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OZET

Triple negatif meme kanseri meme kanserinin en agresif alt tiplerinden birisidir. Ostrojen ve
progesteron reseptori bulundurmamasindan ve artmis Her-2 ifadesi gostermediginden
spesifik bir terapdtik hedefi yoktur. EF24 biyoyararlanimi ve etkinligi yiiksek bir kurkumin
analogudur. Bu tez ¢alismasinda bir kemoterapdtik ajan olan Eribulin Mesilatin ve EF24’iin
tek basina veya birlikte kullaniminin hiicre canliligina, hiicre 6liim ve sag kalim yolaklarina
etkisininin incelenmesi amaglandi. Bu amagla MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicre
hatlarina degisen konsantrasyonlarda EF24 ve Eribulin Mesilat tek baslarina veya birlikte
uygulandi. Her iki hiicre hattinda da konsantrasyona bagli hiicre canliliginda azalma tespit
edildi. Segilen konsantrasyonlarda DNA fragmantasyon oraninda MDA-MB-436 hiicre
hattinda EF24’iin tekli uygulamasinda 1,6 kat ve Eribulin Mesilat ile birlikte
uygulanmasinda 1,2 kat artis gézlendi. Fosforile NF-KB diizeyinde ise her iki hiicre hattinda
Eribulin Mesilatin tekli uygulamasima gore EF24 ile birlikte uygulanmasinin azalmaya
neden oldugu goriildii. Iki kimyasal ajanin birlikte uygulanmasi, BRCA mutant MDA-MB-
436 hiicre hattinda fosforile ERK1/2 ve JNK diizeyini azaltt1 ve p38 seviyesini arttirdi.
Beclin-1 ve p62 protein diizeyleri ile birlikte tiim veriler degerlendirildiginde, MDA-MB-
231 hiicre hattinda daha ¢ok otofajik yolagin, MDA-MB-436 hiicre hattinda ise daha ¢ok
apoptotik yolagin aktive olabilecegini disiindiirdii. EF24, Eribulin Mesilatin hiicre
canlilifma olan negatif etkisini artirmaktadir. Ileride yapilacak diger preklinik ¢aligmalar
EF24’iin kematerapotik ajanlara destekleyici bir fitokimyasal olmasi yolunda aday bir
molekiil olarak degerlendirilmesini saglayacaktir.
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ABSTRACT

Triple negative breast cancer is one of the most aggressive subtypes of breast cancer. It does
not have a specific therapeutic target as it lacks estrogen and progesterone receptors and does
not show increased Her-2 expression. EF24 is a curcumin analog with high bioavailability
and efficacy. It was aimed to examine the effects of the use of Eribulin Mesylate and EF24,
a chemotherapeutic agent, alone or together, on cell viability, cell death and survival
pathways. For this purpose, varying concentrations of EF24 and Eribulin Mesylate were
applied to MDA-MB-231 and MDA-MB-436 cell lines, alone or together. Concentration-
dependent decrease in cell viability was detected in both cell lines. DNA fragmentation rate
increased 1.6-fold in the single application of EF24 in the MDA-MB-436 cell line and 1.2-
fold in the co-administration of Eribulin Mesylate. It was observed that the co-administration
of Eribulin Mesylate with EF24 caused a decrease in the level of phosphorylated NF-KB
compared to the single application in both cell lines. Co-administration of the two chemical
agents decreased phosphorylated ERK1/2 and JNK levels and increased p38 levels in BRCA
mutant MDA-MB-436 cell line. When all the data together with Beclin-1 and p62 protein
levels were evaluated, it was suggested that more autophagic pathways might be activated
in MDA-MB-231 cell line and more apoptotic pathway might be activated in MDA-MB-436
cell line. EF24 increases the negative effect of Eribulin Mesylate on cell viability. It will
enable EF24 to be evaluated as a candidate molecule to be a supportive phytochemical to
chemotherapeutic agents.
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1. GIRiS

Diinyada ve Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii meme kanseridir. Glinimiizde
erken tan1 olanaklar1 ve gelisen tedavi segeneklerine ragmen mortalite oran1 yiiksektir. Triple
negatif meme kanseri prognozu en kotii meme kanserleri alt tiplerinden biridir. ilk ii¢ y1lda
relaps riski ¢ok yiiksek olan bu alt tipin uzak organ metatazi kemik yerine i¢ organlara
olmaktadir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan {i¢ belirtecin yoklugu (6strojen reseptorti,
progesteron reseptorii ve Her-2 ifade artigi) ile karakterize olan bu meme kanseri tiiriiniin
terapotik hedefi yoktur. Bu nedenle toplam sagkalim orani diger meme kanseri alt tiplerine

gore metastazik triple negatif meme kanseri tanili hastalarda daha kisadir.

Halichondrin B, ilk defa nadir bulunan bir Japon deniz siingeri olan Halichondria
okadai’den izole edilmis kompleks dogal bir polieter makroliddir. Amerika Birlesik
Devletleri Kanser Enstitiisii tarafindan 60 hiicre serisinde test edilmis, diger kansere kars1
kullanilan ajanlarla karsilastirilmis ve kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi ortaya
konmustur. Bu etkileri bilinsede deniz siingerinin nadir bulunmasindan dolay1 bu ajandan
ilag gelistirme caligmalarina bir siire ara verilmistir. Yoshito Kishi tarafindan 1998’de
sitotoksik fonksiyonun C1-C30 motifindeki makrolid lakton kisminda oldugunun kesfiyle
gozler tekrar bu ajan lizerine g¢evrilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda Halichondrin B’nin
tamamen sentetik ve yapisal olarak basitlestirilmis bir makrosiklik keton analogu olan
Eribulin Mesilat, Esai Arastirma Enstitiisii tarafindan patentlenmistir. Bir mikrotiibiil
inhibitérii olan bu ajan 2010 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’den daha 6nce
metastazik meme kanseri nedeniyle en az iki kemoterapi rejimi uygulanmis hastalar icin

onay almistir.

Insanlik tarihi boyunca gesitli dogal bitkiler tibbi amaglarla kullanilabilmektedir. Bunlardan
en yaygm kullanilanlardan biri de kurkumindir. Kurkumin Curcuma longa bitkisinin
kokiinden elde edilen bir hidrofobik polifenoldiir. Biyolojik aktiviteleri, yaslanmadan kanser
tedavisine kadar ¢ok genis bir alanda ¢alisilmistir. Birgok aragtirmada antikanser etkisi
gosterilen kurkuminin diisiik etkinlik ve emiliminden dolay1 ¢esitli analoglar1 tiretilmistir.
Bu analoglarindan biyoyayarlanimi en yiiksek olanlardan biri EF24°diir. EF24 antikanser,

antiinflamatuvar ve antibakteriyel etkileri kuvvetli ve biyoyararlanimi yiiksek bir ajandir.



Tiimdr biiytimesini engellemektedir. Bu etkisini temel olarak NF-KB yolagini inhibe ederek

gostermektedir.

Biz bu calismasinda EF24 tek basina veya Erbibulin Mesilatla birlikte uygulanmasinin hiicre
oliim sinyal yolaklarina etkisini inceledik. Literatiirde TNMK hiicrelerine EF24 ve Eribulin
Mesilat’in birlikte uygulandig bir caligmaya rastlanilmamaistir. Bu ajanlarin tek baglarina ya
da birlikte uygulanmasinin; hiicre canliligini, apoptozu ve hiicre i¢i sinyal yolaklarini nasil
etkileyecegini saptanmay1 hedefledik. Ayrica, BRCA geninin TNMK hiicrelerinde ifadesi
ya da ifadesinin yoklugunun kullanacagimiz ajanlarin olusturacagi hiicresel cevap iizerine

etkisinin olup olmadigini belirlemeye ¢alistik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Yapisi

Gogilislin ontlinde T2 ve T6 kaburgalari diizeyinde yer alan degismis ve 0zellesmis bir ter
bezidir. Embriyonik donemde ektoderm tabakasindan gelisen meme dokusu ergenlik
donemine kadar kadin ve erkekte aynidir. Ergenlik doneminde erkeklerde testosteron etkisi
ile atrofiye olurken, kadinlarda Gstrojen ve progesteron etkisi ile gelisimine devam eder

(Pandya ve Moore, 2011).

