasi
hiicrenin mitoz metafaz evresinde kalmasini saglamaktadir. Boylece kromozom sayisi eksik/fazla olan
anormal genoma sahip yavru hiicrelerin olusmasi 6nlenmektedir (Massague, 2004). Onkogenler,
timor baskilayict genler, siklin- siklin bagimli kinazlar ve Aurora kinazlar tarafindan
diizenlenmektedir. Hiicre dongiisiinde onkogen (Her 2, ras vb) grubu, kanser gelisimini dogrudan ve
dolayli olarak etkileyen gen grubudur. Tiimdr baskilayici genler ise kanser gelisimini baskilar. p53
geni islevini kaybederse hiicre biiylimesinin kontrolii ortadan kalkar ve DNA tamiri olmadan hiicre
dongiisii kontrolsiiz devam eder. Normal hiicrelerde DNA hasari oldugunda, genomik kararlilig1 saglar
ve hiicre dongiisiinii G; 'de durdurur ve hiicreye tamir i¢in zaman kazandirir, hasar tamir edilemiyorsa
hiicre apoptozise yonlendirilmektedir (Cabadak, 2008). Hiicre dongiisiinde siklin (cyc), siklin bagimli
kinazlar (Cdk) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) de rol almaktadir. Bu proteinlerin diizeyleri
hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde degiskenlik gosterir. Siklin bagimli kinazlar G;, S, G, ve mitoza
gecisi kontrol eder. Memeli hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde fonksiyonlari en iyi
bilinen on bir tane siklin bagiml kinaz (cdk 1-11) ve siklinD (D,, - D, ve -Ds); siklin E (E;, Ey),
siklinA (Ay, A;) ve siklinB (By, By) rol oynamaktadir. Siklin bagimli kinazlar protein fosforilasyonu
yapan enzimlerdir. Siklin bagimli kinaz aktivitesi DNA sarmalinin agilmasi iginde gereklidir.
Replikasyon 6ncesi kompleksin (PRC: Prereplicative complex) birkag bileseni fosforillenmektedir.
Yeni replikasyon orijinleri mitozun sonunda Cdk aktivitesi diisene kadar yeni PRC kompleksini
olusturamaz. Bundan dolay1 her hiicre siklusunda DNA bir kez replike olur. (Aslan vd., 2022). Aurora

Kinazlar ise hiicre yasam dongiisiiniin mitoz boliinme evresinde rol almaktadirlar.
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Sekil 2.2. Okaryot hiicre déngiisiiniin evreleri (Meulenbeld vd., 2012)

2.5.2. Aurora Kinazlar

Aurora kinazlar, hiicre dongiisii diizenleyicileri olarak gorev alan 6nemli protein kinazlar
grubuna aittir. Mitoz boliinme sirasinda DNA eslenmesi ile iki katina ¢ikan kardes kromatidlerin
olusacak yavru hiicrelere tam olarak paylastirilmasi saglanmalidir. Mitoz bdliinmede olusan ig iplikleri
DNA pargalarinin kromozom seklinde paketlenmesi sonrasinda kromozomlarin hiicre ekvator
diizleminde dogru bir sekilde siralanmasi ve kardes kromatidlerin dogru bir sekilde yavru hiicrelere
gecisinin saglanmasinda gorev yapmaktadir (Hochhegger vd., 2013). Aurora kinaz grubu molekiillerin
mitoz hiicre boliinmesinde mitotik ig ipliklerinin boliinme sirasinda gorevlerinin diizenlenmesinde
onemli rolleri tespit edilmistir (Vader & Lens, 2008). Aurora kinazlar ilk kez Glover ve ark. tarafindan
1995°te Drosophila sp. tiirii tizerinde yapilan galigmalar sonucunda tanimlanmstir (Glover vd., 1995).
Aurora kinaz grubu proteinlerin hiicredeki fonksiyon kayiplarinin hiicre boliinmesinde ig ipligi
olusumunda eksiklige neden oldugu gosterilmistir. Aurora kinazlarin memelilerde Aurora kinaz A, B
ve C olmak flizere {i¢ tipi tanmimlanmistir (Mutluay&Kozaci, 2021). Bu ii¢ ¢esit Aurora kinazin
benzerliklerine ragmen Sekil 2.3’de gosterildigi gibi DNA {izerinde ayr1 lokalizasyonda bulunurlar.

Aurora kinaz A, B ve C hiicre isleyisinde farkli fonksiyonlara sahiptirler.
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Sekil 2.3. Aurora kinaz proteinlerinin sematik gosterimi. D-Box, imha kutusu; DAD, D kutusu
Aktivasyon domain; KEN motifi, amino asidik K-E-N, Cdhl-anafaz tesvik kompleksi i¢in hedefleme
sinyali olarak hizmet eder (Baldini vd., 2014).

Hiicre yasam dongiisiiniin S evresinde sentrozomun eslenmesinden sonra Aurora kinaz A
sentrozomlarda birikmeye baslar. Sentrozom olgunlasmasinin greceklestigi ge¢c G2 evesinde Aurora
kinaz A’nin hiicre mitoz bdliinmesinde ¢ekirdek zar1 eridikten sonra sentrozomlarin ayrilmasinda aktif
rol aldig1 tespit edilmistir (Barr & Gergeley, 2007). Aurora kinaz A’nin mutasyona ugramasi ya da az
ifade edilmesi anormal yapida, monopolar ig iplikleri olusumuna neden olmaktadir (Glover vd., 1995).
Mitoz bdoliinmenin sonunda Aurora kinaz A, Anaphase Promoting Complex (APC)-ubiquitin-
proteozom yolaginda yikilir Aurora Kinaz B, H3 histon proteini fosforillenmesi, mitoz boliinmede
kromozomlarin ayrilmasi ve sitokinez igin gerekli olan bir kromozom yolcu proteinidir. Kromozom
ayrilmasinda meydana gelebilecek hatalar sayisal ve yapisal kromozom anormalliklerine neden olarak
kanserli hiicrelerin gelisimine neden olabilmektedir (Marumoto vd., 2003). Kromozom yapisinda
sentromer bdlgesinde yer alan kinetokorlar kromozomun ig ipliklerinin mikrotiibiillerine baglanmasin
saglayan multiprotein molekiillerdir. Hiicre boliinmesinde c¢ekirdek zari eridiginde prometafaz
evresinde kromozomlar, ig ipliklerine tutunurlar. Bu baglant1 sayesinde kromozomlar hiicrenin ekvator
bolgesinde metafaz plagi bolgesinde konumlanmaktadirlar. Yavru hiicrelere gecirilecek olan genom
kararliliginin saglanmasinda 6nemli rol alan kromozomal yolcu kompleksi Sekil 2.4’de gosterildigi
gibi Aurora Kinaz B, Inner Centromere Protein (INCENP), Survivin ve Borealin molekiillerinden
olusmaktadir. Siklin B-Cdkl kompleksinin aktive olmasi ile mitoz boliinme basladiginda, Aurora
kinaz B molekiilii kromozom yolcu kompleksinin enzimatik yiizeyi olarak aktiflesir (Van Der Wall
vd., 2012). Aurora Kinaz B’nin ekpresyonu hiicre boliinmesinin G2-M gegisinde maksimum seviyeye

cikar ve mitoz boliinme siiresinde maksimum seviyede kalir (Bischoff vd.,1998).
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Sekil 2.4. Kromozomal passenger kompleksi, MCAK'!n Aurora B fosforilasyonu, mikrotiibiil

dengesizlestirici aktivitesini onler ve ig iplikleri olusumunu destekler (Hoang, 2008).

Aurora Kinaz B kinetokor-mikrotiibiil etkilesimlerinin kararliligin saglar. I¢ sentromere bagli
Aurora Kinaz B aktif durumda iken mikrotiibiillerin kinetokordan ayrilmasina neden olmaz. Buna
kargin yeterli gerilim olmadiginda kinetokor substratlar1 Aurora Kinaz B’ye yeterince yaklastiginda
fosforile edilir ve boylece mikrotiibiillere olan ilgisi azaltilir boylece kinetokor-mikrotiibiil
baglantisinin kararliligi kaybolmaktadir (Liu vd., 2019; Mattei vd, 2020). Aurora Kinaz B yanlig
mikrotiibiil-kinetokor baglantilar1 tizerine yikici etkisini Mitotic Centromere Associated Kinesin
(MCAK) ag1 tizerinden gosterir (Hochegger vd., 2013; Bildik, 2018). Aurora kinaz B, INCENP ve
Survivin, tim kromozomlarda uygun kromozom ig ipligi baglantilarin1 gergeklestirene kadar mitozun
ilerlemesine engel olan ‘ig diizenegi kontrol noktasi’n1 denetler (Carmena vd., 2009). Ayni zamanda
kinetokor-kromatin olusumunda mikrotiibiil organizasyonunun gerceklesmesi igin y—tubulin proteini
yogunlasmasi i¢in Aurora kinaz A gereklidir. Aurora kinaz A geninin baskilandig1 hiicrelerde hiicre
bolinmesi sirasinda ig ipliklerinin morfolojilerinin  bozulmasi sonucunda mitoz bdliinmenin
ilerleyisinde duraksama tespit edilmistir (Katayama vd., 2008). Hiicrenin mitoz bdliinmesinin anafaz
evresinde kromatidlerin farkli kutuplara ¢ekilmesi sonrasinda kromatidler ayrildiktan sonra Aurora
kinaz B, antiparalel mikrotiibiil ig iplikleri tetramerik protein kompleksinin bir araya gelmesini

saglayarak sitokinez boliinmesinde gorev alir (Law, vd., 2017).
2.6. Pan-Aurora Kinaz Inhibitérii Danusertib

Danusertib, tiimor hiicrelerinin gelisimini durduran (antineoplastic) potansiyele sahip kiiciik
molekiillii bir 3-aminopirazol tiirevidir. Pan-Aurora Kinaz Inhibitorii Danusertib tiim Aurora kinazlara
etki etmektedir bu nedenle farkli hiicre sinyal yolaklar {izerinden hiicrenin isleyisini etklemektedir.
Danusertib giiclii antikanser etkiye sahip olan iigiincii nesil bir Brc-Abl tirozin kinaz inhibitoriidir.
Danusertib, Aurora kinazlarin asir1 eksprese edildigi tiimor hiicrelerinde hiicre biiylimesinin durmasina

neden olabilecek Aurora kinazlara baglanmakta ve bunlari inhibe etmektedir. Pan-Aurora Kinaz
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Inhibitérii olan Danusertib Aurora-A, -B, -C’ye etki etsede tercihen Aurora-B kinaza baglanir ve onu
inhibe eder. Aurora kinazlar, serin-threonin kinaz ailesindendir ve hiicresel boliinmede 6nemli
diizenleyici molekiiller olarak gorev almaktadirlar. Danusertib, pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunda artis meydana getirmekte fakat anti-apoptotik proteinlerde ise azalma ile birlikte
mitokondri aracili apoptozise neden olmaktadir (Yuan vd., 2015). Molekiiler formiilii CpsH3oNgO5’diir
(Carpinelli vd., 2007). Kimyasal adi N-[5-(2-metoksi-2-fenil-asetil)-1,4,5,6-tetrahidro-pirrolo[3,4-
c]pirazol-3yl]-4-(4-metil-piperazin-1-yl) benzamiddir. Danusertib, diisik nano molar ve orta mikro
molar derisimlerde etkili olan bir ilagtir (Colotta & Mantovani, 2008). Danusertib (PHA-739358,
NCT00335868) mokekiiler agirligi 474.6 olan Danusertibin molekiil yapisi Sekil 2.5°de verilmistir.

Sekil 2.5. Danusertibin molekiil yapist (Yuan, 2010).

2.7. Apijenin 8-C Glukozid (Viteksin)

Apijenin  8-C Glukozid (8-p-D-Glucopyranosyl-apigenin (Viteksin), apigenin flavon
glikozitidir. Baz1 sifali bitkilerde dogal olarak bulunan bir flavonoid ve lignin bilesigi olan Viteksin
pek ¢ok geleneksel Cin ilacinin aktif bileseni olarak kullanilmaktadir. Viteksin’in anti-oksidatif, anti-
kanser, anti-inflamatuar ve anti-timor ozellikleri oldugu belirtilmektedir (Oztiirk, 2017; Zhang
vd,2018; Bhardwaj vd, 2018; Liu vd.,2019). Vitex agnus-castus, Arum dioscoridis vb. pek ¢ok bitki
tirlerinde yaprak ve meyve oOziitlerinden aliman Grnekler ile yapilan galigmalarda, Viteksin’in bu
bitkilerdeki antioksidan maddelerden oldugu ve bazi bitki tiirlerinde 6nemli miktarlarda bulundugu
tespit edilmistir (Gokbulut, 2010; Oztiirk, 2017). Viteksinin molekiiler agirigi 432.38dir (Aslam
vd.,2015). Molekiil formiilii Cp;H2O010 seklindedir ve molekiil yapist Sekil 2.6’da verilmistir. Normal

kosularda oda sicakliginda muhafaza edilir.

oH

Sekil 2.6. Apijenin 8-C Glukozid (Viteksin)’in molekiil yapisi (Gupta & Gupta 2016).
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2.8. Apoptoz

Apoptoz, metabolik ve genetik agidan kodlanmus hiicrenin evrimsel olarak tercih ettigi hiicre
olim yolagidir (Celepli vd., 2020; Dagdeviren, 2021). Yunancada apo (=ayr1) ve ptosiz (=diisen)
kelimelerinin birlikte kullanilmasi ile sonbahardaki yaprak dokiimii anlaminda kullanilan hiicre 6liimii
seklinde tanimlanmaktadir. Biitiin canlilarin yasam dongiisiinde oldugu gibi hiicre yasam dongiisiinde
de hiicre dogar, belirli bir siire yasar ve sonra da oliir. Apoptoz ile hiicre 6liimii; yetiskinlerin
dokularinda ve embriyolojik gelisimde ¢ok 6nemli rol oynar. Apoptoz, dokulardaki hiicre sayisinin
sabit tutulmasindan sorumludur, organizma i¢in tehlike teskil eden viriis vb. etkenlerle enfekte olmus
hiicrelerin yok edilmesini saglayarak savunma da olusturur. DNA’da hasar meydana gelmesi
durumunda, bu hasarin meydana geldigi hiicre apoptoz mekanizmasi ile yok edilir. Boylece DNA
yapisinda zararli mutasyona ugramis hiicrelerin viicutta kanserlesme potansiyelini ortadan kaldirir
(Kerr vd., 1972). Apoptoza ugrayan hiicreler organizmanin birgok doku ve hiicre gruplarinda siirekli
gorlilmektedir ve bu sekilde hiicre yok edilme durumu 6miir boyu devam etmektedir. Bu sekildeki
hiicre 6limii ve hiicre yapimi dokuda dinamik yapiyr koruyabilmek icin diizenli olarak
gerceklesmektedir. Boylece hiicre 6liimii (apoptoz) ve hiicre yapimi (mitoz) dokularda homeostatik
dengeyi korumak i¢in dinamik bir denge halinde siirer. Bu hiicre olusumu ve hiicre yok edilmesi
arasindaki dengenin apoptoz lehine veya aleyhine bozulmasi bir¢cok onemli hastaligin da ortaya
¢ikmasimna neden olmaktadir. Gergeklesmemesi gereken bir durumda apoptoz gergeklesir veya
gerceklesmesi gerekli olan bir durumda da apoptoz olmaz ise bu durum canlinin metabolizmasinda
oldukca biliylik sorunlar yaratabilir. Apoptozun metabolizmada normalden daha fazla hizda
gerceklesmesi AIDS, noérodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli diyabet, hepatitC enfeksiyonu,
miyokarda enfarktiisii, ateroskleroz vb durumlara neden olmaktadir. Apoptozun metabolizmada
normalden daha diisiik hizda gergeklesmesi ise otoimmiin hastaliklara ve kansere neden olmaktadir.
Apoptoza neden olan faktorler Biiyiime faktorii eksikligi, hiicre yaslanmasi, kansere neden olan
antineoplastik ilaglar, radyasyon, yiiksek dozda glukokortikoid diizeyi, hiicre 6liim reseptorii membran
proteini Fas, Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii-1 (TNFR-1) aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit hiicreleri,
cok siddetli olmayan oksidatif stresdir (Dagdeviren, 2021; Gokbayrak vd., 2021).