Ergenlik donemine kadar meme dokusu; altinda miyoepitel tabakasi olan tek sira epitel ile
cevrilmis siit kanallardan (duktus) olusan epitelyal elementler ve adipdz ve fibr6z dokudan

olusan stromal elementlerden meydana gelmistir (Kosova ve Ari, 2008).

Kadin Meme Anatomisi
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Sekil 2.1. Kadin meme anatomisi

Kadinlarda meme dokusu gelisimin her evresinde salgilanan hormonlarin etkisiyle farkl
biiyiikliiklerde ve yapidadir. Ergenlik doneminde Ostrojen ve progesteron hormonlarinin
etkisi ile memedeki epitel ve bag dokusu proliferasyona ugrar. Bu sayede meme bezi gelisir
ve meme yag depolayarak biiyiir. Bu evrede kadin meme dokusu yag dokusu, siit bezleri, siit
kanallari, meme ucu ve aerolar kompleksten meydana gelmistir. Ayrica memedeki yapisal
biitlinliigii saglayan ve memeyi gégiis duvarina yukar1 dogru asan ve bir bag dokusu elemani

olan Cooper ligamentleri mevcuttur (Sekil 2.1) (Hassiotou ve Geddes, 2013).



Meme hamilelik sirasinda dstrojen, progesteron, bilylime hormonu, prolaktin ve plasentadan
salinan hormonlarin etkisi ile hacimsel biiyiiyerek ve yogunlugu artarak gelisimini tamamlar.
Dogumdan hemen sonra Ostrojen ve progesteron diizeyinin diismesi ve prolaktin
hormonunun salgilanmasi ile siit salgilamaya baslar. Dogum eylemi igin salgilanan oksitosin
hormonu da siit salinimini diizenler. Emzirme doneminin bitmesiyle siit bezleri, siit kanallar1

ve stromal elementler atrofiye olur ve meme boyutu kiigiiliir (Pandya ve Moore, 2011).

Menopoz doneminde ise meme dokusu yogun olarak yag ve stromadan olusur. Yaslandikca
stit kanallari, siit bezleri ve stromal elementler azalir ve meme biiziiserek seklini kaybetmeye
baslar. Ayrica Cooper ligamentleri gevser ve meme kaburgalarin T7 seviyesine kadar sarkar

(Pandya ve Moore, 2011).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri meme dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal olarak biiytiyerek diger
dokulara yayilmasidir (Akram ve digerleri, 2017). Gegmisten giiniimiize kadar birgok kadini
etkileyen meme kanseri gelistirilen bir¢ok tedavi yontemine ragmen kadinlarda kansere

bagli 6liim sebepleri arasinda birinci sirada yer almaktadir.

2.2.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Giinlimiizde bilim alanindaki birgok gelismeye ragmen kadinlarda en sik gozlenen kanserdir.
Kadinlarda kansere bagl oliimlerde ilk sirada yer almaktadir. Diinya kanser istatistikleri
degerlendirildiginde yilda yaklasik 2,3 milyon kadin bu kanser tanisini almaktadir. 2020
yilinda ise yaklasik 684.996 kadin (kadinlarda kansere bagl olimlerin %15,5’1) meme

kanseri nedeniyle 6lmistiir (Sung ve digerleri, 2021).

GLOBOCAN 2020 verilerine gére meme kanseri diinyada yeni tan1 alan kanser vakalarinda
2.261.419 vaka ile 1. ve kansere bagl 6liimlerde 684.996 vaka ile 5. sirada yer almaktadir
(Sung ve digerleri, 2021).

Diinyada ortalama meme kanseri insidans1 47,8 (100.000 kisi) iken mortalite oran1 13,6
(100.000 kisi) dir. En yiiksek tani alma insidansi Avustralya/Yeni Zellanda (95,5)

goriiliirken en yliksek mortalite Barbadosdadir (18,9). Gelismis iilkelerde meme kanseri



insidans1 yliksektir. Bu insidans farkliliginin nedeni gelismis iilkelerdeki yasam stili ve
iireme davranisindaki degisiklikler ile gelismekte olan iilkelerdeki diisiik tarama oranlari ve
bildirim eksikligi olabilir. Tiirkiye’de ise meme kanseri insidansi1 46,6 ve mortalite orani

12,9 ile diinya ortalamasinin altindadir (Estimated, 2020).

Tiirkiye’de de meme kanseri tiim kanser olgular1 arasinda vaka sayisi bakimindan ikinci
sirada (24.174 yeni vaka sayis1) olmasina ragmen kadinlar arasinda en sik goriilen (46,6 /
100.000 kisi) kanser tiiriidiir. Kadinlardaki kanser olgularinin %23,3’{inii olusturmaktadir.
Amerika’daki Ulusal Kanser Enstitiisii verilerine gore (2014-2016) kadinlarin %12,8°1
hayatlariin bir doneminde meme kanseri tanis1 almaktadir. Ayrica 5 yillik sagkalim orani
%89,9’dur (Cancer Stat, 2022). Ulkemizde ise kadimnlarda yasam boyu meme Kkanserine
yakalanma riski %6,6’dir. Her 15 kadindan biri meme kanserine yakalanma riski

tasimaktadir (Orun, 2017).

Erkeklerde meme kanseri goriilme orami oldukca distktir. Erkeklerde goriilen
malignitelerin %1 den azin1 meme kanseri olusturmaktadir. Erkeklerde yasam boyu meme
kanserine yakalanma riski 1000°de 1°dir. Ulkemizde de erkeklerde meme kanseri hiz1 0,8’dir
(100 000 kiside) (Rojas ve Stuckey, 2016).

2.2.2. Meme kanserinde genetik faktorler

Meme kanserlerinin %5-10"nunu kalitsal meme kanserleri olusturmaktadir. Meme kanseri
ile iligkilendirilen birgok mutasyon bulunmaktadir (Ban ve Godellas, 2014). Bunlardan en
iyi caligsan ve iliskisi tespit edilen BRCA1/BRCA2 genlerindeki mutasyonlardir (Cizelge
2.1) (Shiovitz ve Korde, 2014, Pharoah ve digerleri, 2001, Tan ve digerleri, 2012, Schon ve
Tischkowitz, 2018, Torabi Dalivandan ve digerleri, 2021).
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Cizelge 2.1. Meme kanseri ile iligkili genler