Nekroz; rastgele gelisen ve genler tarafindan kontrol edilmeyen diizensiz bir siirectir. Nekroza
neden olan durumlar hipoksi, iskemi, hipertermi, yiiksek konsantrasyonlu toksik maddeler, litik viral
enfeksiyonlar, siddetli oksidatif stresdir. Nekrozun en yaygin nedeni hipoksidir. Apoptoz hem saglikta
hem hastalikta goriilen programli bir hiicre 6liim yolu olmasina karsin, fizyolojik bir hiicre 6liim sekli
olmayan nekroz ile ¢ok karistirilmaktadir. Apoptoz ile nekroz farklari; Nekrozda hiicre icine asir1 sivi
girmesi sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicreler tam tersine kiigiiliir. Nekrozda kromatin goriiniimii
hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatin ipligi ¢ekirdek
membraninin etrafinda toplanir ve yogunlasarak kondanse olmus bir bolge olusumuna neden olur.

Nekrozda DNA pargalanmasi rastgele meydana gelirken, apoptozda DNA interniikleozomal alanlarda
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180 kb ¢iftinin katlar1 olacak sekilde mono ve oligoniikleozomlara parcalanir. Nekrozda DNA
pargalanmasi post-litik donemde g6zlenir, apoptozda DNA parcalanmasi pre-litik dénemde goézlenir
(Celepli vd, 2020). Nekrotik hiicrede hiicre zar1 biitiinliigiinii kaybederken ve sitoplazmadan hiicre i¢i
materyallerinin hiicre disina ¢ikisi meydan gelmektedir. Oysa, apoptotik hiicre, membrani bozulmamig
yani intakt biitiinliigiinii korur. Nekrotik hiicrelerde biiyiik vakuoller olusur, sonrasinda hiicre lizise
ugrar fakat apoptotik siirecteki hiicreler apoptotik cisimcikler denilen kiigiik cisimciklere pargalanir.
Nekrozda plazma membraninin biitiinliigiiniin bozularak zarar gérmesinden dolay1 hiicre iceriginin
hiicre dig1 ortama ¢ikmasi sonucu inflamasyon siireci baslar. Apoptozda ise apoptotik hiicre veya
apoptotik cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan makrofajlar tarafindan fagositoz ile yok
edildiklerinden inflamasyon meydan gelmez. Hiicre zarinda bulunan Fosfatidilserin plazma
membraninin i¢ yiiziinden dis yliziine dogru gegerek konum degistirir ve bdylece makrofajlar zar
ylizeyi degisen bu hiicreleri tanir ve yok eder. Biyokimyasal olarak nekrozun olmasi i¢in adenozin
trifosfat (ATP) gerekmez iken, apoptozda ATP gerekir (Celepli vd, 2020). Nekrozda hiicrelerde
gruplar halinde oliim gergeklesirken, apoptozda hiicrelerin tek tek olimii gergeklesir. Apoptoz;
radyasyon ve sitotoksik ilaglarin alimi sonrasi gelisen DNA hasari, yanlis katlanmig proteinlerin
birikimi ve apoptozun mitokondriyal yolunu aktive eden viral enfeksiyonlar sirasinda goriilebilir
(Ansari vd., 2018).

Apoptozun regiilasyonunda Apoptozise neden olan sinyal yolaklarinda pek ¢ok madde ve
molekiil rol alir. Bunlardan bazilar1 iyon (kalsiyum), molekiil (seramid), gen (c-myc), protein (p53)
yapidadir. Mitokondri organel olarak apoptoz sinyal yolaklarinda rol almaktadir. Apoptotik siireg
boyunca, hiicre icine siirekli kalsiyum girisi olur. Apoptoz siirecinde belli kilit molekiiller gorev
almaktadir. Bunlar; P53, Bcl-2 ailesi proteinleri, Kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor-1) protein molekiilleridir (Yang vd., 2013; Thu vd., 2018). Apoptozun indiiklenmesi, hazir olan
hiicrelerde (primer) baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Apoptozu uyaran

hiicre dis1 ve hiicre i¢i faktorler tablo halinde Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Apoptozu baslatan uyarici faktorler.

Apoptozu Hiicre Disindan Uyaran Faktorler Apoptozu Hiicre iginden Uyaran Faktérler
TNF ( Tiimor Nekrozis Faktor) Biiyiime faktorleri

Fas/ FasL Onkogenler

IGF (Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii) Tiimor baskilayici genler

Glukokortikoidler
Radyasyon
Cesitli laglar

Bazi antijenik 6zellik tasiryan maddeler
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Hiicre i¢i ve hiicre disi faktdrlerin uyarmasi sonucunda hiicreyi pogramlanmis hiicre 6liimii
olan apoptoza yonlendiren ii¢ farkli apoptoz siireci vardir. Birincisi Mitokondri yolagi, ikincisi TNF ve
Fas ligand (Sliim reseptorleri) yolagi, iigiinciisii AIF (Apoptozu bagslatan faktdr) yolagidir (Ross,
2014).

Mitokondri yolaginda, apoptozun diizenlenmesinde Bcl-2/Bax gen ailesi rol almaktadir. Bu
gen ailesinin 20 iiyesi mevcuttur; bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitérii (antiapopitotik) olarak rol
almaktadir, bazilarn ise apoptozu uyaric1 (preapopitotik) olarak rol almaktadir. Hiicrenin yasama
durumu bu gen ailesindeki proapoptotik gen ile antiapoptotik gen {irlinlerinin oranina baghdir. Bcl-
2/Bax gen ailesinin {irlinleri, hem mitokondri zarinda hem c¢ekirdek zarinda hem de endoplazmik
retikulum zarinda bulunmaktadirlar (ElImore, 2007). Apoptozda mitokondri yolaginin uyarilmasinda
DNA hasari, Oksidanlar, Seramid, Biiylime faktori eksikligi, Radyasyon, Kemoterapoétikler etkilidir.
Apoptozu baskilayan antiapoptotik genler Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1; Apoptozu uyaran apaptotik
genler Bax, Bak, Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa. Proapopitotik Bcl-2 ve anti-apoptotik Bax geni arasindaki
oransal denge, hiicrenin yasami ile 6liimii arasindaki durumu belirler. Bcl-2 proteini, mitokondrinin
sitoplazmaya bakan dis zar1 lizerindedir ve endoplazmik retikulumun bir b6liimii olan ¢ekirdek dis zar
iizerinde bulunmaktadir. Bax proteinleri hiicrede sitoplazma boliimiinde bulunmaktadir. Apoptotik
yolakta olusan sinyalin alinmasindan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin ‘permeabilite gegis
poru’na yonlenirler ve bu bdlgeye baglanirlar. Bu baglanma secici iyon gegirgenligini
(permeabilitesini) azaltict yonde etkili olur. Zardaki bu degisim nedeniyle sitokrom c ve AlF
(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zari ig¢inde yer alan molekiiller sitoplazmaya gecerler.
Apoptoz mekanizmasinin baglamasinda tetikleyici bir faktér olan Apaf-1, Bcl-2 ile bagli oldugu
durumda apoptoz baskilanmis durumdadir. Hiicre i¢i faktorlerin uyarimi sonucu, Sitokrom ¢
sitoplazma proteinlerinden olan Apaf-1’e baglanmasi prokaspaz-9’u aktive eder, olusan bu kompleks
‘apoptosom’ olarak adlandirilir (Apaf-1 ayni zamanda ATP’ ye de baglanir). Prokaspaz-9° un
aktivasyonu ise bir dizi kaspaz aktivasyonunu baglatir (Gékhan vd., 2020)

TNF ve Fas ligand (6lim reseptorleri) yolagi, Fas ve TNF alfa reseptorleri hiicrenin zarinda
yer almaktadirlar ve uygun ligandlan ile baglandiklarinda normal sartlarda inaktif durumda bekleyen
prokaspaz-8’i aktif hale getirerek kaspazlarin aktivasyonunu baslatirlar ve hiicreyi programli 6liim
yolagina yonlendirirler. Bu yolak siklikla immiin cevap olusturma reaksiyonlarinda ve infeksiyon
durumlarinda kullanilan bir yoldur (G6khan vd., 2020).

Apoptoz indiikleyici Faktor (AIF) yolagi, asirt stres sartlarina maruz kalmis hiicrelerin kaspaz
bagiml diger 2 apoptoz yolagindan farkli olarak kaspaz yoluna alternatif bigimde kullanildig1 bir
apoptoz siirecidir. Normal sartlar altinda mitokondri zarlar arasindaki bolgede yer alan AIF proteini,
hiicrenin 6lmesi gerektigini belirten bir sinyal ile sitokrom-c molekiilii mitokondriden sitoplazmaya
cikarak ¢ekirdek igine girer ve DNA’ya baglanir. DNA’ya baglandiginda niikleaz aktivitesine neden
olarak DNA’nin fragmanlara par¢alanmasini uyarir (Gokhan vd., 2020).
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2.9. Kaspazlar

Kaspazlar apoptozda rol alan endoproteaz ailesinden olan bir enzim grubudur. Enzimin aktif
ylizyinde sistein aminoasidi bulundurduklari igin sistein proteaz ailesi grubuna dahil edilirler.
Kaspazlar aktif bolgelerinde katalitik sistein rezidiilerinin bulunmasinin yani sira substratlarinda
aspartik asit rezidiisiiniin bulunmasi ile beraber etkinleserek peptit baglarin1 yikmaktadirlar (Mcllwain
vd., 2013). Proteinlerin aspartik asit bulunan kismindan kestiklerinden dolayi, c-asp-ases seklinde
adlandirilmiglardir. Bu enzim grubu ilk olarak sitoplazmada inaktif prokaspaz seklinde
sentezlenmektedirler. Prokaspazin inaktif yapisi apoptozun uyarilmasindan sonra durdurularak aktif
kaspaz formuna doniismektedir. Memelilerde kaspazlarin bilinen 14 ¢esidi bulunmaktadir. Apoptoz
mekanizmasini baslatici Kaspazlar -2, -8, -9, -10; apoptoz mekanizmasini sonlandiric1 Kaspazlar -3,-
6, -7’ dir (Bildik, 2018). Hiicre i¢inde veya hiicre disinda hiicrenin isleyisinde gorevleri olan enzimler
belli bazi molekiil gruplarinin etkisiyle aktive olurlar. Kaspazlar substratlarina baglanarak
substratlarin1  etkinlestirseler de bazi siireglerde substratlarin  baskilanmasinda da  rol
oynayabilmektedirler. Bunun yani sira, kaspaz enzimleri sinyal molekiilleri iireterek inflamasyonda ve
apoptoz mekanizmasinda da rol almaktadirlar (Kogakli, 2015; Sanli, 2018). Kaspazlar, inflamasyonda
ve apoptozdaki islevlerine gore cesitli gruplara ayrilmaktadir. Kaspaz -3, -6, -7, -8 ve -9 apoptoz
stireglerinde gorev alirken Kaspaz -1, -4, -5 ve -12 ise inflamasyonda rol almaktadirlar. Apoptoz
mekanizmasinda gorev alan kaspaz enzimleri kendi iglerinde de baslatici kaspazlar (Kaspaz -8, -9)
normal siirecte etkin olmayan prokaspazlardir. Dimerizasyon siireci sonunda aktiflesirler ve baglatici
rolleri geregi infazci kaspazlarin etkinliginde gorev alirlar ve infazcr kaspazlar (Kaspaz -3, -6, -7)
grubu, baslatici kaspazlar tarafindan prokaspaz monomerlerine déniistiiriilmektedirler. Infazci
kaspazlarin biri aktiflestiginde diger infazci enzimleri de kesebilir ve aktif hale doniisiimesini
saglayabilir. Bu 6zellikleri sayesinde infazci kaspaz enzimleri kendi iclerinde feed-back mekanizmasi
ile siireci kontrol edebilmektedirler (Muzio vd., 1998; Degterev vd., 2003; Martinon vd., 2007;
Ceylan, 2020). Apoptoz siireci, baslatici kaspazlarin infazci kaspazlar aktiflestirmesiyle devam eden
kaspaz kaskad1 yolaklarinn etkili oldugu asamali bir siirectir. infazc1 kaspazlar aktiflestiginde hiicrede
proteinlerin yapisal biitiinliigiinii korumada rol oynayan bazi protein gruplarimi yikar. Bu molekiil
yikimi ile birlikte hiicrede DNA fragmantasyonu, membranin sigsmesi gibi apoptotik siirecin
morfolojik belirtileri olusmaya baslamaktadir (Boatright vd., 2003).

Kaspaz enzimleri Sekil 2.7°de goriildiigii gibi i¢ ve dis apoptoz yolaklarinda etkilidirler.
Kaspaz-8 dis apoptoz yolakta, Kaspaz-9 ise i¢ apoptoz yolaginda rol almaktadir. Kaspaz -3, -6 ve -7
ise hem i¢ hem de dis apoptoz yolaginda rol alarak apoptoz yolaginin tamamlanmasini saglamaktadir

(Chang vd., 2003 ;Mcllwain vd., 2013).
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Sekil 2.7. Kaspaz enzimleri i¢ ve dis apoptoz yolaklarinda etkisi. Kaspaz -8 dis apoptoz yolaginda,

Kaspaz 9

Kaspaz -9 ise i¢ apoptoz yolaginda gorev rol alir. Kaspaz -3, -6 ve -7 ise hem i¢ hem de dig apoptoz

yolaginda rol alarak apoptoz yolagimin tamamlanmasini saglar (Mcllwain vd., 2013).

2.10. Metastaz

Kanserli bir tiimor biiyiidiikge, kan dolagimi veya lenf dolasimi ile kanserlesmis hiicreler
viicudun diger bolgelerine tasinabilir. Metastaz tiimor hiicrelerinin kaynaklandiklar1 primer dokudan
ayrilarak farkli bir dokuya gog etmeleri ve bu yeni dokuda sekonder tiimdr seklinde biiyiimeleridir. Bu
stiregte kanser hiicreleri ¢ogalarak yeni organ ve dokularda timér olusumlarina neden olmaktadir.
Kanser hiicreleri siklikla lenf diiglimleri veya kan dolagimi yoluyla viicudun uzak bolgelerine
yayilabilmektedir (Cheng vd., 2018). Kanser hiicrelerinde invazyon ve metastazin aktiflesmesinde
kanser hiicrelerinde hiicre-hiicre baglantilarini saglayan E-Cadherin molekiiliiniin eksikligi etkilidir. E-
Cadherin ifadesinin fazla olmasi hiicrelerin bir arada durmasini saglar ve invazyon ya da metastaz
stirecine girmesini engeller. Tiimor anjiogenezi hizli biiylime igin gerekli olan besin ve enerjiyi
saglamanin yani sira timor hiicresinin dolagim sistemi ile temasim1 da arttirmaktadir. Metastaz
gelisiminde diger bir Onemli faktdr hiicreler arasi iletisimin kaybolmasidir. Tiimor hiicrelerinde
hiicreler arasi adhezyonda etkili olan molekiill miktarlarinda (kaderinler, integrinler, selektinler)
degisiklikler goriilmektedir. Adhezyon Ozelligini kaybetmis olan metastatik tipte timor hiicreleri
baslica, viicut bosluklar1 ve yiizeyleri, lenf damarlar1 ve kan damarlar1 yoluyla yayilirlar. Lenf
kanallarina giren timor hiicreleri bolgesel lenf diiglimlerine ulasir ve burada tutunarak bir siire i¢in

kanserin yayilmasina engel olustururlar. Lenf digimii kanser hiicreleri ile doldugunda veya lenf
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diigimiine yerlesen tiim6r hiicreleri burada biiylimeye basladiktan bir siire sonra diger lenf
diigtimlerine yayilmaktadir (Rizov vd., 2017).

Arter duvarlari tiimdr invazyonuna karsi direnglidir. Damar gegirgenligini arttiran bir etmen
olarak tanimlanan Vaskiiler Endotel Biiylime Etmeni (VEGF) endotel hiicrelerinin ¢ok sayidaki
biyolojik islevini, sitokin sentezi ve salmimini, trombolitik ve pihtilasma yollarinda yer alan
molekiillerin ifade edilmesini ve diiz kas hiicre hiperplazisini diizenler. VEGF postnatal damarlanma,
yara iyilesmesi, kanser, romatoid artrit, retinada yeni damarlanma dahil olmak iizere ¢ok sayidaki
patofizyolojik durumda onemlidir (Fernandez, 2002; Telenau vd., 2020). VEGF, bir¢ok kanser
tiiriinde, anjiyogenezde rol oynayan en onemli etmenlerden biridir. VEGF mikrovaskiiler gecirgenligi
arttirtr, endotel hiicrelerin gd¢linili, anjiyogenezi uyarir. Gen ifadesini tekrar programlar ve endotel
hiicrelerinde apoptozu 6nler. VEGF Kanser tedavisinde 6nemli bir hedeftir (Gékhan, 2020). Hipoksi,
VEGF mRNA ifade diizeyinde hizli ve giiclii bir artis1 tetikler. Bu durum o6zellikle, tiimorlerin
nekrotik alanlar1 etrafinda daha belirgin bir sekilde goriilmektedir. Hipoksik hiicrelerden salgilanan
adenosin, adenosin A2 almaglarina baglanir ve c-AMP bagimli protein kinaz (PKA) yolag: {izerinde

VEGF nin ifadesini arttirir (Distler vd., 2003).

2.11. MCF-7 Hiicre Soyunun Ozellikleri

MCF-7 (ATCC no:HTB-22), insan meme kanseri epitel kokenli hiicre soyudur, 69 yasinda
invaziv duktal karsinomlu bir kadin hastanin metastatik ozellikteki meme kanseri pleural
eflizyonundan 1970 yilinda izole edilmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre dizisinden alinan hiicreler,
yaygin olarak, koti huylu (malign) tiimérlerin biiylimesini incelemek i¢in miikemmele yakin bir
model olarak kabul edilir. MCF-7 hiicre dizisinden 6nce higbir meme hiicresi birka¢ aydan daha uzun
yasatilamamigtir. MCF-7, Luminal A meme kanseri hiicre hatlarindan biridir (Yanagawa vd., 2012).
Adherent Ozellik tasimaktadir ve adenokarsinom hiicresidir. Bu hiicre hattinin isimlendirilmesi,
Michigan Kanser Vakfi tarafindan yapilmistir ve gelistirilen hiicrelerin 7. soyu olarak MCF-7
(Michigan Cancer Foundation-7) seklinde adlandirilmistir. Hiicre morfolojisi epitelyal kdkenli, insiilin
benzeri ¢ogalma faktorii baglanma proteinleri sentezler, WNT7B onkogeninin ekspresyonu mevcuttur.
Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER-2) geninin ekspresyonu negatif, ostrojen reseptor
pozitif (ER+) ve progesteron reseptor pozitif (PR+)’tir. Hormon tedavisi i¢in uygundur. MCF-7
hiicrelerinin ¢ogalma mekanizmalarinda, asir1 artmis Ostrojen ekspresyonu ve Ostrojene bagh
proliferasyon rol almaktadir. MCF-7 hiicrelerinde c¢ogalarak hiicre popiilasyonunun ikiye katlanma
zamani (Populasyon Doubling Time -PDT) 29 saattir (Bozkurt, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢aligmas1 Mersin Universitesi Ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezin
(MEITAM)’deki MERKOK laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Mersin Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeler Birimi (BAP)’nin TP-3 Doktora Tez Projesi kapsaminda, 2019-2-TP3-3609 proje
kodu ile desteklenmistir. Bu projede c¢alismasinda kullanilan materyal ve yontemler asagida

verilmistir.

3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Class-I1 tipi Vertical Laminar Air Flow Cabinet, Etiiv (5040 BP, Elektro-mag Wise Cuba),
Esco Cell Culture Inkiibatér (CCL-170b-8) Esco, Singapore), Cedex XS Analyzer, Roche, Basel,
Isvigre), BD FACSAria III Cell Sorter (BD Biosciences, USA), Termal Cycler (Bibby Scientific,
USA), VIIA 7 Real Time PCR cihazi (Termo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), Hettich
Universal Masaiistii Santrifiij, Floresan Mikroskop (Zeiss, Jena, Almanya), NanoDrop™ 2000/2000c
Spectrophotometers (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA).

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Apigenin 8-C Glukozid (Viteksin, 10 mg., ChemCruz Biotechnology Inc.), Danusertib (PHA-
739358) 10 mg., Mybiosource), RPMI-1640 Medium Biowest, USA), Fetal Bovine Serum (FBS;
Biowest, USA), DPBS (Panbiotech, USA), PBS (Gibco, Termofischer Scientific- USA), Penicillin-
Streptomycin (Sigma Aldrich, USA), Trypsin-EDTA (Phenol Red, Sigma Aldrich, USA),
Amphotericin B (Fungizone, Biowest, USA), BD Facs Flow Sheat Fluid (BD Biosciences, USA),
Tripan Blue (BD, USA), Etanol (%99.8’lik Absolute, Sigma Aldrich, USA), DMSO (dimetil
stilfoksit).

3.1.3. Cahsmada Kullamlan Deney Kitleri

Hiicre Sayma Kiti 8 (WST-8 / CCK8) (ab228554, abcam, Japan), APC Annexin-V Apoptosis
Detection Kit With PI (Cat:640932, Biolegend, USA), High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Roche
Cat. No: 1828665, Germany), High Capasity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA), Fast Start Essential DNA Green Master Mix (Roche, Germany) kitleri kullanildi.
ACTB, AURK-B, VEGF, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen primer dizileri kullanildi. Caligmada
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kullanilan ACTB, AURK-B, VEGF, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen primer dizileri Tablo 3.1° de

verilmistir.
Tablo 3.1. Kaspaz -3, -8, -9, ACTB, AURK B, VEGF primer gen dizileri.
ACTB Forward 5 GAG GTGATAGCATTGCTITTCG 3 (21 mer)
ACTB Reverse 5 CAA GTC AGT GTACAG GTAAGC ¥ (21 mer)
Casp3 Forward 5 TCATCACCT GTT CAG ATCCAGAG ¥ (23 mer)
Casp3 Reverse 5 TCAGCCCTCCATGTTGTGAA S (20 mer)
Casp8 Forward 5" GAAATAGAACTACAAGCGGATGGT T (25 mer)
Casp8 Reverse 5" GGA AAATGA GGG AAG GACACAAAZ (23 mer)
Casp9 Forward 5 CTTTGCTGCTTGCCTGTTAGT T3 (22 mer)
Casp9 Reverse 5 ATCCTGCCTTTCTTT CCAAACAG Y3 (23 mer)
AURK B Forward 5 CCCATCTGC ACTTGT CCT CAT 3 (21 mer)
AURK B Reverse 5 AAC AGA TAA GGG AAC AGT TAG GGA ¥ (24 mer)
VEGF Forward 5’ CTACCT CCACCATGCCAAGT & (20 mer)
VEGF Reverse 5’ GCAGTAGCT GCGCTGATAGAZ® (20 mer)

3.2. Hiicre Kiiltiirii
Bu c¢alismada MCF-7 (ATCC no: HTB-22) meme kanseri hiicresi kullanilmigtir. MCF-7
hiicresi Mersin Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalin’dan

temin edilmistir.

3.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Hiucre kiltiirleri i¢in kullanilan mediumlar hiicrelerin gelisimlerini desteklemek amaci ile
laboratuvar ortaminda hazirlanmig besleyici ortamlardir. Medium (besiyeri) hazirlanirken kullanilan
tic onemli bilesen vardir. Bu ii¢ temel bilesen Bazal medium, Fetal Bovine Serum (FBS) ve Penisilin-
Streptomisin antibiyotikleridir. (Duruel vd., 2021). Hiicrelerin kiiltiire alinmasi1 sirasinda RPMI-1640
medium (2,5 mM L-Glutamin+) kullanildi. Bazal mediumun igine inaktive edilmis %10 Fetal Bovine
Serum (FBS), %1 Penisilin-Streptomisin, %1 Amphoterisin ilave edildi komplet medium hazirlandi.
Hazirlanan komplet medium +4°C’ de muhafaza edilerek hiicrelerin kiiltiire alindig1 siirede kullanildi

(Lueangamonara, 2017; Liu vd.,2019).

3.2.2. Hiicre Cozme

Dondurulmus hiicreleri ¢6zme islemi asagida verilen islem sirasina uygun olarak yapildi. -80

°C’den kriyoviyal alindi donmus hiicreler 37°C’lik sicakliktaki su banyosunda hizli bir sekilde eritildi.
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Coziilen kriyoviyal %70’lik alkol ile silinerek steril laminar kabine alindi. Steril kosullarda laminar
kabinde kriyoviyal acildi. Kriyoviyalin igindeki hiicre siispansiyonu 6 mL (veya hiicre siispansiyonu
ile esit miktarda) medium iceren falkon tiipe yavasga aktarilarak yikandi. Hiicreler DMSO igerisinde
olduklar1 i¢in manupilasyonlar nazik¢e dikkatli bir sekilde yapildi. Ayn zamanda islemler hizli yapildi
DMSO’nun hiicrelere zarar vermesi engellendi. Hiicrelerin yikanmasi tamamlandiktan sonra falkon
tiip santrifiij cihazinda 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iistte biriken siipernatan kismi
atild1 ve falkon tiipiin dibinde kalan pelete ImL komplet medium uygulandi. Hiicreler ImL mediumda
iyice ¢ozdiriildiikten sonra iizerlerine 4 mL medium eklendi, 5 mL’lik hiicre siispansiyonu T25 (25
cm?) flaska serolojik pipetle aktarildi, hiicre ekilen flask 24 saat boyunca 37°C de ve %5 CO,’li
inkiibatérde inkiibasyon islemine birakildi, 24 saat sonra ertesi giin (2. giin) hiicre kiiltiiriiniin
mediumu degistirildi. Hiicre kiiltiir kab1 her giin inverted mikroskop ile kontrol edilerek konfluent
olduklar1 giine kadar mediumlar1 2-3 giinde bir degistirilerek inkiibasyona devam edildi. T25’lik

flaskin tabanindaki hiicreler konfluent duruma gelince tripsinlenerek pasajlanma asamasina gegildi.

3.2.3. Hiicre Pasajlama

Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicreler ¢ogalarak plato fazina ulastiklarinda biiyiime
mediumunun yetersizligi ve hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in yeterli alanin olmamasi 6liim fazinin
baglamasina neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreler biiylimenin ve bolinmenin maksimum diizeyde
oldugu gec logaritmik fazda pasajlanmalidir. Yilizeye yapisan hiicrelerin kapladiklari alanin yiizde
cinsinden ifade edilmesi olarak da bilinen konfluens durumuna yaklasik olarak %80-90 diizeyinde
ulastiktan sonra hiicreler pasajlandi. Hiicrelerin pasajlanmasi yani yeni flasklara ekim yontemi olarak
asagida verilen islem siras1 kullanildi.

Hiicre flasklari inkiibatdrden (etiiv) alindi ve konfluens olanlari belirlemek icin inverted
mikroskopta goriiniimleri kontrol edildi. Konfluent olmus flasklar tespit edildikten sonra flasklarin dis
yiizii alkollenerek steril hiicre laminar kiiltiir kabini i¢ine alindi ve kiiltiir kabindaki medium aspire
edilerek uzaklastirildi. Hiicreleri serumdan arindirmak igin kiiltiir kabina 1 mL’lik DPBS ile yikama
yapildi ve DPBS de aspire edilerek uzaklastirildi. Tripsinizasyon igin (tripsin bir proteaz enzimidir ve
medium igerisinde bulunan FBS tripsin inhibitdrlerini  barindirmaktadir). Tripsinizasyon
basamagindan 6nce ortam Ca ve Mg icermeyen PBS ile yikandi. Sonra tizerine 1.5 mL tripsin ilave
edildi, 4-5 dakika etiivde bekletildi. Bu islem hizli yapilmalidir aksi halde tripsin hiicrelere zarar
verebilir. Etiivden alinan flask, inverted mikroskopta hiicrelerin goériiniimii i¢in kontrol edildi ve
hiicrelerin biiyiik boliimii yiizeyden kalkmis ise tripsinin etkisini durdurmak i¢in 1 mL RPMI-1640
medium pipetle flaska eklendi, pipetle flasktaki hiicre siispansiyonu falkon tiipe (santrifiij) tiipiine
alindi. Santrifiij tiipiindeki hiicre ¢dzeltisini 8 mL’ye tamamlamak i¢in 5 mL medium eklendi. Tiip
santrifiij cihazina yerlestirildi ve 1200-1300 rpm de 5 dakika santrifiij edildi, sonra tiip santrifiijden

alindi ve {lizerindeki siipernatant kismu atik kutusuna atildi. Tiipiin dibinde ¢Okmiis hiicrelerin
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bulundugu ¢okeltiyi (pelet) yerinden kaldirmak i¢in parmakla nazikge birkag kez tiipe vuruldu.
Santrifiij tiiplindeki hiicreleri restispanse etmek i¢in 1 mL medium eklendi, pipetaj yontemi ile hiicreler
esit bigimde flasklara boliinecek sekilde aktarildi. Hiicre bulunan flasklara 3.5 mL komplet medium
eklendi. Pasajlanan hiicrelerin flasklar yatay sekilde 37°C’de, %5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. Onceki
pasajin flasklar geri kalan hiicreleri beslemek i¢in 4 mL RPMI-1640 medium eklendi ve flask yatay
sekilde 37°C’de, %5 CO;’li etiivde inkiibe edildi (Freshney, 2000). Pasajlanan MCF-7 hiicre

morfolojisi sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. MCF-7 hiicre morfolojisi.

3.2.4. Hiicre Sayma

Hiicre saymmu hiicre kiiltiirii calismalarinda en énemli islemlerden biridir. Hiicreler her deney
asamasinda ve hiicrelerin dondurulma prosediirii 6ncesinde sayilmaktadir. Bu sayma islemi, Thoma
laminda sayim yontemi kullanilarak veya Cedex XS cihazinda Cedex smart slide kullanilarak
yapilmustir.

Thoma lamu ile hiicre sayiminda biiyiime mediumu ile homojen olarak ¢oziinen hiicrelerden
sayim igin 100 uL alind1 ependorf tiipe konuldu ve {izerine 100 pL tripan blue eklendi pipetaj
yapilarak karismasi saglandi. Calismalarda gereksinim duyulan kadar hiicrenin isleme alinabilmesinde
sayim yaparken kullanilan tripan blue ile boyamada boya canli hiicreler i¢ine giremezken 6lii hiicreler
icine boya girmektedir ve hiicreler koyu mavi renge boyandi. Boylece tripan blue ile canli ve 6li
hiicrelerin analizinin yapilmasina olanak saglandi. Thoma lami itizerinde ¢ukur iki bélmeye lamel
yerlestirildikten sonra ependorftan (mikrosantrifiij tiipii) ¢ekilen sivi lam {izerine yavasca ve dikkatli
bir sekilde aktarildi. Thoma lami inverted mikroskoba yerlestirildi ve hiicrelerin sayim yapildi. Sayim
islemi yapilirken 4 biiyiik kose kareler ve 1 tane biiyiilk merkez karede (toplam 5 karede) sayim
yapildi. ilk kareden baslayarak hiicreler sayildi. En biiyiik karelerin iist ve sol kenar ¢izgilerine denk
gelen hiicreler sayima dahil edilmedi bunun disinda kalan hiicreler sayima dahil edilerek tiim hiicreler

sayildu.
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Cedex XS cihazinda hiicre sayimi 10 pL hiicre solusyonu ve 10 pL tripan blue ependof
tiipiinde kanistirildi ve nazikce pipetaj yapildiktan 10 pL alindi smart slide bolmesine yerlestirilerek
Cedex XS cihazinda hiicre sayimi yapildi.

3.2.5. Hiicre Dondurma

Hiicrelerin beslendigi medium ortami pastor pipeti ile uzaklastirildi. Hiicreleri serumdan
arindirmak i¢in PBS ile yikandi ve PBS pastor pipeti ile uzaklastirildi. Flasktaki hiicrelerin ortamina
1.5 mL tripsin ilave edilerek 5 dakika etiivde inkiibe edildi. Bekleme siiresinin sonunda etiivden flask
alinir ve eklenmis olan tripsinin iki kat1 kadar komplet medium eklenerek tripsinin hiicreler iizerindeki
etkisi inhibe edildi. Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirildi ve bir falkon tiipe
transfer edildi. Falkon tiip aliman hiicrelerin tizerine 2-3 mL daha medium eklendi. Hiicre
stisiipansiyonu 1500 g° de 5 dakika santrifiij cihazinda santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
hiicreler falkon tiipte dibe ¢oktii ve iistte biriken stipernatan sivisi uzaklastirildi. Falkon tiibiin dibinde
kalan pellet 1 mL besiyeri ile sulandirilarak Thoma lam1 sayim yontemi ile sayildi. Sayim igsleminden
sonra dondurma i¢in kullanilan kriyoviyal tiipleri igerisine 1:1 oraninda dondurma mediumu ve hiicre
¢ozeltisi konuldu. Dondurma mediumunda DMSO (dimetil siilfoksit) kullanildi, DMSO hiicrelerin
donarak patlamasini onlemektedir bu nedenle hiicre dondurmada kullanimui tercih edildi. Kriyoviyal
tiipleri asamali olacak sekilde sogutuldu 6nce 1-2 saat +4°C’de bekletildi sonra -20°C de 1 giin
bekletildi ve sonraki giin -80°C’deki derin dondurucuya konuldu. Derin dondurucuda 24 saat kalma

siiresinden sonra kriyoviyal tiipleri s1v1 nitrojen tankina konuldu.