GEN LOKUS | ISLEVI KLINIiK TABLO MEME PENETRANS
KANSERI
RISKI
BRCAl | 17921 Timor Supresdr | Kalitsal Over ve Yasam boyu Yiiksek
Gen DNA Tamiri | Mem Kanseri yakalanma riski
%50-85
BRCA2 | 13g13.1 | Tiimor Supresér | Kalitsal Over ve Yasam boyu Yiiksek
Gen DNA Tamiri = Meme Kanseri, yakalanma riski
Erkek Meme %50-85
Kanseri
PTEN 10923 Timor Supresor | Cowden Yasam boyu Yiiksek
Gen Fosfatidil Sendromu yakalanma riski
inozitol tri fosfat %85
defosforilasyonu
TP53 17p13.1 | Timor Supresér | Li-Fraumeni 60 yasina kadar Yiiksek
Gen Sendromu %85
CDH1 16022.1 | E-Kaderin Kalitsal Diffiiz Yasam boyu Yiiksek
tretimi Gastrik Kanser yakalanma riski
%39
STK11 19p13.3 | Tiumdr Supresor | Peutz-Jeghers 60 yasina kadar Yiiksek
(LKB1) Gen Sendromu %32
CHEK2 | 22912.1 | Timor Supresér | Li-Fraumeni Kadinlarda: Orta
Gen Sendromu RR:1.70
Erkeklerde:
RR:10.3
BRIP1 17923.2 | DNA Helikaz Fankoni Anemisi: | Kadinlarda: Orta
BRCA1C J Tipi RR:2.0
Terminal Ailesel Meme 50 yas alt1
Domainine Kanseri Kadinlarda:
Baglanir RR:3.5
ATM 11922.3 | DNA Kirik Ataksi-telanjektazi | RR:2.37 Orta
Tamiri
PALB2 16p12.2 | Tiumdr Supresor | Fankoni Anemisi: | RR:2.3 Orta
Gen N Tipi
BRCAZ2
Stabilizasyonu
FGFR2 10026.13 | Fibroblast Kraniosinostoz, OR:1,26 Diistik
Biiytime Faktorii | Apert Sendromu,
Reseptori Meme Kanseri
TOX3 16g12.1 | DNA’nin Meme Kanseri OR:1.14 Diistik
Paketlenmesi ve
Agilmasi
LSP1 11p15.5 | Hiicre i¢i F Aktin | Meme Kanseri OR:1.06 Diisiik
Baglayici Protein
(Notrofil
Hareketi)
TGFB1 19913.2 | Transforming Camurati- OR:1.07 Diisiik
Biiylime Faktorii | Engelmann
1 Hastalig1
Meme Kanseri
MAP3K1 | 5g11.2 Hiicre Sinyal Swyer Sendromu | OR: 1.13 Diisiik

fletiminin
Diizenlenmesi

Meme Kanseri



BRCA1/BRCA2(Breast Cancer Gene)

BRCA1 geni 17921 de yer alan ve 22 ekzondan olusan bir gendir. 1863 aminoasit
uzunlugunda bir proteini kodlar. BRCA2 geni ise 13g12-13 de yer alan ve 27 ekzondan
olusan bir gendir. Bu genlerin bilinen 1800’den fazla varyant1 bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu
cergeve kaymasi seklinde mutasyonlar sonucu olusmakta ve anlamsiz veya islevsiz

proteinler sentezlenmektedir (Lee ve digerleri, 2020).

BRCA1 ve BRCA2 kalitsal meme kanseri ile iliskili temel genlerdir. Bu genlerdeki
mutasyonlar otozomal dominant olarak kalitilir ve penetransi yiiksektir. DNA ¢ift zincir
kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla tamirinde gorev alirlar ve hiicre dongiisiinde

tiimor supresor gen olarak iglev goriirler (Lee ve digerleri, 2020).

BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar kanser gelisme riskini 10 kat artirmaktadir.
Bu genlerdeki mutasyonu tasiyan kadinlarda émiir boyu meme kanserine yakalanma riski
%45-87"dir (Lukasiewicz ve digerleri, 2021).

BRCA1 mutasyonu sonucu olusan meme kanseri tiimorleri basal-benzeri fenotipe ve yliksek
histolojik evreye sahip olma egiliminde ve triple negatif meme kanseri tipindedirler. BRCA2

iliskili tiimdrler ise HER2 negatif fakat ER ve PR pozitif olma egilimindedirler.

2.2.3. Meme kanseri siniflandirmasi ve evreleri

Meme kanseri, meme dokusundaki epitel hiicrelerden (karsinom), salgi bezlerinden
(adenokarsinom) veya nadirde olsa memedeki bag dokusu, kas veya yag dokusundan

(sarkom) kaynaklanabilmektedir (Harbeck ve Gnant, 2017).

Meme kanserine histolojik olarak bakildiginda ya kanser duktus veya lobiiliin bazal
membraninin sinirlart i¢inde orijinal bagladigi yerdedir (in situ karsinom) yada bazal
membrant gegerek yayilmistir (invaziv karsinom). Memenin in situ karsinomu duktal
(DCIS) ve lobiiler (LCIS) olmak iizere 2’ye ayrilirken (Cizelge 2.2.), 20°den fazla invaziv
karsinom tanimlanmustir. invaziv meme kanserleri arasinda %70 ila 80 oraninda en yaygin
olarak goriilen meme kanseri ICD-NST (invaziv Duktal Karsinoma -Spesifik Olmayan Tip)
dir. Bunu %10 oraninda goriilen invaziv lobiiler karsinoma takip etmektedir (Malhotra ve
digerleri, 2010, Bonnie, 2019).



Cizelge 2. 2. Duktal in situ karsinoma (DCIS) ve lobiiler in situ karsinoma (LCIS) 6zellikleri

DCIS LCIS
Yas 54-56 44-46
Menapoz Durumu Postmenapozal Premenapozal
Insidans Yeni tan1 %20 100 000 de 3,19
Histolojik Alt Gruplari Komedo Klasik
Solid Pleoformik
Kribriform
Papiller
Mikropapiller
Mikrokalsifikasyon Var Yok
Aym1 Memede invaziv Kanser Riski %99 %50
Diger Memede Invaziv Kanser Riski %1 %50

Perou ve digerlerinin 2000 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda meme kanseri hiicrelerinin gen
ifade profili ¢ikarilmis ve meme kanseri ilk olarak 5 daha sonra yapilan ¢alismalarla 4 grup
olarak smiflandirilmistir: Luminal A, Luminal B, HER ve Bazal Benzeri (Cizelge 2.3.). ilk
gruplamada Normal Benzeri olarak bir grup tespit edilmis fakat bu grubun kanser

dokusundaki normal hiicrelerin kontaminasyonu ile olustugu sonucuna varilmistir.

Luminal meme kanseri hiicreleri meme dokusunun luminal epitel hiicrelerine benzer gen
ifade profiline sahiptirler. Diger iki intrinsik alt tipe gore daha iyi prognoza sahip

kanserlerdir. %20 inde TP53 mutasyonu gozlenir. iki alt tipi bulunur:

e Luminal A: Invaziv meme Kkanserlerinin %50’sini olustururlar. ~ Ostrojen ve
progesteron reseptorlerini yiiksek oranda sentezlerler. HER2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) ifadesi gozlenmez. Timoér dokusundaki yiiksek
proliferasyona sahip hiicreleri gdsteren bir antikor olan Ki-67 oranlar1 diistiktiir.
TP53 mutasyonu nadirdir. Endokrin tedaviye cevap verirler ve prognozu daha iyidir.

e Luminal B: Invaziv meme kanserlerinin %20’sini olustururlar. Luminal epitel hiicre
genlerini ve Ostrojen reseptorii (ER) ve iliskili genleri luminal A’ya gore daha az
sentezlerler. Luminal A’ya gore daha fazla proliferasyona gosterirler ve HER2 ve
iliskili genleri daha ¢ok sentezlerler. Hiicre dongiisiindeki TP53 ve RB kontrol
noktalar1 luminal A tipine gore daha yliksek oranda inaktive olmustur. Prognozu

Luminal A kadar iyi degildir.

HER2-Yiiksek ifade meme kanseri tipi HER2 ve ayn1 amplikondaki gen ifadelerinin yiiksek
oldugu tiimérlerdir. Invaziv meme kanserlerinin %15’ini olustururlar. Bu grup kanser

hiicrelerinde Ostrojen ve progesteron reseptorii (PR) ve iliskili genlerinin ifadesi diigiiktiir.



Ki67 ifadesi fazladir ve yiiksek oranda proliferasyona sahiptirler. Cogunlugunda TP53
(%72) ve PIK3CA (%39) mutasyonu gozlenir. Genellikle yliksek evreye sahiptirler ve lenf
nodu metastazi gosterirler. Kotii prognoza sahiptirler. Trastuzumab tedavisine duyarliliklar

yiiksektir.

Bazal Benzeri alt tipi de invaziv meme kanserlerinin %15’ini olusturur. Meme dokusunun
bazal epitel ve miyoepitel hiicrelerine ait genlerin (sitokeratin 5, sitokeratin 17, p-kaderin,
vimentin) ifadesi gdzlenir. Ostrojen ve Progesteron Reseptdrii ve HER?2 ifadeleri diisiiktiir.
HER2-Yiiksek Ifade meme kanseri tipinde oldugu gibi Ki67 ifadesi fazladir ve yiiksek
oranda proliferasyona sahiptirler. Cogunlugu TP53 mutasyonuna sahiptir. Retinoblastoma 1
(RB1) ve BRCAI1 genlerinde mutasyon goézlenir. Bu alt tipte MYC amplifikasyonu ve
PI3K/AKT yolagimin aktivasyonu gozlenmektedir. Prognozu koétiidiir.

Cizelge 2. 3. Meme kanseri intrinsik alt tipleri 6zellikleri

Luminal A Luminal B HER2-Yiiksek = Bazal Benzeri
ifade

g ER + + = -
g
2 PR +veya - +veya - . -
EE HER2 - +veya - + -
RS
Ez Ki67 Diisiik Yiiksek Yiiksek Yiiksek
TP53 Mutasyonu Nadir Yaygin Cok Yaygin Cok Yaygin
invaziv Meme 0 0 0 0
Kanserlerindeki Orani %50 %20 %15 %15
Prognozu Iyi Orta Kotii Kotii

Meme kanserinin tedavi protokoliinii ve prognozunu etkileyen en énemli faktérlerden biri
de ilk tan1 koyuldugundaki evresidir. Meme kanseri TNM (Tiimér, Lenf Nodu, Metastaz)
siiflama sistemine gore 5 evreden olusmaktadir. Evre 0 en iyi prognoza sahipken, evre 4 en

kotli prognozu gosterir.

2.3. Triple Negatif Meme Kanseri (TNMK)

ER, PR ve HER?2 ifadesi gdstermeyen tiimor hiicrelerinden meydana gelen meme kanseri
tirtidiir. Tim meme kanserlerinin %15-20’sini olustururlar. Yiiksek oranda morfolojik ve
molekiiler heterojenite gosterirler. Diger meme kanserleri alt gruplarina gore daha agresif

timorlerdir ve yiiksek mitotik orana sahiptirler. Meme kanseri tedavisinde hedef olarak
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kullanilan ti¢ belirtecin de olmamasindan dolay1 terapotik hedefi yoktur, prognozu kotiidiir
ve metastazik TNMK tanil1 hastalarda sagkalim daha kisadir. lk 3 yilda relaps riski yiiksek
olan TNMK ’nin uzak organ metastazi kemik yerine daha ¢ok i¢ organlardir (Foulkes, 2010,
Uscanga, 2016).

TNMK ’nin temel karakteristik 6zellikleri Bazal-benzeri meme kanserine benzerlik gosterse
de bu iki tip meme kanseri ayni degildir. TNMK bir meme kanseri fenotipidir. Bu fenotipte
tiimor hiicreleri immiinohistokimyasal olarak analiz edildiginde Ostrojen ve progesteron
reseptOrii negatif olarak gozlenir. Ayrica immiinohistokimyasal olarak bakildiginda HER2
asir1 ifadesi gozlenmez veya florasan in situ hibriditasyon teknigiyle analiz edildiginde

HER2 gen amplifikasyonu gozlenmez (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2. 4. TNMK simiflandirma Kriterleri

RESEPTOR YONTEM ANALIZ
Kontrole gore <%]1 oraninda herhangi bir yogunlukta
tiimor hiicre boyanmast
Kontrole gore <%] oraninda herhangi bir yogunlukta
tiimdr hiicre boyanmast

Immiinohistokimyasal 0 veya +1
HER? Florasaffin situ fl'efk prob HER?2 ortalama kopya sayis1 <4 sinyal/hiicre

hibridizasyon Iki prob HER’2/CEP1”7 oran1 <2 ve

ortalama <4 sinyal/hiicre HER 2

Ostrojen Immiinohistokimyasal

Progesteron = Immiinohistokimyasal

Bazal Benzeri meme kanseri ise bir molekiiler alt tipi ifade eder. Bu alt tip tiimdr hiicrelerinin
gen ifade profiline gore gruplandirilmistir. TNMK ’nin ¢ogu Bazal-benzeri tipte, bazal hiicre
belirteglerinin ilireten meme kanseri tiimorlerinin de ¢ogu triple negatiftir. Fakat tiim Bazal-
benzeri meme kanseri hiicreleri ER, PR ve HER2 negatif degildir. Ayrica tim TNMK

hiicreleri bazal hiicre belirteclerini sentezlemezler.

Bertucci ve digerlerinin 2008 yilinda yayinlanan ¢aligmalarina gore;

e Histolojik olarak boyandiginda TNMK olarak siiflandirilan 172 meme tiimorii gen
ifade profiline gore analiz edildiginde 123’{iniin (%71) bazal benzeri tipte oldugu
gbzlenmistir.

e Gen ifade profiline gore bazal benzeri olarak gruplandirilan 160 meme tiimorii

histolojik olarak boyandiginda 123’{iniin (%77) TNMK oldugu gézlenmistir.

Daha sonra farkli gruplarin yaptig1 ¢caligmalar da bu sonuglar1 destekler niteliktedir (Sekil
2.9)
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T Gen Profiline Gore Bazal Benzeri T

Sekil 2.2. TNMK ve bazal benzeri hiicre oranlari

2.3.1. Triple negatif meme kanseri epidemiyolojisi ve risk faktorleri

TNMK tiim invaziv meme kanseri olgularinin %15-20’sini olusturmaktadir. Kadinlarda
insidans1 13,0 (100.000 kadinda)’dir. Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii 2012-2018 kanser
istatistiklerine gore 5 yillik sagkalim orani en diisiik (%77,1) olan meme kanseri alt tipidir
(Cancer Stat, 2022).

Ulkemizde Ozmen ve digerlerinin (2019) 2005-2017 yillar1 arasinda meme kanseri tanisi
almig 19.503 kadinla yaptig1 ¢alismada olgularin %12’sinin triple negatif fenotipte oldugu

gbzlenmistir.

Meme kanserinin en agresif seyreden alt tipi olan TNMK’nin risk faktorleri meme

kanserinin diger alt tiplerinden az oranda farklilik gostermektedir.

FEtnik Koken

Meme kanseri en yliksek oranda beyaz irkta goriilmektedir. Meme kanseri alt tipleri etnik
koken bakimindan incelendiginde; TNMK en yiiksek oranda siyah irka mensup kadinlarda
goriildiigii anlagilmaktadir. Siyah 1rka sahip kadinlarda meme kanseri goriilme riski diisiik
olsa da goriilen meme kanserlerinin triple negatif fenotipte olma orani yiiksektir (Boyle,

2012; Avery, 2018).

Yas

Hormon reseptdrii pozitif meme kanserlerinin goriilme siklig1 yas arttik¢a artmaktadir.

Triple negatif meme kanseri ise daha ¢ok genc¢ kadinlarda gozlenmektedir. 40 yas alti
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kadinlarda goriilme sikligi daha yiiksek olan (OR:1,53) TNMK’nin, 65 yas ve iizeri
kadilarda goriillme sikligt %10-30’dur. TNMK uzak organ metastazlar1 bakimindan

incelendiginde ise 50 yas ve iizerinde metastaz riskinin arttig1 gézlenmistir (Yao ve digerleri,

2019).