3.3. Danusertib ve Viteksin Stok Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Viteksinin ve Danusertibin 10 mM stok soliisyonlart DMSO ile hazirland1 ve hazirlanmsg
solusyonlar -20C*’ de saklandi. DMSO’ nun kiiltiirdeki son konsantrasyonu %0.1 oranini asmamustir
(Nguyen vd., 2020). Viteksin ve Danusertib deneyde kullanimlarindan hemen 6nce medium igerisinde
seyreltilerek kullanildilar. Danusertibin (5 pM, 10 uM, 40 puM, 80 puM, 100 uM) fakli 5 dozu
hazirlandi ve kullanildi (Li vd., 2015). Viteksin (10 puM, 20 uM, 40 pM, 50 uM, 100 pM) fakli 5 dozu
hazirland1 (Gokbulut, 2015).

3.4. MCF-7 Hiicrelerinde Danusertib’in ve Viteksin’in ICs, Sitotoksik Doz Degerinin WST-8

Test Kiti ile Belirlenmesi

Danusertib ve Viteksin’in MCF-7 hiicresi lizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek igin hiicre
sayma kiti 8 (WST-8 / CCKS8) (ab228554, abcam) test kiti kullanildi. WST-8 testi suda ¢dziinen
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formazan8 boyalarmi igerir. Olusan formazanlar farkli absorbsiyon yapma kabiliyetindedir,
spektrofotometrik okuma yapmaya imkan verir.

T25'lik flasklarda kiiltiire edilmis hiicrelerin mediumu aspire edildikten sonra hiicreler steril
PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak i¢in 1,5 mL Tripsin/EDTA eklendi ve 4-5 dakika inkiibatorde
bekledikten sonra, hiicreler kaldirildi, flasklardaki hiicreler iizerine tripsinin etkisini kirmak igin
tripsinin iki kat1 kadar medium eklenerek santrifiij tiipiine alindi. Santrifiij cihazinda 1600 rpm’de 3-5
dakika santrifiij edildikten sonra iistteki siipernant kismi atildi. Hiicreler tekrar medium ile ¢ozdiiriildii
ve hiicre sayimi yapildi. 96 well plate her bir kuyucuguna 30000- 40000 kadar hiicre olacak sekilde
hiicrelerin ekimi yapildi. Hiicrelerin 96 well plate kuyucuk tabanlarina yapigmalar i¢in 96 well plate
24 saat 37°C de, %5 COy’li inkiibatdr ortaminda inkiibasyonda bekletildi. inkiibatdrde bekletilen
hiicreler bir giin sonra inkiibatdrden alinarak well plate kuyucuklarindaki medium aspire edilerek
alind1. Sonraki agamada Danusertib’in (5 uM, 10 uM, 40 uM, 80 uM, 100 uM) ve Viteksin’nin (10
uM, 20 pM, 40 pM, 80 uM, 100 uM) belirlenen 6n dozlar1 24., 48. ve 72. saatlere kadar inkiibe
edilmek tizere MCF-7 hiicresi lizerine 100 pL medium ¢d6zeltisi seklinde her well plate kuyucuguna
eklendi. Her well plate icin inkiibasyon siireleri sonunda well plate kuyucuklarinda hiicrelerin
iizerindeki medium uzaklastirildi ve well plate kuyucuklarina 10 pL. WST8 olacak sekilde 100 pL free
mediumda hazirlanmis hiicre proliferasyon WST-8 kiti her kuyucuga 110 pL olacak sekilde eklendi.
ELISA mikroplate Reader’da spektrofotometrik okuma yapmadan énce well plate kuyucuklarina 110
pL mediumlu WST-8 karisimi (24. saat icin 20. saat de, 48. saat i¢in 44. saat de ve 72. saat i¢inde 68.
saat de) eklendikten sonra 96 well plateleri 3-4 saat siire ile 1siktan koruyarak 37°C’de CO,’li etiivde
inkiibasyona birakildi, 3-4 saat inkiibasyondan sonra well platelerin 24., 48., 72. saatleri tamamlaninca
Elisa readerda okundu. Elisa readerda okumadan once karistirici (shaker) ile renk yogunlugunda
homojenizasyon saglamak amaci ile bir dakika orta hizda karistirildi. Well plateler absorbans degeri

460 (OD) nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak okundu.

Yiizde sitotoksik aktiviteyi belirlemek igin asagida verilen formiil kullanildi.

Formiil = (1 - well absorbans/kontrol absorbans) x 100

Yiizde canlilik oran1 belirlemek i¢in de asagida verilen formiil kullanildi.

Formiil = [ (A sample — A blank) / (A control — A blank) ] x 100

MCEF-7 hiicreleri igin Danusertib ve Viteksin sitotoksik 1Csy degeri belirlemek igin 96 well
plate kuyucuk plani asagida verildigi diizende 24., 48. ve 72. saatigin ayr1 well plate kullanilarak her
secilen dozun 8’li tekrar1 olacak sekilde deney plani hazirlandi. Deney gruplar1 ve 96 well plate diizeni

Tablo 3.2°de verildigi gibidir.
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Tablo 3.2. Danusertib ve Viteksin’in sitotoksik (ICsp) doz degeri belirleme deney gruplari.

GRUPLAR GRUPLARIN ICERIKLERI

Blank 100 pL komplet medium, MCF-7 hiicresi yok, WST8 Kiti n=8
%0,1 DMSO Coziicii | 100 uL %0,01 DMSO’lu medium, MCF-7 hiicresi, ilag/madde | tekrar
Kontrol grubu yok, WST8 Kiti

Kontrol grubu 100 pL medium, MC7 hiicresi, ilag/ madde yok, WST8 Kiti

1.doz grubu

2.doz grubu 5 farkli dozda Danusertib uygulanan 5 grup

3.doz grubu 100 uL. medium, MC/F-7hiicresi, Danusertib, WST8 Kiti n=8
4.doz grubu tekrar
5.doz grubu

1.doz grubu

2.doz grubu 5 farkli dozda Viteksin uygulanan 5 grup

3.doz grubu 100 pL medium, MCF-7hiicresi, Viteksin var, WST8 Kiti

4.doz grubu

5.doz grubu

3.5. MCF-7 Hiicresinde Apoptozun APC Annexin-V/Pl Boyama ile Flow Sitometrik Analizi

Kanser hiicrelerinde apoptoza bagl hiicre oliimlerini tespit etmek i¢cin APC Annexin-V
Apoptosis Detection Kit With PI (Cat:640932, Biolegend) kullanilmaktadir. Bu kit ile APC Annexin-
V ve PI ikili boyama yontemi seklinde uygulanmaktadir. Pl boyama ile kullanilan APC Annexin-V
Apoptoz Tespit Kiti, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tanimlanmasi i¢in 6zel olarak tasarlanmistir.
Annexin-V, kalsiyum bagiml bir sekilde fosfatidilserine (PS) baglanan hiicre igi proteinlerin annexin
ailesinin bir tiyesidir. PS normalde saglikli hiicrelerde hiicre zarmin hiicre i¢ine bakan kisminda
bulunmaktadir, ancak erken apoptoz sirasinda zar asimetrisi kaybolmaktadir ve PS dig kisma gegerek
yer degistirmektedir. Fosfotidilserinin hiicre membranin dis ylizeyine gegis yaparak konum
degistirmesi sonucu hiicrenin komsu hiicreler tarafindan taninarak, fagosite edilmesine neden
olmaktadir. Apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde, apoptotik siiregte olan hiicrelerde olusan bu
fizyolojik degisimlerden faydalanilmaktadir. Annexin-V antikoru, apoptoz donemine gegmis
hiicrelerin membranlarimin dig yilizeyinde ortaya c¢ikan fosfatidilserin molekiiliine baglanabilme
ozelligi olan bir protein oldugundan dolayi, hiicre yiizeylerine Annexin-V baglanma orani ile o hiicre
toplulugunda apoptoza ugramus hiicrelerin orani tespit edilebilmektedir (Karabekir, 2017; Biolegend,
2022).
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Annexin-V ile primer apoptoz, APC Annexin-V ile PI birlikte kullanilarak sekonder apoptoz,
sadece PI kullanilarak pargalanmig yani debri hiicreler ile canli hiicreler belirlenebilmektedir. Bu
yontemde Annexin-V (+), Propidyum iyodiir (-) hiicreler apoptozise ugramis hiicreler; olarak
tanimlanmaktadir. Hem Annexin-V (+) hemde Propidyum iyodiir (+) hiicreler de nekroza ugramis
hiicreler; Annexin-V (-), Pl (-) olan hiiceler canli saglikli hiicreler; Annexin-V (-), Pl (+) olan hiicreler

olii (nekrotik) olarak degerlendirilmektedir (Biolegend, 2022).

Tablo 3.3. Annexin-V ile apoptozun belirlenmesinde kadrandaki floresan boyalar ve hiicre gruplari.
UL (Upper Left), UR (Upper Right), LL (Lower Left), LR (Lower Right).

Annexin-V | Pl Hiicre Populasyonunun Karakteri
Q1 (UL) + - Erken Apoptoz
Q2 (UR) + + Geg Apoptoz
Q3 (LL) - _ Canl1 Hiicre
Q4 (LR) - + Olii Hiicre
g Kontroit
=3
84
m -
g g_ﬁ Q Q2
>3
€
3
o
o1 i%
- 2 54 Q" %
O -

L SEL Dm D % FPUEEJER of W7 PRLEEL SRS D4 FR (¥ 0RO o /s |

800 1000

400 600
Propidium lodide (Pl) PE

Sekil 3.2. APC Annexin-V ve Propidium lodide (PI) PE grafiginde hiicre Q populasyonlar; Q1 (UL),
Q2 (UR), Q3 (LL), Q4 (LR) (Biolegend, 2022).

Florasan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak, apoptozda hiicrede salindig1 bilinen her hangi

bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi flow sitometri yardimiyla miimkiindiir. Kolay uygulanabilmesi
ve kisa siirede sonu¢ vermesi nedeni ile tercih edilen bir yontemdir. Ayrica nicel olarak sonug
verebilmesi bakimindan klinikte apoptozun tespit edilmesinde bir yontem olarak kullanilmaktadir
(Karabekir, 2017).
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Apoptoz, flow sitometri ile iki sekilde belirlenmektedir. Birinci yontem floresan bir 6zellige
sahip madde olan propidium iyodiir kullanilarak, ikinci yontem ise Annexin-V antikoru kullanilarak

yapilmaktadir.
3.5.1 APC Annexin-V /Pl Boyama

Apoptoz tespiti i¢in asagida verilen islem sirast takip edilmistir. Deneyde her grup igin 3
tekrar yapildi. Deneyler i¢in her dozdan iki adet 25 cm®lik flasklara hiicre ekimi yapildi deney igin
hiicreler ¢ogaltildi. Flaskta konfluent duruma gelen hiicreler alinarak 6 well plate kuyucuklara 3
tekrarlt olacak sekilde 24 saat onceden hiicrelerin ekimi yapildi, well plate kuyucuk tabanina
hiicrelerin yapigmast i¢in beklendi. 24 saat sonra Danusertib 0,3 uM’lik dozu, Viteksin’in 1 pM’lik
dozu ve Danusertib ile Viteksin aym1 doz degerleri kullanilarak kombin doz konsantrasyonlari
hazirlanarak hiicrelere bu dozlar uygulandi, deneyde kontrol olarak belirlenen grup ise sadece medium
ile beslendi. Hiicrelere doz uygulamasi yapildiktan sonra 48. saatteki etkiyi 6l¢mek i¢in hiicreler 48

saaat inkiibasyon i¢in inkiibatorde bekletildi.

Hiicrelerin 48 saat inkiibasyonda bekletilme siiresinden sonra hiicrelerin iizerindeki eski
medium igesindeki 6lmiis hiicre gruplar1 ve atiklar medium atilarak uzaklastirildi. Kalan canli hiicreler
3 mL DPBS ile ii¢ kez yikandi. Son ii¢lincii yikamada kullanilan DPBS cekilip uzaklastirildiktan sonra
hiicrelerin bulundugu 6 well plate kuyucuklarina tripsinizasyon islemi i¢in 0.5 mL tripsin ilave edildi
ve 5 dakika 37C’de inkiibe edildi. Tripsinizasyon iglemi ile kaldirilan hiicrelerin iizerine tripsinin
inaktivasyonunu saglamak igin 2-3 mL kadar FBS katkili komplet medium eklendi ve hiicre
siispansiyonu 15 mL’lik falkon tiipe alindi, hiicreler nazikge resiispanse edildikten sonra sayim islemi
icin 10 pl kadar pipet ile alinarak ependorfa aktarildi ve 10 pl tripan blue iizerine ilave edilerek Cedex

XS cihazinda hiicre sayimlari yapildi.

Deneyin sonraki asamalari kit protokoliine uygun yapilmistir. Danusertib (0,3uM) ve Viteksin
(1 uM) dozlar1 uygulanan hiicreler 48. saatin sonunda tripsinizasyon ile toplanip sayim igin 10 pL
ornek alindiktan sonra tstte kalan mediumlu siipernatan kismu da uzaklastirildi. Pelet olarak falkonda
kalan hiicreler sonra iki kez soguk 2 mL PBS ile 500 g’de santrifiilenerek yikandi kalan medium
kalintilar da uzaklastirildi. Hiicrelerin {izerine 100 pL’de 200.000 hiicre olacak sekilde Buffer Binding
ile restispanse edildi. Seyreltilen 1 mL 6rnekten 100 pL alinarak 50 ml’lik facs tiiplerine aktarildi.
Facs tiiplerine alman 100 pL drnek iizerine 5 pL Annexin-V ve ardindan 10 pL PI eklendi. Ornekler
boyalar eklendikten oda sicakliginda sonra 15 dakika 151k gormeyecek sekilde karanlikta inkiibe edildi.
En son tizerlerine 500 puL’ye tamamlamak i¢in 400 pL Binding buffer eklendi. Bu islemden sonra
ornekler bir saat icinde flow sitometri cihazinda (FACSCalibur, Becton Dickonson, CA, USA)

CellQuest Pro programu kullanilarak 6rnekler 3 tekrarli olacak sekilde okutuldu.
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3.6. MCF-7 Hiicrelerinde Apoptoz Yolag ve Metastaz Yolag ile Iliskili Genlerin Ekspresyon
Diizeylerinin qRT-PCR ile Analizi

Gen ekspresyonu gRT-PCR metodu ile B- Actin, AURK-B, Apoptotik kaspazlarin (Kaspaz-3,
Kaspaz-8, Kaspaz-9) ve VEGF gen ekspresyon seviyelerine bakilmistir. B- Actin geni kontrol geni
olarak kullanildi diger genler ise bu gen kullanilarak normalize edildi. AURK-B geninin ekspresyon
seviyesine bakilarak Danusertib ve Viteksinin hiicre yasam dongiisiinde etkisinin olup olmadig,
Kaspazlarin (kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9) gen ekspresyon seviyelerine bakilarak Danusertib ve
Viteksinin apoptozun hangi sinyal yolagindan etki, VEGF gen ekspresyon seviyesine bakilarak
Danusertib ve Viteksinin metastazda hiicre migrasyonunda etkisinin olup olmadig: tespit edilmeye
caligildi. Calismanin bu asamasinda kontrol grubu, Danusertib (0.3 uM) grubu, Viteksin (1 puM)
grubu, Danusertib (0.3 uM)-Viteksin (1 uM) birlikte uygulandigi grup olarak 4 deney grubu
kullanildi. Deney diizeni i¢inde olusturulan her grup ii¢ tekrarli olacak sekilde deney diizeni tasarlandi.