Sosyoekonomik Durum

Genellikle sosyoekonomik statii arttikca meme kanseri riski artmaktadir. TNMK’da ise

durum tam terstir.

BRCA Mutasyonu

BRCA-1 mutasyonu tasiyan meme kanserlerinin biiylik bir cogunlugu TNMK fenotipini
gostermektedir. Bu timorlerin gen ifade profiline bakildiginda ise genellikle bazal benzeri
oldugu gozlenmektedir. TNMK’larin yaklasik %25°1 BRCA-1 mutasyonu tasirken, BRCA
mutasyonu tastyan meme kanserlerinin %75 den fazlast TNMK ve/veya bazal benzeri tiptir.
BRCA-2 mutasyonunun da TNMK ile iliskili oldugu bulunmustur. TNMK olgularinda
BRCA-2 mutasyonu goriilme oran1 %4-16dir (Guney Eskiler ve digerleri, 2018, Avery,
2018, Sporikova, 2018).

Obezite

Premenapozal kadinlardaki obezite TNMK riskini artirmaktadir. Kwan ve digerlerinin
(2009) yaptig1 bir ¢alismada premenapozal donemdeki TNMK hastalarinin biiyiikk oranda
asir1 kilolu veya obez oldugu gozlenmistir. invaziv meme kanseri olan 2.659 kadinla yapilan
bir ¢alismada viicut kitle indeksi >30 kg/m? olan premenapozal kadinlarda TNMK olusma
riskinin, viicut kitle indeksi <25 kg/m? olanlara gére %82 oraninda artmis oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 18 yasindan sonra viicut kitle indeksinde 10 kg/m? veya daha fazla kilo
artis1 gosteren kadinlar, kilo degisikligi olmayanlara gore TNMK olusmasi bakimindan 2 kat

artmis riske sahiptirler.

Menstiiral Dongii, Ureme Ovkiisii ve Hormonal Faktorler

Menstiiral dongii, iireme Oykiisli ve hormonal faktdrlerin TNMK agisindan riskleri hormon

pozitif meme kanserlerinden c¢ok az farklidir. TNMK fenotipinde meme kanseri olan
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kadinlarin gen¢ yasta menarj oldugu ve ilk tam hamileligini gen¢ yasta gecirdigi
goriilmektedir. Ayrica fazla sayida hamilelik ve emzirme doneminin kisaligi TNMK riskini
artirmaktadir. En az 4-6 ay emzirme TNMK riskini %25-50 oraninda azaltmaktadir
(Dawood, 2010, Millikan, 2008).

Kadinlarda TNMK i¢in risk faktorlerini asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz:

e 50 yas altinda premenapozal donemde meme kanseri tanist alma

e Siyahi irka sahip olma

e Yiiksek viicut kitle indeksi

¢ Geng yasta menarj

e Cok sayida hamilelik

e ilk dogumunu geng yasta yapma

e Emzirmeme
TNMK  erkeklerdeki meme kanseri olgularinin yaklasik %3-6’sm1  olusturmaktadir.
Erkeklerde de prognozu daha kétii olan TNMK, daha geng yasta gozlenir, tant koyuldugunda

daha ileri seviyededir ve yiiksek oranda mastektomiye gider (Leone ve digerleri, 2017).

2.3.2. Triple negatif meme kanseri siniflandirmasi

Lehman ve digerlerinin 2011 yilinda triple negatif meme kanserini 6 alt tip ve stabil olmayan
tip olarak siniflandirmislardir. Bunlar: Bazal Benzeri-1 (BB-1), Bazal Benzeri-1 (BB-2),
Immiinomodiilatér (IM), Mezenkimal (M), Mezenkimal Kok Hiicre Tipi (MKH) ve Luminal
Androjen Reseptor (LAR). Daha sonra TNMK dort alt tipe indirgenmistir.

Bazal Benzeri-1 (BB-1): Proliferasyona orani yiiksektir. Hiicre dongiisii kontroliinii
kaybetmislerdir ve ¢ok hizli hiicre bdliinmesi gosterirler. Bu nedenle Ki67 mRNA’simni1
yiksek oranda sentezlerler ve antimitotik ajanlara karst duyarlidirlar. Hiicre dongiisiinii

diizenleyen, DNA tamir ve DNA replikasyonu ile ilgili genlerin ifadeleri bozulmustur.

Bazal Benzeri-2 (BB-2): Biiylime faktorii ve miyoepitel belirtegleri sentezlerler. Glikoliz ve
glikoneogenez yolaklar1 aktive olmustur. Bu alt tipte hiicre sinyal yolaklarinin normal

olmayan aktivasyonu gozlenir.
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Immiinomodiilatér (IM): Immiin sistem hiicrelerinden olusmuslardir. Sitokin ifadesi
gosterirler ve antijen sunarlar. Mediiller meme kanseri ile benzer 6zellikler gostermektedir.

Prognozlar1 iyidir. Immiin hiicre iliskili genlerin ve sinyal iletim yolaklar1 aktivedir.

Mezenkimal ve Mezenkimal Kok Hiicre Tipi (M ve MKH): Epitelyal mezenkimal gecis ve
angiogenez (VEGFR2) belirtegleri sentezlerler. Dasatinib (Tirozin Kinaz inhibitorii) ve
mTOR’a duyarlidir. Mezenkimal alt tipte hiicre gogiiyle ilgili sinyal yolaklari, ekstraseliiler
matriks reseptor iligkili yolaklar ve farklilasma ile ilgili yolaklar aktive olmustur.
Mezenkimal kok hiicre alt tipinde ise hiicre c¢ogalmasi ile iligkili genler diisiik ifade
gosterirken, kok hiicre iliskili genlerin, HOX genlerinin ve mezenkimal kok hiicre spesifik

belirteclerin ifadesi artmistir.

Luminal Androjen Reseptor (LAR): Diger TNMK alt tiplerine gore farkli gen ifade profili
gosterirler. Hormon iliskili sinyal yolaklar1 aktive olmustur. Androjen reseptor ifadesi
gosterirler. Androjen reseptoriine karsi gelistirilmis tedavi segenekleri i¢in en uygun alt

gruptur (Dass ve digerleri, 2021, Bosch ve digerleri, 2010, De Ruijter ve digerleri, 2011).

TNMK hiicreleri ER, PR ve HER ifadesi gostermediginden endokrin veya molekiiler hedefli
tedavilere duyarli degildir. Sistemik tedavi olarak kemoterapi uygulanmakta fakat
geleneksel cerrahi sonras1 adjuvan kemoterapi etkinligi diisiiktiir. Cogu erken evre TNMK
hastalar1 i¢in standart tedavi antrasiklin-taksan kiirtidiir. Antrasiklinin kontraedike oldugu
durumlarda dosetaksel-siklofosfamid tedavisi uygulanabilmektedir. Neoadjuvan kemoterapi
sonrasinda residiiel hastalig1 olan hastalarda kapesitabin akla gen bir kemoterapik ajandir.
Karboplatin ise tiim standart (doksorubisin, siklofosfamid, paklitaksel) kemoterapi
ajanlarina eklenebilmektedir. Tam patalojik cevabin olugsmasini saglamaktadir. BRCA
mutasyonu bulunanlarda daha etkili olabilmekle birlikte ciddi toksisite gostermektedir
(Caparica ve digerleri, 2019, Colligon ve digerleri, 2016, Cesar, 2020). TNMK alt tipleri
icin diisliniilen ve calismalar1 devam eden bazi kemoterapotik ajanlar Cizelge 2.5°de

Ozetlenmistir.