Deney gruplari ve RT-PCR asamasinda galisilacak genler asagidaki Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Apoptoz i¢ ve dis yolaginda gorev alan - Actin, AURK-B Kaspaz-3, -8 ve -9, VEGF gen
ifade diizeylerini belirlemek i¢in diizenlenen qRT-PCR Well plate diizeni ( n= 3 tekrarlr).

Gen | B- Actin | AURK-B | Kaspaz3 | Kaspaz8 | Kaspaz9 | VEGF
Gruplar

Grup 1 | Kontrol

Grup 2 | Danusertib (0.3 uM)
Grup 3 | Viteksin (1 uM) 48. saat
Grup 4 | Danusertib (0.3 pM) n=3 tekrarl
+ Viteksin (1 uM)

3.6.1. RNA izolasyon Asamasi, cDNA Sentez Asamasi, RT-PCR Asamasi

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve gRt-PCR yontemleri ile apoptotik genlerin ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesinde; High Pure RNA izolasyon Kit ( Roche Cat. No: 1828665), High
Capasity cDNA Reverse Transcription Kit (Appliedbiosystems-by Thermo Fisher Scientific)
kullanildi. Gen expresyonunda B-Actin, AURK-B, VEGF, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen
primerleri kullanilmustir. B-Actin geni Housekeeping gendir ve bu ¢alismada kullanilan diger genler -

Actin geni ile normalize edildi.
3.6.1.1. RNA izolasyon Asamasi

MCF-7 hiicreleri kiiltlire alinarak bir hafta boyunca ¢ogaltildi. Hiicreler yeterli sayida
¢ogaldiktan sonra flasklardaki hiicreler tripsinizasyon islemi ile toplandi ve santrifiijlenerek lstte kalan
stipernatan kismi atildi. Cedex XS cihazinda hiicrelerin sayimlar1 yapildi. Sayimlari yapilan hiicreler 6

well plate kuyucuklarma 10° hiicre olacak sekilde ekildi. Well plate kuyucuklarina ekilen hiicrelerin
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tutunmasi i¢in 24 saat inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Hiicreler 24 saat sonunda tutunduktan sonra
eski medium uzaklastirildi ve Danusertib (0,3 uM) ve Viteksine (1 pM) ait dozlar kullanilarak
hazirlanmis medium uygulandi. Medium uygulamasindan sonra hiicreler iizerinde Danusertib ve
Viteksin’in etkisini 6lgmek amaci ile hiicreler 48 saat inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin
48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra 6 well plate kuyucuklarindaki eski medium uzaklastirildi, her
well plate kuyucuklarin 0,5 pL tripsin eklenerek 5 dakika etiivde hiicreler bekletildi. Bekleme
stiresinden sonra tripsini inaktive etmek i¢in FBS katkili komplet medium 1-2 mL olacak eklendi.
Well plate kuyucuklarindaki hiicreler toplanarak 15 mL’lik falkon tiiplere alindi. Falkon tiiplere alinan
hiicre slispansiyonu 5 dakika santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatan kismi uzaklastirildi.
Falkon tiiplin dibinde kalan hiicre peleti lizerine 200 uL. DPBS eklenerek ve hiicre 6rnekleri RNA

izolasyon islemine hazir hale getirildi.

RNA izolasyon asamasi High Pure RNA izolasyon kit protokoliine uygun olarak yapildi.
Hazirlanmis hiicre 6rnekleri RNA izolasyon kitindeki Lysis Binding Buffer her 6rnek i¢in 200 pl
olacak sekilde ilave edildi. Resiispanse edilerek kopiirtiildii. Ornek RNA izolasyon kolonuna
aktarilarak alindi. Ornek sonra 15 saniye kadar 13500 rpm’de santrifiij edildi. Toplama tiipiine gegen
sivi kisim bosaltilarak uzaklastirildi. Kolona 90 ul DNase Incubation Buffer ve 10 ul DNase eklendi.
Ornekler 15 dk 25°C’de inkiibe edildi. Kolona 500 pl Wash Buffer I eklenir. 30 sn 13500 rpm’de
santriflij edildi. Santrifiij isleminden sonra toplama tiipiine gegen sivi kisim atildi. Kolona 200 pl Wash
Buffer 1l eklendi. 2 dk 14500 rpm’de santrifiij edildikten sonra toplama tiipleri atildi. RNA tutan
kolonlar 2 mI’lik eppendorf tiiplerine yerlestirildi. 75 ul Elution Buffer eklenir. 75 sn 13500 rpm’de
santrifiij edildi. Eppendorf tiiplerine transfer edilen RNA orneklerinde 4 pL farkli ependorf tiiplerine
alimarak buz igeren bir tasima kutusunda NanoQ cihazinda RNA kalitesini belirlemek i¢in ornekler
tasindi. RNA Kalitesinin 260 nm/280 nm’de 1,7-2,0 kalitede olmasi beklenir. RNA kalite 6l¢timiinden
elde edilen veriler Tablo 4.4’de verilmistir. RNA’lar cDNA sentezi i¢in hemen kullanilabilir veya
RNA’lar —80°C’de saklamip cDNA sentezi i¢in sonra da kullanilabilir.

3.6.1.2. cDNA Sentez Asamasi

cDNA sentezi High Capasity cDNA Reverse Transcription Kit protokoliine uygun yapildi. Bu
agsamada bir onceki RNA izolasyon asamasi sonunda elde edilen RNA &rnekleri kullanilarak cDNA
sentezi yapildi. Kullanima baglamadan 6nce derin dondurucudan alinan biitiin reaktif ve RNA
numuneleri oda sicakliginda ¢éziinmeye birakildi. Protokole gore islemlere baglamadan once erimis
numune ve reaktif kisa bir spin yapildi. Biitin reaktif ve RNA numuneleri buz iizerinde muhafaza
edildi. Her numune i¢in ayr1 ayr1 0.2 uM’lik PCR tiipleri kullanildi. cDNA sentezi i¢in hazirlanan mix

miktar1 ve kullanilan RNA miktarlar1 Tablo 3.5’de verilmistir.

28



Hediye KILIC, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Tablo 3.5. MCF-7 hiicrelerinin ¢cDNA sentezi i¢in hazirlanan mix miktarlar1 ve eklenen RNA

miktarlari.
10X RT Buffer 2 uL
25X dNTP mix (100 mM) 0.8 uL
10X RT Random Primer 2L
MultiScribe Reverse Transcriptase 1uL
Nuclease- free H,O 7.2uL
Total RNA 7 uL
Total hacim 20 pL

Termalcycler protokoliinde kullanilan sicaklik ve dakika degerleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Termalcycler protokoliinde kullanilan derece ve dakika degerleri.

25°C 10 Dakika
37°C 120 Dakika
85°C 5 Saniye
4°C 1 Dakika

3.6.1.3. RT-PCR Asamasi

RT-PCR asamasi i¢in gerekli olan reaksiyon karigimi protokole uygun hazirlandi ve reaksiyon

karigiminda kullanilan miktarlar Tablo 3.7°de verilmistir

Tablo 3.7. RT-PCR asamasinda kullanilan reaksiyon karisimindaki madde miktarlari.

PCR Bilesenleri 20 pLL
Water PCR Grade 5uL
Master Mix 10 uL
Reverse primer 1uL
cDNA 3uL

Multiwell plate icerisine her bir 6rnek i¢in 17 pL karisim ve karigimin lizerine 3 uL ¢cDNA eklendi

ardindan cihaza ytikleme yapildi. PCR kosullar1 Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8. PCR kosullari.

PCR asamalari Hedef Is1 (°C) Bekleme siiresi (sn)
Pre Inkiibasyon 95 600
95 10
Amplifikasyon (45 Dongii) 60 10
72 10
95 10
Melting 65 60
97 1
Soguma 40 30

3.7. MCF-7 Hiicrelerinin Metastazinda Wound Healing Metodu ile Migrasyon Analizi

Metastaz ve migrasyon analizi i¢gin Wound Healing (yara iyilesmesi) metodu kullanildi.
Wound Healing metodu ve protokolii asagida verilmistir. Calismanin bu asamast Wound Healing

metodunun protokoliine uygun yapildi.
3.7.1. Wound Healing Protokol

Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan MCF-7 hiicreleri 12 well plate plan1 deney plam Sekil 3.3’deki
gibi diizenlendi ve Sekil 3.4°de goriildiigii gibi her kuyucuga 5.10° hiicre ekildi. Deney planinda 4
grup kullanildi (1. Konrol grubu, 2. Danusertib grubu, 3. Viteksin grubu ve 4. Danusertib + Viteksin
grubu) ve her grup i¢in 3 tekrarh olacak sekilde yapildi. Well plate ekilen hiicrelerin tabana yapismasi
icin 24 saat veya daha fazla etiivde inkiibasyon igin beklendi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki
mediumlar alinip uzaklastirildiktan sonra, well plate kuyucuklarindaki hiicreler tizerine hizlica 1 mL
PBS eklendi. 200uL pipet ucuyla birbirine paralel diiz gizgiler seklinde yaralar (gizgi) acildi, bu
islemin ardindan soguk DPBS ile 3 defa yikanip kalkan hiicreler ortamdan uzaklastirildi. Pipet ucu ile
yara agilan bolgede kalkan hiicreler uzaklagtirildiktan sonra medium ile hazirlanmis ilag dozlar
kuyucuklardaki hiicrelerin tizerine eklendi. Danusertib ve Viteksin uygulanan hiicrelerin karakterine,
doubling zamanina ve yaranin kapanma durumuna gore 0., 24., 48. saatlerde hiicrelerin durumunu
gosteren fotograflari inverted mikroskop kamerasi ile ¢ekildi. Yara kapanmasi gozlenen hiicre gruplari

kontrol grubuyla ve kendi aralarinda karsilastirildi.
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Danusertib ICso
Danusertib ICso +
Viteksin ICso
Danusertib ICso
B Kontrol Danusertib ICso i
Viteksin ICso
Danusertib ICso
c Kontrol Danusertib ICso +
Viteksin ICso

Sekil 3.4. Woung Healing deney gruplari ve well plate kuyucuklarina hiicre ekimi.
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3.8. Verilerin istatistiksel Analizi

Bu ¢alismada deney setleri en az 3 tekrarli olarak yapildi. Tiim deneysel veriler ortalama +
standart Sapma (£SD) olarak sunulmustur. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Student t testleri,
uygun sekilde istatistiksel anlamliligr degerlendirmek i¢in yapildi. Bagimsiz iki grup oranlarini
karsilastirmak icin iki oran z test, Ortalamalarini karsilastirmak i¢in Student’s t test, ikiden fazla
bagimsiz grup ortalamalar1 karsilastirmak icin de One Way ANOVA test istatistigi kullanilmistir.
ANOVA ile faklilik tespiti halinde Post Hoc test olarak Turkey istatistigi ile degerlendirilmistir. P <
0.05, istatistiksel olarak anlaml1 bir farki belirtmek i¢in kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Doktora tez ¢aligmasi olarak yiiriitiilen bu bilimsel arastirma projesi, Mersin Universitesi Ileri
Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM)’inde vyiiriitiilmiistiir. Bu bilimsel
aragtirma projesi, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan BAP-

2019-2-TP3-3609 numarali TP3-Doktora Tez Projesi olarak desteklenmistir.

4.1.1 MCF-7 Hiicrelerinde Danusertib’in ve Viteksin’in ICs, Sitotoksik Doz Degerinin WST-8

Test Kiti ile Belirlenme Degerlendirmesi

Danusertib ve Viteksinin secilen bes farli doz degeri 8 tekrarl olacak sekilde uygulanarak 24.,
48. ve 72. saatte sitotoksik etkisine bakildi. Deney gruplari olarak kontrol grubu, Danusertib doz
grubu, Viteksin doz grubu ve Danusertib-Viteksin birlikte doz grubu olacak sekilde 4 grup
olusturularak uygulandi. Deney well platede 8 tekrarli WSTS test Kiti kullanilarak yapild.

Danusertibin ve Viteksinin sitotoksik dozunun belirlenmesinde deneylerden elde edilen veriler
uygulanan Danusertib ve Viteksin dozlarinin absorbans degerleri Elisa readerda 6l¢iildii. Danusertib’in
ve Viteksin’in Sitotoksisik 1Csy degerlerini belirlemek icin yapilan deneylerin sonucunda elde edilen

doz—absorbans verileri grafik seklinde Tablo 4.1, Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Danusertib 24, 48 ve 72. saat doz- absorbans grafikleri.

4,00 —Danusertib Doz-Absorbans Grafigi

3,50

3,00

2,50 I

W 24. saat
2,00

M 48. saat
1,50

Absorbans

72. saat
1,00

» Bz e ol -
0,00 '—n_ T T |- T T

Blank Kontrol 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.D0z
Konsantrasyon (uM)
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Tablo 4.2. Viteksin 24, 48 ve 72. saat doz -absorbans grafikleri.

Viteksin Doz-Absorbans Grafigi

4,00

3,50

3,00 T

2,50 I

2,00 |

1,50 - T IIT -
1,00 - *

0,50 -

0,00 | Bl—. . . . .

Blank Kontrol 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.D0z
Konsantrasyon (1M)

W 24. saat

Absorbans

I
— W48, saat

_ m72.saat

MCF-7 hiicreleri iizerinde Danusertib’in ve Viteksin’in sitotoksik I1Csy degerini hesaplamak igin elde
edilen absorbans degerleri kullanild1 ve ICso degerleri hesaplandi. Danusertib i¢in 24. saat ICsy degeri
3.09 uM, Viteksin icin 24.saat ICsy degeri 9,18 uM olarak belirlenmistir. Danusertib icin 48. saat ICs
degeri 3.27 uM, Viteksin icin 48. saat ICsy degeri 10,02 pM olarak belirlenmistir. Danusertib i¢in 72.
saat ICsp degeri 2,77 pM, Viteksin i¢in 72. Saat ICsq degeri 5,43 uM olarak belirlenmistir.

4.1.2. MCF-7 Hiicresinde Apoptozun APC Annexin-V/ Pl Boyama ile Flow Sitometrik Analizi

MCF-7 meme kanseri hiicresinde Danusertibin ve Viteksinin segilen sitotoksik doz
degerlerinin apoptoz yolagindaki etkisini belirlemek i¢in immiinhistokimyasal yontem olan APC
Annexin-V/Pl boyama metodu ile flow sitometrik analizi yapildi. MCF-7 hiicrelerinde doz/zaman
bagimli Danusertib, Viteksin ayr1 ayr1 ve Danusertib-Viteksin birlikte apoptotik etkisi APC Annexin-
V kitinin protokoliine uygun olarak APC Annexin-V kullanilarak boyama sonrasi dl¢iildii. Calismanin
bu asamasinda Danusertib ve Viteksinin ICsy doz degerlerini belirlemek igin yapilan sitotoksisite
deneyleri sonucunda bulunan sitotoksik 1Csy doz degerleri kullanilarak apoptoz deneyleri yapilmistir
fakat Danusertib 1Csy ve Viteksin ICsy doz degerleri kullanildiginda Danusertib hiicrelerin %50 ‘ni
oldiirdiiginden dolay1 hiicrelerin canliliginin korunarak Danusertibin ve Viteksin’in MCF-7 hiicreleri
iizerinde apoptotik etkisi i¢in appoptoz analizi yapildiginda canlilik degerleri ¢ok diisiik ¢cikmistir bu
nedenle yeni deney gruplar tasarlanirken kullanilan doz degerleri bulunan Danusertib ICsy Ve Viteksin
ICsy doz degerlerinin onda biri bir deger olarak literatiir arastirmalar1 da dikkate alinarak Danusertib
icin 0.3 uM, Viteksin i¢in ise doz degeri 1 uM olarak se¢ilmis yeni doz degerleri deney gruplarinda
kullanilmistir. Deneyler ti¢ tekrarli yapilmistir. Apoptoz deney seti liglii tekrar verilerinin Sekil 4.1-

Sekil4.12’deki verilerden alinmustir. Bu verilerin ortalamalar1 ve £Standart Deviasyon (=SD)’nu ve P
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degerleri hesaplanarak analiz sonuglar1 Tablo 4.3’de sunulmustur. P degerlerini hesaplamak igin deney
gruplan ikili gruplar seklinde kiyaslanmustir. Ikili kiyaslama yapilirken gruplar; Kontrol/Danusertib
(K/D), Kontrol/Viteksin (K/V), Kontrol/Danusertib+Viteksin kombin (K/D+V), Danusertib/Viteksin
(D/V), Danusetib/ Danusertib+Viteksin kombin (D/D+V), Viteksin/Danusertib+Viteksin kombin
(VID+V) gruplan olacak sekilde hesaplamalar yapilmistir. Tablo 4.3’deki akim sitometrik deney

verileri sekil 4.1- 4.12°den alimmustir.