Cizelge 2.5. TNMK alt tiplerinin potansiyel tedavi secenekleri
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TNMK Alt Tipi

Ozellikleri

iliskili Genler /
Yolaklan

Sinyal

Potansiyel Tedavi Secenekleri

Bazal Benzeri-1

Proliferasyon Orani1 Yiiksek
DNA Replikasyonu ve
Onarimda Bozulma

Hiicre Dongiisiinde Bozulma

MYC, TP53, PIK3CA, KRAS,
FGFR1, CCNE1, CDK®,

CDKN2A/B, BRCA2, PTEN,
MDM2, RB1, IGF1R, AKT2,

Mitoz Inhibitorleri
Sitostatik Ajanlar

PARP Inhibitorleri
Sentetik DNA Inhibitorleri

Bazal Benzeri-2 Biiyiime Faktorii iligkili EGFR, MET, NGF, Wnt/B- Sitostatik Ajanlar
Sinval Yolaklarinda katenin, IGF-1R yolaklar PARP Inhibitorleri
Aky Biiylime Faktorii Inhibitorleri
tivasyon mTOR Inhibitdrleri
Metabolik Yolaklarda
Aktivasyon
Immiinomodiilatér | immiin Hiicre Iliskili Th1/Th2, NK hlflcre» g Hil'l(cre SitOSta!ikhAbia”'iif
P : Reseptor Sinyal, Dendriti PARP Inhibitorleri
Genlerin Aktlvasyonu Hiicre, T Hiicre Reseptor fmmiin Kontrol Noktas1
Sinyal, IL-12 ve IL-7 Inhibitorii
Yolaklari
Mezenkimal Hiicre Gogiiyle Sinyal TIIGII:-IB gin}Ial Yolagi, EMT Bi_iry(;ige. I;Ia];térﬁl Inhibitarleri
: Tliskili Genler m Inhibitorleri
Yl? Iaklarllu,lAktlvasyinu Biiyiime Faktorleri PI3K Inhibitérleri
E stras.e U _er Matl‘l s Wht/ B-katenin Sinyal Yolagt | MAPK Inhibitorleri
Reseptor Iliskili Yolaklarin Scr Inhibitdrleri
Aktivasyonu
Farklilagsma Yolaklar1
Aktivasyonu
Mezenkimal Kok | Mezenkimal Alt Tipi Kok Hiicre Iligkili Genler Biiyiime Faktorii inhibitorleri
Hiicre OZelhklerl HOX Genleri PI3K Inhibitorleri
o Al . Scr Inhibitérleri
Diisiik Proliferasyon MTOR Inhibitorleri

MAPK inhibitorleri

Luminal Androjen
Reseptor

Hormonla iliskili Yolaklarin
Aktivasyonu

Steroid Sentezi

Porfirin Metabolizmasi
Androjen/Ostrojen
Metabolizmasi

Hormon Iliskili Sinyal
Yolaklar

Nonsteroid Antiandrojenler
mTor inhibitorleri
PI3K Inhibitorleri

2.4. Eribulin Mesilat Yapis1 ve Etki Mekanizmasi

Eribulin mesilat halichondrin B’nin sentetik makrosiklik keton analogudur. Halichondrin B

[k defa 1985 yilinda Hirata ve Uemura

kompleks ve dogal bir polieter makrolidtir.

tarafindan nadir bulunan bir Japon deniz siingeri olan Halichondria okadai’den izole

edilmistir. Bu arastirma grubu tarafindan in vitro ve in vivo ortamda belirgin antikanser

aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu deniz siingerinin nadir ve pahali olmasindan

dolay1 ilag gelistirme ¢alismalart duraklamistir.

1998 yilinda Yoshito Kishi’nin halichondrin B’nin sitotoksik fonksiyonunun C1-C38

motifindeki makolid lakton grubu oldugunun kesfetmesiyle, Eisai Arastirma Enstitiisii bu

motifi igeren halichondrin B’nin sentetik analogu olan Eribulin Mesilat’in (Halaven®)

patentini almustir (Sekil 2.3). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (Food and
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Drug Administration-FDA) 15 Kasim 2010 yilinda antrasiklin ve taksan tedavisi iceren en
az 2 kemoterapi rejimi uygulanmis metastatik meme kanserinde Eribulin mesilat
kullanilmasina onay vermistir. Ayrica 2016 yilinda FDA tarafindan liposarkom i¢in 2. kusak

tedavi i¢in onay almistir (Swami, 2015, Jimenez, 2018).

Halichondrin B Eribulin Mesilat

Sekil 2.3. Eribulin Mesilat yapisi

Eribulin mesilat bir mikrotiibiil dinamik inhibitoriidiir ve antikanser etkisini tiibiiline
baglanarak gostermektedir. Tibiline baglandiginda; polimerizasyon inhibe olur ve
mikrotiiblil uzamasi engellenir. Hiicrede geri doniisiimsiiz mitoz blokaji olusur ve hiicre

apoptoza gider.

Yapilan calismalar Eribulin mesilatin antikanser etkisinin sadece tiibilin iizerinden
olmadigini gostermistir. Timor mikrogevresini degistirerek de kanser hiicrelerinin 6liimiine
neden olmaktadir. Antiangiogenik etkisi olmakta, tiimor oksijen saturasyonunu artirmakta,
TGF- B1 plazma konsantrasyonunu diisiirerek tiimoriin hipoksik bolgelerine oksijen akisini
azaltmakta ve SMAD2 ve SMAD3 fosforilasyonunu baskilayarak in vitro migrasyon ve

invazyonu, in vivo metastazi inhibe etmektedir (Funahashi, 2014).

2.5. EF24 Yapisi ve Etki Mekanizmasi

EF24 bir hidrofobik polifenol olan Curcuma long’nin (Kurkumin) sentetik analogudur (Sekil
2.4).
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Kurkumin EF-24

Sekil 2.4. EF24 yapis1

Antioksidan, anti-inflamatuvar, antimikrobiyal ve antikanser etkileri gosterilmis olan
kurkuminin diisiik etkinlik profili olmasi ve oral biyoyararlaniminin diisiik olmasi nedeniyle
sentetik olarak analoglar1 iretilmistir (Yonghan, 2018). Biyoyararlanimi en iyi
analoglarindan biri EF24°dir (Sekil 2.5).

Anti-iflamatuvar

i

Apoptozis Proliferasyon
indiiklenmesi Inhibisyonu inhibisyonu
Sekil 2.5. EF24'in etkileri

EF24 antikanser etkisini NF-kB sinyal yolagi tizerinden gostermektedir (Kasinski ve
digerleri, 2008). EF24 1kB kinaz’1 (IKKp) iizerinden NF-kB sinyal yolagini inhibe ederek
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hiicreyi apoptoza gotiiriir. NF-kB hiicrede bir¢cok yolakta yer alan genleri diizenlemektedir.

Bu yolaklar:

e Hiicre ¢ogalmasi

e Hiicre farklilagmasi

e Hiicre dongiisiiniin kontrolii
e Onkojenik aktivasyon

e Metastaz

Hucre Zari
| — G2
IKK'nin katalitik
aktivitesini inhibe eder
® KBa Hicre
= Dénglisti Kontrolii
N Hicre Onkoleni
g Farklil nkojenik
E . RIS Aktivasyon
6. p65 p50 /
:g Hoew Metastaz
(V)] Cogalmasi ®——_ Hiicre Fonksiyon i
Degisikligi
CIxBad T
\ Protein
JO Ubikitinasyon T
p65 p50 —~_~~_~ MRNA
Cekirdek Zari

<€—— (__D Ko-aktivator

<+— ) RNA Polimeraz

i T o mRNA

Ko-aktivator
' RNA Polimeraz

Response Element Hedef Gen Aktivasyonu

Sekil 2.6. EF24'in NF-kB yolag: lizerinden etki mekanizmasi
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Yapilan bir¢ok calismalarda EF24’{in antitiimor etkisi gosterilmistir. Lin ve digerlerinin
2021 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda EF24°iin osteosarkom hiicrelerinde hiicre ¢liimiinii
uyardig1 gosterilmistir. Ayrica metastazik kolanjiokarsinom fare modelinde yapilan bir
calismada EF24’{in metastazi baskiladig1 gosterilmistir (Yin,2016). Adams ve digerlerinin
2005 yilinda TNMK hiicre hattinda (MDA-MB-231) yaptiklar1 bir ¢aligmada EF24’iin

apoptozu indiikledigi gosterilmistir.

Agresif ve prognozu kotii bir meme kanseri alt tipi olan TNMK’ nin giiniimiizdeki tedavi
protokolleri ile ilk bes yi1lda mortalite orani1 yaklasik %40 dir. Meme kanseri hiicrelerinde
gozlenen spesifik belirteclerinin olmamasindan dolayr endokrin tedavi veya HER2

tedavisine yanit vermeyen bu alt tipin heniiz standart bir tedavisi bulunmamaktadir.

Literatirde TNMK hiicrelerine EF24 ve eribulin’in uygulandigi bir c¢alismaya
rastlanmamustir. Bu ¢alismada bu ajanlarin tek baslarina ya da birlikte uygulanmasinin,
hiicre canliligini nasil etkileyeceginin saptanmasi, hiicrelerde sitotoksisiteye neden olup
olmayacagiin belirlenmesi, hangi hiicre 6liim yolaginin ya da sag kalim yolaklarinin
uyarilacaginin tespiti hedeflenmektedir. Ayrica, BRCA geninin TNMK hiicrelerinde ifadesi
ya da ifadesinin yoklugunun kullanacagimiz ajanlarin olusturacagi hiicresel cevap lizerine

etkisinin olup olmadigini belirlemeyi amagliyoruz.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hiicre hatlan

Bu tez ¢alismasinda BRCA Yabanil Tip (+/+) Triple Negatif Hiicre hatt1 olarak MDA-MB-
231 ve BRCA Mutant Tip (-/-) Triple Negatif Hiicre hatt1 olarak MDA-MB-436 kullanmuistir.
Bu calismada kullanilan hiicre hatlar1 boliimiimiizde 6nceki projelerde ticari olarak satin

alimmustir.

3.1.2. Kullamilan cihazlar

. Biyogiivenlik kabini (DanLaf)

. Cedex XS Analyzer (Roche)

. Calkalayic1 (Biosan 3D mini shaker)
. -86°C Derin dondurucu (Sanyo)

. -20°C Derin dondurucu (Sanyo)

. Dikey Elektroforez Sistemi (BioRad)
. Hassas terazi (Precisa)

. Invert mikroskop (Zeiss)

. Jel ve Membran Goriintiileme Cihazi (GelLogic 2200pro)
. Karbondioksitli Etiiv (Sanyo)

. Kuru 1sitic1 blok (Biosan)

. Manyetik karistirict (TMA 2071)

. Mikropipetler, 10 ul, 100 pl, 1000 ul (Ependorf)

. Mikroplaka okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
. pH metre (WTW 422)

. Buzdolabi (Argelik)

. Sogutmasiz santrifiij (Heraeus Labofuge 200)

. Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22 R)

. Spin vorteks (Biosan)
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3.1.3. Kullanmilan sarf malzemeler

. Hiicre dondurma ampiilii (Greiner)

. Hiicre kiiltiir flasklari, 75 cm2 (Nest Scientific)

. Hiicre sayimi i¢in tek kullanimlik Slayt (ibidi)

. 0.2, 0.6 ve 1.5 ml mikrosantrifiij tiipleri (Nest Scientific)

. Plaka, 96 kuyulu (Nest Scientific)
. Polivinildenflorit Membran (GVS)
. Santrifiij tiipleri 15 ve 50 ml (Nest Scientific)

3.1.4. Kullanilan kimyasal malzemeler

. 4X Ornek Yiikleme Cozeltisi (BioRad)
. B-Merkaptoetanol (Merck)

. %5 Tripsin EDTA (Sartorius)

. Aquaguard 1 (Sartorius)

. Akrilamid (Amresco)

. Amonyum per Siilfat (Sigma)

. Bisakrilamid (Amresco)

. Eribulin Mesilat (MedChemEXxpress)

. Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck)

. EF24 (Sigma)

. Etanol (Sigma)

. Fetal sigir serum (FBS) (Gibco)

. Glisin (Ablicam)

. Kemolimunisans Ajani (BioRad)

. L-Glutamin igeren DMEM Besiyeri (Capricorn Scientific)
. Metanol (Merck)

. MTT (BioShop)

. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Capricorn Scientific)
. Penisilin/Streptomisin (Sartorius)

. Protein Standarti (ABM)

. Sodyum Dodesil Siilfat (Ablicam)

. Tetrametiletilendiamin (Sigma)
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. Tripan mavisi boyasi (Sigma)
. Tris (Ablicam)
. Twin 20 (BioShop)

3.1.5. Kullanilan kitler ve antikorlar

. Beclin 1 Monoklonal Antikoru (Proteintech)
. BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)
. Cell Death Detection ELISA (Roche)

. HRP Konjuge Antimouse m-lgGg BP-HRP (Santa Cruz)
. GAPDH Monoklonal Antikoru (Santa Cruz)
. m-lgGk BP-HRP (Santa Cruz)

. Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit (I1) (Cell Signaling)
. Phospho-ERK 1/2/INK/P38a ELISA Kit (RayBiotech)
. p62 Monoklonal Antikoru (Proteintech)

. NF kappaB p65 (pS536 + Total) (Abcam)

3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

a) %1 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanisi;

Besiyeri 495 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyeri igerisine 5 ml Fetal
Bovine Serum (FBS), penisilin (100 IU/ml) ve streptomisin (100 pg/ml) olacak sekilde

eklendi. FBS oran1 %1, Penisilin-Streptomisin orani %1 olan DMEM besiyeri hazirlandi.

b) %10 FBS igeren DMEM besiyerinin hazirlanisi;

Besiyeri 450 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyeri igerisine 5 ml Fetal
Bovine Serum (FBS), penisilin (100 IU/ml) ve streptomisin (100 pg/ml) olacak sekilde

eklendi. FBS oran1 %10, Penisilin-Streptomisin oran1 %1 olan DMEM besiyeri hazirlandi.
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) %0,5 MTT karisiminin hazirlanmasi;

MTT ¢ozeltisini hazirlamak i¢in toz halinde bulunan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromit konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde tartildi. PBS (Fosfat
Buffer Saline) igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan stok ¢ozelti, por ¢ap1 0,20 um olan filtreden

gecirilerek daha az miktarlara ayrilmak suretiyle +4°C’de karanlikta saklandi.

d) 20 mM EF24 stok ¢6zeltisinin hazirlanmast;

5 mg EF24 tartilip 803 pl DMSO igerisinde ¢oziildii. Kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi.

e) 1 mM Eribulin Mesilat (EM) stok ¢o6zeltisinin hazirlanmast;

0,5 mg Eribulin Mesilat tartilip 605,3 uL DMSO igerisinde ¢oziildii. Stok c¢ozelti
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip ¢esitli

konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanda.

f) %10’luk SDS hazirlanigi (100 ml)

10 g sodyum dodesil stilfat tartildi. 100 ml distile su igerisinde ¢6ziildii. Oda sicakliginda

muhafaza edildi.

g) 1,5 M Tris buffer (pH:8,8) (150 ml)

27,23 g Tris base tartildi. 80 ml distile su igerisinde ¢oziildii (pH8,8). Distile su ile 150 ml’ye

tamamlandi. +4°C’de sakland:.

h) 0,5 M Tris buffer (pH:6,8) (100 ml)

27,23 g Tris base tartidi. 60 ml distile suda ¢oziildii (pH 6,8). Distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi. +4°C’de saklandi.