Tablo 4.3. MCF-7 Hiicresinde 48. Saat Danusertib (0,3 uM) ve Viteksin (1 uM) doz degerlerinin 3
tekrarli deney gruplarindaki apoptoz verilerinin ortalamalari. Verilerin istatistik analiz ile hesaplanan

+SD ve P degerleri.

Kadran | Populasyon Karakteri Populasyon Yiizde (%) Degerleri
Kontrol Danusertib | Viteksin Kombin
Q1 | Erken apoptotik Hiicreler 0.70+ 0,07 | 3.15+0,96 2.24+0,59 3.07+0,37
g Q2 | Geg apoptotik Hiicreler 0.34+0,07 1.23+0,43 0.96+0,37 0.74+0,42
C_é Q3 | Canl1 Hiicreler 90.34+1,13 | 85.99+7,71 | 82.97+2,32 | 88.97+5,17
© Q4 | Nekrotik Hiicreler 8.61+1,07 | 15.10+7,99 | 13.82+1,75 | 7.22+4,95
Populasyon Karakteri P Degeri Istatistiksel Analiz Sonucu
Erken apoptotik Hiicreler 1. Pkp<0.05  2.Pgyv <0.05, 3. Pxip+v < 0.05,
4. Ppny<0.05 5. Ppp+>0.05 6.Pypw<0.05
P Degeri | Geg Apoptotik Hiicreler 1. Pxp >0.05, 2. Py > 0.05, 3. Pwpsy > 0.05,
4. Ppny>0.05, 5. Pppsv>0.05  6.Pypw>0.05
Canl1 Hiicreler 1. Pxpp >0.05, 2.Pgy>0.05, 3. Pxip+v > 0.05,
4. Ppny>0.05, 5. Ppp+wv>0.05,  6.Pypw>0.05
Nekrotik Hiicreler 1. Pxp>0.05, 2.Pky>0.05, 3. Pxipsyv > 0.05,
4. Ppy>0.05 5. Pppw>0.05  6.Pyps>0.05

MCEF-7 hiicreleri {izerinde Danusertib’in (0.3 pM) ve Viteksin’in (1 pM) apoptotik etkisinin
incelenmesi i¢in yapilan deney gruplarinda; kontrol grubunda erken apoptoza (Q1) ugrayan hiicreler
0.70, ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler (Q2) 0.34, canlt hiicre orani (Q3) 90.34, Nekrotik hiicre orani
(Q4) ise 8.61°dir. Danusertib uygulanan hiicre gruplarinda erken apoptoza ugrayan hiicreler (Q1) 3.15,
gec apoptoza ugrayan hiicreler (Q2) 1.23, canli hiicre sayisi (Q3) 85.99, Nekrotik hiicre oran1 (Q4) ise
15.10’dur. Viteksin uygulanan hiicre gruplarinda erken apoptoza ugrayan hiicreler (Q1) 2.24, ge¢
apoptoza ugrayan hiicreler (Q2) 0.96, canli hiicre sayis1 (Q3) 82.97, nekrotik hiicre oran1 (Q4) ise
13.82°dir. Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandigi deney gruplarinda erken apoptoza ugrayan
hiicreler (Q1) 3.07, ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler (Q2) 0.74, canli hiicre sayist (Q3) 88.97, nekrotik
hiicre oran1 (Q4) ise 7.22°dir.
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Sekil 4.1. Kontroll deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler. (A)
SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar;; (C) PI boyasmin, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin -V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.2. Kontrol2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler. (A)
SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar;; (C) PI boyasmin, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin -V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.3. Kontrol3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler. (A)
SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar;; (C) PI boyasmin, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.4. Danusertibl.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler.
(A) SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar;; (C) PI boyasinin, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.5. Danusertibl.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler.
(A) SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlari; (C) PI boyasmmn, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.6. Danusertibl.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler.
(A) SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapist alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-Vve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlari; (C) PI boyasmmn, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.7. Viteksinl.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler. (A)
SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlari; (C) PI boyasmn, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin -V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.8. Viteksinl.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler. (A)
SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar;; (C) PI boyasmin, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin -V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.9. Viteksinl.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan grafikler. (A)
SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC Annexin-V ve
Propidium Iodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar;; (C) PI boyasmin, PE filtresinde
olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin -V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu histogram
grafigi.
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Sekil 4.10. Danusertib-Viteksinl.1 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan

grafikler.

(A) SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC

Annexin-V ve Propidium lodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlari; (C) PI boyasinin, PE

filtresinde olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu

histogram grafigi.
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Sekil 4.11. Danusertib-Viteksinl.2 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan
grafikler. (A) SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC
Annexin-V ve Propidium lodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlar; (C) PI boyasinin, PE
filtresinde olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu
histogram grafigi.
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Sekil 4.12. Danusertib-Viteksinl.3 deney grubunda 48. saat flow sitometri ile analiz sonucu olusan
grafikler. (A) SSC-H ve FSC-H grafiginde R1 kapisi alinan hiicre popiilasyon grafigi; (B) APC
Annexin-V ve Propidium lodide (PE) grafiginde hiicre Q popiilasyonlari; (C) PI boyasinin, PE

filtresinde olusturdugu histogram grafigi. (D) APC Annexin-V boyasinin, APC filtresinde olusturdugu

histogram grafigi.
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4.1.3. MCF-7 Hiicrelerinde Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin gRT-PCR ile Analizi

Gen expresyonu, MCF-7 hiicrelerinde Apoptoz baglantili gen ifade diizeylerinin belirlenmesi
MCF-7 hiicrelerinden elde edilen total-RNA’lardan cDNA’lar ¢aligmanin materyal ve metod kisminda
verilen protokol islem sirasina gore sentezlenmistir. Gen ifade diizeyleri ACTB geni ile normalizasyon
saglanarak o6lgiim yapilmistir.

RNA izolasyon protokoliindeki islem sirasina uygun olarak izole edilen RNA’larin kalitesi
NanoQ cihazinda NanoDrop2000 Software programi ile dl¢lim yapilarak belirlendi. RNA kalitesi 1,7-
2,0 araliginda olan total RNA’lar isleme alindi. Ol¢iim sonucu elde edilen veriler asagidaki Tablo 4. 4’
de verilmistir.

Tablo 4.4. MCF-7 hiicrelerinin RNA izolasyonu sonrasinda NanoQ cihaz ile total RNA kalitesi ve

miktar 6lglimii (48.saat).

Gruplar Ornek 260/280 nm Konsantrasyon ng/ul
Blank (Kor) RNA -2,3 -0,10
Kontrol RNA 2,1 157,3
Danusertib RNA 2,0 35,70
Viteksin RNA 1,9 34,10
Danu + Vitex RNA 2,1 19,20

gRT-PCR metodu kullanilarak hiicrede expresyon seviyelerine bakilan B-Actin (ACTB),
Kaspaz -3, -8, -9 ( Casp3, -8, -9) , AURK-B, VEGF genlerine ait ACT, AACT, 2"**“T degerleri her gen
icin tablo seklinde verilmistir. Her gen icin deneylerin {iglii tekrarlarindan elde edilen verilerin
ortalamalar1 alinarak tablolar seklinde verilmistir. Her genin Floresan 1s1ma grafigi, Erime egrileri ve
Erime pikleri de tablo bilgilerinin sonunda verilmistir.

ACTB geni housekeeping bir gen olarak kontrol amaci ile kullanilmistir. Diger genler ACTB
geni kullanilarak normalize edilmistir. B-Actin geninin floresan 1s1ma grafigi Sekil 4.13’de, erime

egrileri Sekil 4.14°de ve erime pikleri Sekil 4.15’de sirasiyla verilmistir.
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Sekil 4.13. ACTB gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 151ma grafigi.
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Sekil 4.14. ACTB gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi.
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Sekil 4.15. ACTB gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri.
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4.1.4. MCF-7 Hiicrelerinde Apoptoz iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin gqRT-PCR ile
Analizi

gRT-PCR metodu kullanilarak MCF-7 hiicresinde 48. saatte expresyon seviyelerine bakilan [3-
Actin, Kaspaz-3 (Casp3) genine ait ACT, AACT, 2**“T degerleri karsilagtirmali olarak tablo seklinde
verilmistir. Deneylerin iglii tekrarlarindan elde verilerin ortalamalari alinarak £SD hesaplanmustir.
Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P degerleri hesaplanarak tablonun alt satirinda olacak sekilde
Tablo 4.5°de veriler sunulmustur. Kaspaz-3 (Casp3) geninin floresan 1sima grafigi Sekil 4.16°da,
erime egrisi Sekil 4.17°de ve erime piki Sekil 4.18’de tablo bilgilerinin sonunda sirasiyla verilmistir.

Tablo 4.5. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve CASP3 gen ekspresyonu verileri, = SD ve P degerleri.

Gruplar ACTB CASP3 ACT AACT et

Kontrol 22,70 26,14 3,12 0 1

Danusertib 26,34 35,77 9,44 6,31 0,0126=+0,0015
Viteksin 19,26 35,68 16,42 13,30 0,0002+0,0003
Danu + Vitex | 27,79 40,00 12,21 9,08 0,0019+0,00005

ACTB- CASP3 gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonu¢lar:

Karsilastirilan Ikili Gruplar P Degeri Istatistiksel Analiz Sonucu
Kontrol/Danusertib P o <0,0001
Kontrol/Viteksin P xnv <0,0001

P Degeri Kontrol/Danusertib+Viteksin P o+ <0,0001
Danusertib/Viteksin Ponv <0,0001

Danusertib/Danusertib+Viteksin | P ppwy: 0,0007
Viteksin/Danusertib+Viteksin P vio+v <0,0001

Apoptoz iliskili Kaspaz-3 gen ifadesinin Tablo 4.5°de verilen qRT-PCR sonuglari 247
degerlerine gore 48.saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (0,0126) kontrol grubu olan ACTB
genine (1) gore 0.98 kat azalma, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,0002) ACTB genine (1) gore
0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandigi deney grubunda (0,0019) ACTB genine
(1) gore 0.99 kat azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Casp3 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1s1ma grafigi.
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Sekil 4.17. Casp3 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi.
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Sekil 4.18. Casp3 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri
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gRT-PCR metodu kullanilarak MCF-7 hiicresinde 48. Saatte expresyon seviyelerine bakilan [3-
Actin, Kaspaz-8 (Casp8) genine ait ACT, AACT, 2**“T degerleri karsilastirmali olarak tablo seklinde
verilmistir. Deneylerin tglii tekrarlarindan elde verilerin ortalamalar1 alinarak £SD hesaplanmuistir.
Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P degerleri hesaplanarak tablonun alt satirinda olacak sekilde
Tablo 4.6°da veriler sunulmustur. Kaspaz-8 geninin floresan 1s1ma grafigi Sekil 4.19°da, erime egrisi
Sekil 4.20°de ve erime piki Sekil 4.21°de tablo bilgilerinin sonunda sirasiyla verilmistir.

Tablo 4.6. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve CASP8 gen ekspresyonu verileri,+= SD ve P degerleri.

Gruplar ACTB CASPS8 ACT AACT 2Met
Kontrol 22,70 37,43 14,74 0 1
Danusertib 26,34 40,00 13,66 -1,07 2,31234+0,8828
Viteksin 19,26 35,40 16,14 1,40 0,4767+0,4111
Danu + Vitex | 27,79 40,00 12,21 -2,53 5,8876+1,3696
ACTB- CASP8 gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuclari
Karsilastirilan Ikili Gruplar P Degeri Istatistiksel Analiz Sonucu
Kontrol/Danusertib P wp: 0,06
Kontrol/Viteksin P «n: 0,09
P Degeri Kontrol/Danusertib+Viteksin P «o+v: 0,003
Danusertib/Viteksin P on: 0,03

Danusertib/Danusertib+Viteksin | P pp+yv: 0,02

Viteksin/Danusertib+Viteksin P vipsv: 0,0003

Apoptoz iliskili Kaspaz-8 gen ifadesinin Tablo 4.6°da verilen qRT-PCR sonuglar1 2"
degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (2,3123) ) kontrol grubu olan ACTB
genine (1) gore 2.31 kat artis, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,4767) ACTB genine (1) gore
0,52 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandigi deney grubunda (5,8876) ACTB genine
(1) gore 5,88 Kkat artis goriilmektedir.
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Sekil 4.19. Casp8 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1s1ma grafigi.
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Sekil 4.20. Casp8 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi.
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Sekil 4.21. Casp8 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri.
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gRT-PCR metodu kullanilarak MCF-7 hiicresinde 48. saatte expresyon seviyelerine bakilan [3-
Actin, Kaspaz-9 (Casp9) genine ait ACT, AACT, 2**“T degerleri karsilagtirmali olarak tablo seklinde
verilmistir. Deneylerin tglii tekrarlarindan elde verilerin ortalamalar1 alinarak £SD hesaplanmuistir.
Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P degerleri hesaplanarak tablonun alt satirinda olacak sekilde
Tablo 4.7°de veriler sunulmustur. Kaspaz-9 geninin floresan 1s1ma grafigi Sekil 4.22°de, erime egrisi
sekil 4.23°de ve erime piki Sekil 4.24’de tablo bilgilerinin sonunda sirasiyla verilmistir.

Tablo 4.7. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve CASP9 gen ekspresyonu verileri, = SD ve P degerleri.

Gruplar ACTB CASP9 ACT AACT 2act
Kontrol 22,70 22,57 -0,12 0 1
Danusertib 26,34 29,29 2,95 3,07 0,1355+0,0889
Viteksin 19,26 29,56 10,30 10,42 0,0011+0,0012
Danu + Vitex | 27,79 31,08 3,29 3,41 0,0966-+0,0276
ACTB- CASP9 gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuc¢lari
Karsilastirilan Ikili Gruplar P Degeri Istatistiksel Analiz Sonucu
Kontrol/Danusertib P «xp< 0,001
Kontrol/Viteksin P «nv < 0,0001
P Degeri Kontrol/Danusertib+Viteksin P wp+v < 0,0001
Danusertib/Viteksin P on: 0,06

Danusertib/Danusertib+Viteksin | P pp+yv: 0,51

Viteksin/Danusertib+Viteksin P vio+v: 0,0004

Apoptoz iliskili Kaspaz-9 gen ifadesinin Tablo 4.7°de verilen qRT-PCR sonuglari 24"
degerlerine gore 48.saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (0,1355) kontrol grubu olan ACTB
genine (1) gore 0.86 kat azalma, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,0011) ACTB genine (1) gore
0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandigi deney grubunda (0,0966) ACTB genine
(1) gore 0.90 kat azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Casp9 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1s1ma grafigi.
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Sekil 4.23. Casp9 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi.
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Sekil 4.24. Casp9 gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri.
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4.1.5. MCF-7 Hiicrelerinde Metastaz Tliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin qRT-PCR ile
Analizi

gRT-PCR metodu kullanilarak MCF-7 hiicresinde 48. saatte expresyon seviyelerine bakilan [3-
Actin, VEGF genine ait ACT, AACT, 2*“T degerleri karsilastirmal1 olarak tablo seklinde verilmistir.
Deneylerin ticlii tekrarlarindan elde verilerin ortalamalar1 alinarak +£SD hesaplanmigtir. Veri setlerinin
istatistiksel analizi ile P degerleri hesaplanarak tablonun alt satirinda olacak sekilde Tablo 4.8’da
veriler sunulmustur. VEGF geninin floresan 1s1ma grafigi Sekil 4.25°de, erime egrisi Sekil 4.26°da ve

erime piki Sekil 4.27°de tablo bilgilerinin sonunda sirasyla verilmistir.

Tablo 4.8. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve VEGF gen ekspresyonu verileri, = SD ve P degerleri.

Gruplar ACTB VEGF ACT AACT et
Kontrol 22,70 20,12 -2,57 0 1
Danusertib 26,34 20,69 -5,64 -3,07 9,3641+4,5953
Viteksin 18,44 18,77 0,33 2,90 0,1347+0,01
Danu + Vitex | 27,79 23,48 -4,31 -1,74 3,4920+1,3331
ACTB- VEGF gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuclari
Karsilastirilan Ikili Gruplar P Degeri Istatistiksel Analiz Sonucu
Kontrol/Danusertib P xp: 0,03
Kontrol/Viteksin P v < 0,001
P Degeri Kontrol/Danusertib+Viteksin P kp+v: 0,03
Danusertib/Viteksin P on: 0,02

Danusertib/Danusertib+Viteksin | P pp+yv: 0,1

Viteksin/Danusertib+Viteksin P viowv: 0,001

Metastaz iliskili VEGF gen ifadesinin Tablo 4.8’da verilen gRT-PCR sonuglar1 244"
degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda (9,3643) kontrol grubu olan ACTB
genine (1) gore 9.36 kat artma, Viteksin uygulanan deney grubunda (0,1347) ACTB genine (1) gore
0,86 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandigi deney grubunda (3,4920) ACTB genine
(1) gore 3,49 kat artma gorillmektedir.
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Sekil 4.25. VEGF gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1s1ma grafigi.

Melting Curves

5

66 68 70 72 74 75 78 80 & 84 8 8 90 92 94 9%
Temperature (*C)

Sekil 4.26. VEGF gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi.
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Sekil 4.27. VEGF gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri.
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4.1.6. MCF-7 Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii fliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin qRT-PCR
ile Analizi

gRT-PCR metodu kullanilarak MCF-7 hiicresinde 48. satte expresyon seviyelerine bakilan [3-
Actin, AURK-B genine ait ACT, AACT, QraAcT degerleri karsilagtirmali olarak tablo seklinde
verilmistir. Deneylerin tglii tekrarlarindan elde verilerin ortalamalari alinarak £SD hesaplanmistir.
Veri setlerinin istatistiksel analizi ile P degerleri hesaplanarak tablonun alt satirinda olacak sekilde
Tablo 4.9°da veriler sunulmustur AURK-B geninin floresan 1s1ma grafigi Sekil 4.28’de, erime egrisi
Sekil 4.29°da ve erime piki Sekil 4.30°da tablo bilgilerinin sonunda sirasiyla verilmistir.

Tablo 4.9. MCF-7 hiicrelerinde ACTB ve AURK-B gen ekspresyonu verileri, + SD ve P degerleri.

Gruplar ACTB AURK-B ACT AACT 2aact
Kontrol 22,70 29,77 7,08 0 1
Danusertib 26,34 30,87 4,53 -2,55 6,1390+2,4794
Viteksin 19,26 27,78 8,52 1,44 0,3738+0,0677
Danu + Vitex | 27,79 32,33 4,54 -2,54 5,8808+1,0303
ACTB- AURK-B gen ekspresyonu veri setinin istatistiksel analiz sonuclar
Karsilastirilan Ikili Gruplar P Degeri Istatistiksel Analiz Sonucu
Kontrol/Danusertib P xp: 0,02
Kontrol/Viteksin P xv<0,01
P Degeri Kontrol/Danusertib+Viteksin P wo+v: 0,001
Danusertib/Viteksin P on: 0,02

Danusertib/Danusertib+Viteksin | P ppwyv: 0,88

Viteksin/Danusertib+Viteksin P vip+v: 0,001

Hiicre dongiisii ile iligkili AURK-B gen ifadesinin Tablo 4.9°da verilen gqRT-PCR sonuglari
22T degerlerine gore 48.saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 6.13 kat artma, Viteksin
uygulanan deney grubunda 0,63 kat azalma, Danusertib ve Viteksinin birlikte uygulandigi deney
grubunda 5,88 kat artma goériilmektedir.
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Sekil 4.28. AURK-B gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR floresan 1g1ma grafigi.
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Sekil 4.29. AURK-B gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime egrisi.
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Sekil 4.30. AURK-B gen ifadesinin zamana bagli qRT-PCR erime pikleri.
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4.1.7. Wound Healing Metodu fle MCF-7 Hiicrelerinde Migrasyon Analizi

MCF-7 hiicrelerinde metastaz asamasinda hiicrelerin migrasyonunun incelenmesi igin
¢alismanin materyal ve metod kisminda verilen 3.7.1.’deki Wound Healing metodunun protokol islem
sirasina uygun inceleme yapilmistir. Yapilan Wound Healing deney plani ile hiicreler 0. saat, 24. saat
ve 48. saatlerde mikroskopta goriintiilenmistir. Mikroskopta goriintiilenen resimler 0. saate ait
miroskop goriintiileri Sekil 4.31°de, 24. saate ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.32°de, 48. saate ait
mikroskop goriintiileri Sekil 4.33°de sirali olacak sekilde asagida verilmistir. Wound Healing

deneyinde deney gruplari kontrol gruplariyla ve deney gruplart kendi aralarinda karsilagtirilmstir.

Sekil 4.31.Wound Healing metodu ile MCF-7 hiicrelerinde migrasyon analizi deney gruplarinin 0. saat
mikroskop goriintiileri a-Kontrol grubu, b-Danusertib (0,3 uM), c-Viteksin (1 uM), d-Danusertib +
Viteksin gruplari (x400 biiyiitme).

Wound Healing deneyinden 24. saate ait elde edilen veriler sekil 4.32.”de sunulan mikroskopta
goriintiilenen gorseller seklindedir. Bu gorsellerden de de belirgin sekilde fark edilecegi gibi kontrol
grubu (a) hiicrelerinde yara agilan bolgeyi kapatmak igin hiicre gogleri gézlenmistir. Danusertib doz

degeri uygulanan deney grubunda (b) ise yara agilan bolgede kapanmanin olmadigi gozlenmistir
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bunun yanisira hiicre sayisinda hiicre 6liimlerine bagli azalmalar oldugu tespit edilmistir. Viteksin doz
degeri uygulanan deney grubunda (c) ise yara agilan bdlgede kapanmanin olmadigi ve bu deney
grubundaki hiicre 6liimleri Danusertib doz degeri uygulanan deney grubuna gore daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Danusertib-Viteksin doz degerlerinin birlikte uygulandigi deney grubunda (d) yara
acilan bolgede kapanma olmadigi ve Danusertib uygulanan deney grubuna (b) benzer sekilde hiicre
sayisinda hiicre 6liimlerine bagl olarak canli hiicre sayisinda azalma gdzlenmistir. Hiicre sayisindaki

azalmalara bagl olarak b ve d gorsellerindeki gibi flaskin zemininde yer yer acilmig bolgeler tespit

edilmistir.

m?-. S l_
> WY
c

Sekil 4.32.Wound Healing metodu ile MCF-7 hiicrelerinde migrasyon analizi deney gruplarinin 24.
saat mikroskop gortintiileri a-Kontrol grubu, b-Danusertib (0,3 uM), c-Viteksin (1 uM), d-Danusertib+

Viteksin gruplart (x400 biiylitme).

Wound Healing deneyinden 48. saate ait elde edilen veriler sekil 4.33.’de sunulan mikroskopta
goriintiilenen gorseller seklindedir. Gorsellerde 48. saate ait inceleme sonucu kontrol grubu (a)
hiicrelerinde yara agilan bdolgeyi kapatmak icin hiicre goglerinin 24. saate gore daha yogun
gerceklestigi ve yara bolgesinde daha belirgin sekilde kapanmalar oldugu gézlenmistir. Danusertib doz

degeri uygulanan deney grubunda (b) ise yara agilan bolgede kapanmanin olmadigi gézlenmistir ve
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24. saatteki gorsele gore (b) hiicre Oliimlerine bagli hiicre sayisinda azalmalar tespit edilmistir.
Viteksin doz degeri uygulanan deney grubunda (c) ise yara agilan bolgede kapanmanin olmadigi
gbzlenmistir. 48.saat deney grubundaki Viteksin doz degeri uygulanan deney grubunun (c) hiicre
oliimleri Danusertib doz degeri uygulanan deney grubuna (b) gore daha diisiikk oldugu gozlenmistir.
Deney gruplarinda hem 24. saatte hem de 48. saatte elde edilen verilere gore danusertib doz degeri
hiicre migrasyonunu engellemekten ziyade hiicre sayisinda daha ¢ok azalmaya neden olmaktadir.
Danusertib ve Viteksin doz degerlerinin birlikte uygulandig1 48. saat deney grubunda (d) yara agilan
bolgede kapanma olmadig1 gézlenmistir ve Danusertib uygulanan 24. saat deney grubuna (d) benzer
sekilde hiicre sayisinda hiicre 6liimlerine bagli olarak canli hiicre sayisinda azalma gézlenmistir. Hiicre
sayisindaki azalmalara bagli olarak hem 24. saat b ve d gorsellerinde hem de 48. saat b ve d
gorsellerinde flaskin zemininde yer yer hiicre sayisinin azalmasia bagl acilmis bolgeler tespit

edilmistir.

c - d
Sekil 4.33.Wound Healing metodu ile MCF-7 hiicrelerinde migrasyon analizi deney gruplarinin 48.

saat mikroskop goriintiileri a-Kontrol grubu, b-Danusertib (0,3 uM), c-Viteksin (1 uM), d-Danusertib+
Viteksin gruplari (x400 biiyiitme).
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4.2. Tartisma

Kanser ile ilgili yapilan farkli caligmalarla Danusertibin ve Viteksin’in antikanserojenik
etkileri kanser hiicrelerinde incelenmistir. Bu ¢alismada Danusertibin Viteksin ile birlikte etkisinin
calisgitimamig olmasindan dolayi1 MCF-7 hiicresinde sitotoksik, apoptotik, antimetastatik,
antiproliferatif, gen ekspresyonunu inhibe eden etkisi ilk kez in vitro kosullarda ¢alisilmistir (Yuan
vd.,2015).

Bu tez ¢alismasinda Sitotoksisite doz c¢alismasi 24., 48., ve 72. saatlarde calisilmistir bu
nedenle galisilan tiim zaman siireleri i¢in sitotoksik doz degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmigtir. Danusertib
sitotoksik 1Csy doz degerleri MCF-7 hiicrelerinde 24. saat 1Csy degeri 3.09 uM, Viteksin i¢in 24. saat
ICso degeri 9,18 uM olarak belirlenmistir. Yuan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada insan mide
kanseri hiicrelerinde Danusertib’in sitotoksik 1Csy doz degeri AGS hiicresinde I1Csq 1,45 uM ve NCI-
N78 hiicresinde 1Csy degeri 2,77 pM bulunmustur ve hiicreler bu doz degerlerinde 24 saat
tutuldugunda hiicre canliligi AGS hiicrelerinde %39.5-63; NCI-N78 hiicrelerinde ise %42-76 seklinde
tespit edilmistir (Yuan vd., 2015). Zi ve arkadaslarmin Insan Ovaryum kanseri iizerinde yapilan
calismasinda C13 hiicresinde Danusertib 24. saat sitotoksik 1Csy degeri 10.40 uM ve A2780cp
hiicresinde sitotoksik ICsy 19.89 uM bulunmustur (Zi vd., 2015). Bu tez ¢alismasindaMCF-7 hiicreleri
tizerinde Danusertibin 24. saat 1Csy doz degeri 3.09 uM olarak kullanildiginda MCF-7 hiicresinde
canlilik %10-14 oraninda tespit edilmistir. Danusertib’in bu 3,09 uM doz degerindeki hiicre sag kalim
yiizdesinin diisiik oldugu gozlenmistir. Fakat hiicre canliligi gerektiren apoptotik etki ve metastazda
hiicre migrasyonun incelenmesi i¢in yapilacak c¢alismalarda saglikli sonuglar elde edilemeyebilir.
MCEF-7 hiicresi lizerinde yapilmas1 6ngoriilen ¢alismalarda Danusertib’in ¢alisilacak doz degerleri 0.3
uM’dan daha diisiik segilebilir.

Bu tez ¢alismasinda MCF-7 hiicresi tizerinde Danusertib i¢in 48. saat ICsod0z degeri 3.27 uM,
Viteksin igin 48. saat ICsy degeri 10,02 uM olarak bulunmustur. Zi ve arkadaslarinin Insan Ovaryum
kanseri tizerinde yapilan ¢alismalarinda C13 hiicresinde Danusertib 48. saat sitotoksik 1Cs, degeri
1.832 uM ve A2780cp hiicresinde sitotoksik ICs 3.876 uM bulunmustur (Zi vd., 2015).

Yapilan bu tez ¢alismasinda Danusertib i¢in 72. saat ICsy doz degeri 2,77 uM, Viteksin igin
72. saat 1Cs degeri 5,43 uM olarak bulunmustur.

Apoptoz iliskili Casp3 gen ifadesinin Tablo 4.5°da verilen gRT-PCR sonuglar1 24T
degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 0.98 kat azalma, Viteksin uygulanan
deney grubunda 0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksin’in birlikte uygulandig1 deney grubunda 0.99
kat azalma goriilmektedir. Yuan ve arkadaslarmin ¢aligmalarinda belirttigine gore Danusertib (0.1
uM-0.5 pM araliginda kullandaki dozlar) Kaspaz-3 gen expresyonunu AGS ve NC-N78 hiicrelerinde
iki kattan fazla arttirdigini tespit etmistir (Yuan vd., 2015).

Apoptoz iliskili Casp8 gen ifadesinin Tablo 4.6’de verilen gRT-PCR sonuglari 2T

degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 2.31 kat artis, Viteksin uygulanan
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deney grubunda 0,52 kat azalma, Danusertib ve Viteksin’in birlikte uygulandigi deney grubunda 5,88
kat artis goriilmektedir. MCF-7 hiicresinde Danusertibin Caspaz-8’e olan etkisinden dolay1 hiicreye disg
yolak iizerinden etki ettigini diisiindiirmektedir.

Apoptoz iliskili Casp9 gen ifadesinin Tablo 4.7°de verilen gRT-PCR sonuglari 2T

degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda 0.86 kat azalma, Viteksin uygulanan
deney grubunda 0,99 kat azalma, Danusertib ve Viteksin’in birlikte uygulandigi deney grubunda 0.90
kat azalma goriilmektedir. Yuan ve arkadaslarinin ¢alismalarinda belirttiklerine gore Danusertib (0.1
uM-0.5 uM) Kaspaz-3 gen expresyonunu AGS ve NC-N78 hiicrelerinde 1.5 kat arttirdigimi tespit
etmistir (Yuan vd., 2015).
Yeni kan damar1 olusturma yetenegi malign tiimérlerin 6nemli bir 6zelligidir. Bu 6zelliginden dolay1
kanserli hiicrelerin bulunduklari dokularda biiyiime ve gelismelerinin engellenebilmesi ve diger
dokulara metastaz yapmasinin engellenebilmesi i¢in anjiogenezi tetikleyen genlerin ekspresyonunu
azaltan veya tamamen inhibe eden gen ve molekiil gruplari kanser tedavisinin 6nemli bir hedefi haline
gelmistir. Metasataz iliskili VEGF yolagimi inhibe edebilen ve VEGF geninin ekspresyonunu
azaltabilen ajanlarin tespit edilebilmesi kanser tedavisinin 6nemli bir hedefi haline gelmistir (Angelo,
2007; Fernandez, 2022). Bu tez c¢alismasinda metastaz iliskili VEGF gen ifadesinin Tablo 4.8’da
verilen gRT-PCR sonuglar1 2T degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda
sadece Viteksin uygulanan deney grubunda 0,86 kat azalma tespit edilmistir. MCF-7 hiicrelerinde
Danusertib ve Viteksin’in birlikte uygulandigi deney grubunda 3.49 kat artma goriilmektedir.
Danusertib VEGF gen ifadesi iizerinde Viteksin’in gosterdigi etkiye benzer etki gbzlenmemistir.

Viteksin grubunun VEGF gen ifadesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,1347+0,01 (Pcy <
0,001) tespit edilmistir. MCF-7 hiicrelerinde Viteksin’in PCR sonuglarma gére VEGF gen
ekpresyonunu azaltmasi ve Wound Healing metodunda hiicre migrasyonunu azaltici etki gostermesi
Viteksin’in antimetastatik potansiyelinin  oldugunu diigsiindiirmektedir. Daha 6nce yapilmig
caligmalarda daViteksin’in timor hiicresi gogiinii ve proliferasyonunu inhibe etme potansiyeline sahip
oldugu belirtilmistir (Zhao, 2020, Alexander&Halmos, 2018). Oztiirk’iin bildirdigine gére, CFPAC-1
pankreas kanseri hiicrelerinde Viteksin ekstrakti uygulanan 48. saat deney gruplarinda VEGF gen
ekspresyon diizeyi yaklagik olarak % 40 oraninda diisis gostermistir VEGF geni ekspresyon
diizeylerine gore, etkisi az da olsa CFPAC-1 hiicrelerinde anjiyogenezi bir miktar baskilayabilecegi
diisiiniilmiistiir (Oztiirk, 2007). Li vd., (2022) bildirdigine gore, Viteksin tripl negatif meme kanseri
(TNBC) tizerinde hem in vivo ve hem in vitro kosullarda antiproliferatif, hiicre migrasyonunu inhibe
eden potansiyeli oldugunu belirtmektedirler. Zhao ve arkadaslarmin Over karsinomalardan &nemli
olan SKOV-3 hiicrelerinde Viteksin ile tedavi edilen hiicrelerde invazyon yeteneginin azaldig: tespit
edilmigstir (Zhao vd., 2020). Bu tez ¢aligmasindan Viteksin ile ilgili elde edilen bulgular Viteksinin etki
mekanizmalarinin anlagilmasi icin literatlirde bilgi birikimine katki getirici niteliktedir.

Liu ve ark. ¢aligmalarinda belirttiklerine gore malign tiimorlerin olusumunda ve gelisiminde

giiclii bir etkiye sahip oldugu tespit edilen hiicre dongiisii iligkili AURK-B mitozun ana diizenleyici
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molekiil grubundan olup kanser hiicrelerinde siklikla asir1 exprese edilmektedir. Daha onceki birkag
calismaya gore, AURKB ekspresyonundaki degisiklikler hiicre mitozunun basarisizligina yol agarak
poliploidlerin iiretilmesine neden olabilmektedir ayn1 zamanda malign tiimdrlerin ortaya ¢ikmasi igin
bir 6n kosul olarak kabul edilmektedir. AURKB siklikla invaziv duktal karsinom tipi meme kanseri
dokularinda anormal derecede yiiksek oranda eksprese edilmektedir (Liu vd., 2022). Aurora kinazlar
ile ilgili yapilan pek ¢ok ¢aligma projesinde literatiire eklenen bilgiler Aurora kinazlarin aktivite ve
expresyonundaki sapmalar bir ¢cok kanser tiiriiniin patogenezinde rol oynadigini gostermektedir (Zi
vd., 2015). Bu tez ¢aligmasinda hiicre dongiisii ile iligkili AURK-B gen ifadesinin Tablo 4.9°de verilen
gRT-PCR sonuglar1 2T degerlerine gore 48. saatte Danusertib uygulanan deney grubunda AURK-B
ekspresyonunda 6.13 kat artma, Viteksin uygulanan deney grubunda AURK-B ekspresyonunda 0,63
kat azalma, Danusertib-Viteksin’in birlikte uygulandigi deney grubunda AURK-B gen
ekspresyonunda 5,88 kat artma goriilmektedir. Viteksin tek basina deney gruplarma uygulandiginda
MCF-7 hiicreleri tizerinde AURKB gen ekspresyonunu azaltict etki gostermektedir. Bu azalma
viteksinin hiicre dongiisii iizeriden antikanserojenik potansiyelinin olabilecegini diisiindiirmekle
birlikte yapilmas1 ongoriilen sonraki ¢aligmalar iginde hedef molekiil haline getirmektedir. Viteksin-
Danusertib birlikte uygulanan gruplarda AURKB ekspresyonunda azalma tespit edilememistir.

Tiimorlerde apoptoz yolaklarini tetikleyen terapotik ajanlarin kanser tedavisi icin giiclii birer
ara¢ olduklar1 diistiniilmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda Danusertib’in ve Viteksin’in MCF-7
hiicresi tizerindeki antikanserojenik etkisini belirlemek APC Annexin-V/Pl boyama teknigi ile flow
sitometri cihazinda apoptotik etkisine bakilmustir. Bu metod ile elde edilen verilere gére MCF-7
hiicreleri tizerinde Danusertibin (0.3 uM) ve Viteksin’in (1 uM) apoptotik etkisinin deney gruplarinda;
kontrol grubunda erken apoptoza (Q1) ugrayan hiicreler %0.70, Danusertib uygulanan hiicre
gruplarinda erken apoptoza ugrayan hiicreler (Q1) %3.15, Viteksin uygulanan hiicre gruplarinda erken
apoptoza ugrayan hiicreler (Q1) %2.24°diir. Apoptoz yiizde degerleri diisiik olmasina ragmen deney
gruplart kontrol gruplar ile karsilastirildiginda P degerleri anlamli bulunmustur (P < 0.05). P
degerinin 0.05 den kii¢iik olmasi bu calismada kulanilan Viteksin ve Danusertib doz degerlerinin
diistik diizeyde primer apoptotik etkide bulundugunu géstermektedir.

Yuan vd.,(2015) bildirdigine goére Danusertib (0.1-0.5 uM) doz degerleri Kaspaz-3 ifade
diizeyini 2 kat, Kaspaz-9 gen ifade diizeyini 1.5 kat arttirarak hiicreyi mitokondriyal yolak {izerinden
apoptoza yonlendirdigi ifade edilmistir. Zi vd.,(2015) bildirdigine gore, Danusertib 48. saat apoptoz
degeri kontrol grubuna gore Ovaryum kanseri hiicrelerinden C13° de 2.4 kat ve A42780cp
hiicrelerinde ise 7.9 kat artisa neden oldugu tespit edilmistir. Kirbiyik’in yaptig1 ¢alismada bildirdigine
gore, Danusertib CFPAC-1 hiicrelerinde apoptotik etki gosterirken Mia-Paca hiicrelerinde apoptotik
etki gostermemektedir (Kirbiyik, 2018). Danusertib ile ilgili yapilan caligmalarda kanser hiicreleri
iizerinde giiclii bir apoptotik etkiye sahip oldugu belirlenmis olmasina ragmen bazi hiicre ¢esitlerinde
apoptotik etkisi tespit edilememistir. Bu durum Danusertibin kanser tipine 06zgil oldugunu

diisiindiirmektedir. Danusertib Pan-Aurora Kinaz inhibitorii olarak Aurora Kinaz-A, -B ve -C
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tizerinden farkli sinyal yolaklari iizerinden etki etmektedir (Colotta & Mantovani, 2008). Danusertibin
antikanserojenik potansiyelinin tam anlagilabilmesi i¢in ¢ok daha fazla sayida kanser hiicre tiplerinde
benzer calismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Metastazda MCF-7 Hiicrelerinin migrasyonu iizerinde Danusertib ve Viteksin’in ayr1 ayri ve
Danusertib-Viteksin doz degerleri birlikte uygulandiginda 48. saat deney grubunda yara agilan bdlgede
kapanma olmadig1 gézlenmistir ve qRT-PCR sonuglarindan VEGF gen expresyon seviyesini sadece
viteksin uygulanan grupta dikkate deger Olglide diismiis olmasi metastazda hiicre migrasyonun

engellenmesinde Viteksin’in etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada, MCF-7 hiicreleri tizerinde Pan-Aurora Kinaz inhibitérii olan Danusertib ve
Viteksin’in antikanserojenik etkisi arastirilmistir. Danusertib ve Viteksin’in MCF-7 hiicreleri
tizerindeki antikanserojenik etkisine APC Annexin-V /Pl boyama metodu, gTR-PCR metodu, Wound
Healing metodu ile incelenerek bakilmstir.

Sitotoksisite ¢alismasinda Danusertib igin tespit edilen 3,9 uM doz degerinin hiicreler icin
oldukga yiiksek bir doz degeri oldugu biiyiik oranda hiicre oliimlerine neden oldugu goriilmiistiir.
Danusertib i¢in 0,3 pM yeni doz degeri belirlenerek kullanilmis ve c¢alismalar tamamlanmistir.
Danusertib i¢in doz degeri MCF-7 hiicresi ile yapilacak ¢alismalarda ICsy < 0,3 uM doz degerleri
kullanilabilir. Daha yiiksek doz degerleri biiyiik oranda hiicre 6liimlerine neden oldugu icin hiicre
canliligi gerektiren metastazda hiicre migrasyonu incelenen Wound Healing metodunda Danusertibin
etki ettigi hiicre 6liim yolaginin tespiti igin yapilan apoptoz analizlerinden saglikli sonuglar almay1
zorlagtirmaktadir. Sitotoksisite calismalarindan elde edilen Viteksin doz degeri de logaritmik olarak
bir doz diisiik degeri olan 1 pM kullanilmistir. Viteksin’in yeni doz degerleri icin yapilacak yeni
caligmalar ile literatiire katki saglanabilir.

gRT-PCR metodu ile MCF-7 hiicrelerinde Danusertib (0.3 pm) ve Viteksin’in (1 uM) ayri
ayr1 ve birlikte etkisini incelemek i¢in apoptotik genlerden Kaspaz-3, -8, -9 genlerinin ekspresyon
diizeyine, metastazda hiicre migrasyonu ile iliskili VEGF gen ekspresyon diizeyine ve hiicre yasam
dongiisiinde mitotik evrede etkili olan AURK-B geni ekspresyon diizeyine bakilmistir. qRT-PCR
analizi ile elde edilen gen ekpresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore 2" 'deki artma (1) ve
azalma (|) oranlarina ait sonuglar asagida Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. qRT-PCR analizi ile elde edilen gen ekpresyon diizeylerinin kontrol grubuna gére 2"

'deki artma (1) ve azalma () oranlari.

GRUPLAR
GENLER Danusertib Viteksin Danusertib + Viteksin
Casp3 0.98 | 0.99 | 0.99 |
Casp8 231 1 052 | 5,88 1
Casp9 0.86 | 0.99 | 0.90 |
VEGF 9.36 1 0,86 | 3,49 1
AURK-B 6.13 1 0.63 | 5.88 1

Tablo 5.1°deki verilere gore, Kaspaz-3 gen ekpresyon seviyesinde hem Danusertib hem
Viteksin ayr1 ayr1 ve Danusertib-Viteksin birlikte uygulandigi deney gruplarinda artma tespit
edilememistir. Kaspaz-8 geni ekspresyon seviyesinde Danusertib ayri uygulanan ve Danusertib-

Viteksin birlikte uygulanan deney gruplarinda 2.31 ve 5.88’lik artis tespit edilmistir bu elde edilen veri
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Danusertib’in apoptoz yolagindan Kaspaz-8 iizerinden etki ettigini diisiindiirmektedir. Kaspaz-8,
apoptoz dis yolaginda rol alan bir molekiildiir. Viteksin’in tek basina uygulandigi deney grubunda
Kaspaz-8 gen ekspresyonunda artma tespit edilememistir, 0.52'lik azalma tespit edilmistir. Kaspaz-9
gen ekpresyon seviyesinde hem Danusertib hem Viteksin ayr1 ayr1 ve Danusertib -Viteksin birlikte
uygulanan deney gruplarinda elde edilen verilerde artma tespit edilememistir. Apoptoz yolaklarinin
aktivasyonunda Kaspazlarin gen ifadelerinin seviyesinde artma olmasi beklenir fakat elde veriler
degerlendirildiginde Kaspaz-3 ve Kaspaz -9 gen seviyelerinde artis olmadigi goriilmektedir.

gTr-PCR metodu ile elde edilen PCR verileri analiz edildiginde Danusertib tek basina ve
Danusertib-Viteksin birlikte uygulanan deney gruplarinda VEGF gen ekspresyon seviyesinde artma
tespit edilirken, Viteksin’in tek bagina uygulandigi grupta VEGF gen ekspresyon seviyesinde 0,86’lik
diisme tespit edilmistir. Viteksin tarafindan hiicre migrasyonunun baskilanmasi ileri asamadaki
hastalarda kanser metastazin1 frenlemek icin umut verici bir ajan haline getirebilecegi
distiniilmektedir. Viteksin MCF-7 kanseri hiicrelerinde metastazi dnleyen bir antikanser ilaci temsil
edebilecegi eldeki veriler dogrultusunda diistiniilmektedir.

AURK-B gen ekspresyon seviyesinde Danusertib ve Danusertib -Viteksin birlikte uygulanan
deney gruplarinda artma tespit edilirken, Viteksin’in tek basina uygulandigi grupta AURKB gen
ekspresyon seviyesinde 0,63’ liik diisiis tespit edilmistir.

MCF-7 hiicrelerinde hiicre 6lim yolaklarinda Danusertib ve Viteksin’in etkisini incelemek
icin flow sitometri cihazi ile yapilan apoptoz analizinde Viteksin (1 uM) apoptotik etkisi kontrol grubu
ile karsilastirnlldiginda primer apoptoz 2.24+0.59 (Pkn < 0.05). Danusertib-Viteksinin birlikte
apoptotik etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda primer apoptoz 3,07+0,37 (Pkmp+v < 0,05).
Danusertib’in ve Viteksin’in uygulanan gruplarda sekonder apoptoz tespit edilememistir (P > 0,05).

Metastazda MCF-7 hiicrelerinin migrasyonunu tespit edebilmek igin Wound Healing metodu
kullanilmigtir. MCF-7 hiicrelerinde kontrol gruplarinda 24. ve 48 saatlerde hiicrelerin migrasyonu ile
yara bolgesinin kapanmaya basladigi tespit edilmistir. Danusertib (0.3 uM) uygulanan gruplarda,
Viteksin (1 uM) uygulanan gruplarda ve Danusertib -Viteksin’nin birlikte uygulandigi gruplarda yara
bolgesinin kapanmadigi tespit edilmistir. Viteksin ile ilgili mevcut bilgiler olsada Viteksin’in hiicre zar
ylizeyine etkisi, hiicre zar molekiil etkilesimlerine etkisi, ilag molekiilleri ile etkilesiminin nasil
olduguna dair bilgiler yeterli degildir. Bu nedenle gelecekte yapilacak arastirma galismalarinda hedef

molekiil olarak kullanilabilir.
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EKLER
EK1: WST-8 Kit Protokolii

1. Hiicre Proliferasyonu ve Sitotoksisite Testi

Well-plate 96 kuyucuklu, her kuyucuk bagina 5000 ila 10.000 hiicre ekimi yapildi.Test bilesikleri
hiicre bulunan 96 well plate kuyucuklarina eklenir ve istenen siire boyunca (6rn. 24., 48. veya 96. saat)
37°C, %5 CO; inkiibatoriinde inkiibe edilir. Blank olarak sec¢ilen kuyucuklara (hiicresiz ortam) i¢in

aym miktarda test bilesigi eklenir. Onerilen hacim, 96 kuyucuklu bir well plate igin 100 pl'dir.

Not: Proliferasyon veya sitotoksisite indiiksiyonu i¢in optimal hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in her
hiicre ¢izgisi ayri ayr1 degerlendirilmelidir. Proliferasyon tahlilleri i¢in daha az hiicre kullanilmalidir;
sitotoksisite deneyleri i¢in daha fazla hiicre kullanilmalidir. Her kuyuya 10 pl/kuyu (96 well plate)
WST-8 Soliisyonu eklenir. Isiktan koruyarak karanlikta ve 37°C'de 1-4 saat inkiibe edildi.

Not: Inkiibasyon siiresi, tek tek hiicre tipine ve kullanilan hiicre konsantrasyonuna bagli olarak 30
dakikadan bir geceye kadar olabilir. Her deney i¢in inkiibasyon siiresini optimize ediniz, 460 nm'de

absorbans artigininin 6lgtimii yapildi.
2. Hiicre Sayma Tahlili

Hiicre kiiltiiriinii seffaf tabanli bir 96 well plate’de hazirlayin. Onerilen toplam hacim, 96 kuyucuklu
bir well plate i¢in 100 pL’dir. Her kuyuya 10 ul/kuyucuk (96 oyuklu plaka) WST-8 Soliisyonu
eklendi. Isiksiz ortamda karanlikta ve 37°C'de 1-4 saat inkiibe edildi.

Not: inkiibasyon siiresi, kullanilan hiicre tipine ve hiicre konsantrasyonuna bagh olarak 30 dakikadan

bir geceye kadar olabilir.
Her deney i¢in inkiibayon siiresi optimize ediniz. Absorbans OD’si 460 nm'de 6lgiiliir.

*Sadece biiyiime ortamina sahip blank kuyucuklarin absorbansi, hiicreli kuyucuklarin degerlerinden
cikarilir. Bos kuyularin absorbansi, mikrotitre plakalarinin kaynaklarina veya biiyiime ortamina bagh

olarak degisebilir.
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