1) 10X Running buffer (pH:8,3) (1000 ml)
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500 ml distile su igerisinde 30,3 g Tris base, 144 g glisin ve 10 ml %10’luk SDS ¢oziildii.
Toplam hacim distile su ile 1000 m1’e tamamlandi.

i) 10X Tris-Glisin stok soliisyonu

30,3 g tris base tartildi. 2000 ml distile suda, 144 g glisin ile ¢ozildii.

J) Transfer buffer

600 ml distile su, 10X konsantrasyondaki Tris glisin stogu (100ml) ve metanol (200 ml)
karistirildi (pH 8,3). Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

k) % 10 Amonyum persiilfat (APS) soliisyonu

1 ml suda 100 mg APS ¢6ziildii. Her ¢alisma Oncesi taze olarak hazirlandi.

1) 10X TBS soliisyonu

500 ml distile suda 12,1 g Tris base ve 40 g NaCl ¢oziildii. 1X’inin pH’s1 7,4’¢ ayarlandi.

m) Primer ve sekonder antikor diliisyon soliisyonu

Taze olarak 10 ml 1X TBS, %1 Tween20 ve 0,3 g BSA ile hazirlandi. Antikorlar uygun
diliisyonda seyreltildi.

n) Ornek hazirlama soliisyonu

10 ml 6rnek hazirlama soliisyonu igin 1,25 ml 2M Tris HCL (pH:6,8), 4 ml Gliserol, 4 ml
%20 SDS ve % 0,0002 BP blue (0,75 ml) karistirilarak hazirlanda.

0) SDS-PAGE i¢in Jel Hazirlanmasi

Yiikleme jeli toplamda 5 ml olacak sekilde; Distile su (3.4 ml), %30 Akrilamid/Bisakrilamid
(0.83ml), 1 M Tris (pH 6.8 0.63 ml), %10 SDS (0.05 ml), %10 APS (0.05 ml) ve TEMED
(0.005 ml) karistirilarak hazirlandu.
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Toplamda 10 ml % 10’luk ayirma jeli igin; Distile su (4 ml), %30 Akrilamid/Bisakrilamid (
3.3ml), 1,5M Tris (pH 8.8 2,5 ml), %10 SDS (0,1 ml), %10 APS (0,1 ml) ve TEMED (0,004

ml) karistirilarak hazirlandi.

0) Stripping Soliisyonu

%10 SDS (20ml), 0,5 M Tris HCL (pH:6,8 12,5 ml), distile su (67,5 ml) ve  merkaptoetanol
(0,8 ml) karistirilarak hazirland.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hiicre kiiltiirii

Bu calismada MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 Triple Negatif Meme kanseri hiicre hatlari
%10 FBS ve %]l antibiyotik iceren DMEM besiyerinde %5 CO2’li ve nemli etiivde 37°C de
cogaltildi. MDA-MB-231 hiicre hatt1 diisiik glukoz (diistik glikoz) ve MDA-MB-436 hiicre
hatt1 yiiksek glukoz (yiiksek glikoz) igeren DMEM besiyerinde inkiibe edildi. Hiicre sayimi

Cedex XS Analyzer cihazi ve Triptan mavisi ¢ozeltisi kullanilarak yapilda.

3.3.2. Hiicre canlili@inin belirlenmesi

Hiicre canliliginin belirlenmesinde MTT yontemi kullanildi. MTT sar1 renkte ¢oziiniir bir
tetrazolyum boyasidir. Canli hiicrelerde bulunan dehidrojenaz enzimi aktivitesi ile
indirgenerek mor renkli formazan kristallerine doniistir. Mossmann ve arkadaglarinin 1983
yilinda yayinlanan ¢aligmalarinda MTT analizi sonucu olusan renk yogunlugu ile canli hiicre

sayisi1 arasinda pozitif baglanti oldugu gosterilmistir (Mosmann, 1983)

Calismamizda MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 Triple Negatif Meme kanseri hiicre
hatlarina EF24 ve Eribulin Mesilat farkli konsantrasyonlarda tek baslarina, birlikte ve sirali
olarak 24 ve 48 saat uygulandi. Sirali uygulamada EF24 hiicrelere 24 saat uygulandi.
Sonrasinda EF24 igeren besiyeri uzaklastirildi ve EM igeren besiyeri ile 24 saat daha inkiibe
edildi. Fakat, sirali uygulama sonucu elde edilen hiicre canlilik oranlari birlikte uygulama ile

karsilagtirildiginda, hiicre canliliginin fazla olmasi nedeniyle calismanin geri kalan
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boliimlerinde ajanlarin birlikte uygulanmasi ile devam edildi. MTT yontemi ile hiicre

canlilig1 belirlendi.

Cedex XS Analyzer cihazi ile hiicrelerin sayimi gergeklestirildikten sonra 96 kuyulu hiicre
kiiltiir plakalarinda her kuyuya 10.000/100 pl hiicre gelecek sekilde %1 FBS iceren DMEM
besiyerine hiicreler ekildi. MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in diisiik glukoz (diisiik glikoz) ve
MDA-MB-436 hiicre hatt1 icin yiliksek glukoz (yiiksek glikoz) igeren DMEM besiyeri
kullanildi. Kiiltiir plakalar1 %5 CO2’li ve nemli etiivde 37°C de 24 saat inkiibe edildi. EF24
ve Eribulin Mesilat’in stok ¢ozeltileri ve %10 FBS igeren DMEM besiyeri kullanilarak EF24
ve Eribulin Mesilat’in farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi. Hiicreler bu konsantrasyonlarda
tek baslarina, birlikte ve sirali olarak 24 ve 48 saat olarak %5 CO2’li ve nemli etiivde 37°C
inkiibe edildi. Kiiltiir ortaminda DMSO %,0,1’in altinda tutuldu. Siire sonunda hiicre kiiltiir
kaplarindaki kuyularda bulunan besiyeri uzaklastirildi. Her bir kuyuya 90 ul %10 FBS igeren
DMEM besiyeri ve stok MTT ¢ozeltisinden 10 pl eklenerek 3 saat 37°C’lik etiivde inkiibe
edildi. MTT boyas1 uzaklastirildi. Formazan kristalleri her bir kuyuya 100 pl DMSO’nun
eklenmesi suretiyle c¢oziildii. Mikroplaka okuyucusu (Spectramax M3 plate reader,
Molecular Devices) kullanilarak 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Deney
4 tekrarli yapildi. Ortalama absorbans degerleri hesaplandi. EF24 ve/veya Eribulin Mesilat
ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerinin canliligi (DMSO ile hazirlanan DMSO kontrol)
%100 olarak kabul edildi. EF24 ve/veya Eribulin Mesilat ile inkiibe edilen hiicrelerin
ortalama absorbans degeri, kontrol hiicrelerinin absorbans degerine ile oranlandi. Yiizde

olarak hiicre canlilig1 belirlendi.

3.3.3. DNA fragmantasyon oraninin belirlenmesi

DNA fragmantasyon oranlarinin belirlenmesinde Cell Death Detection ELISA (Roche) kiti
kullanildi.

MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarinda her bir kuyucuga
10.000 hiicre gelecek sekilde %1 FBS’li DMEM ile ekildi. Hiicrelere daha 6nce belirtilen
miktarda 8 uM EF24, 10 nM EM ve 8 uM EF24 + 10 nM EM %10 FBS’li DMEM ile
verilerek 24 saat inkiibe edildi. Tiim konsantrasyonlarda deney c¢ift tekrarli yapildi.
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Siire sonunda 200 pL lizis tamponu eklenerek oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Hiicre lizati
mikrosantrifiij tiipiine alindi ve 10 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi. Streptavidin kapli
mikroplakaya, 20 uL istte kalan s1vi koyuldu. 80 pL anti-histon biyotin ve anti-DNA POD
koyulduktan sonra ¢alkalayicida oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda 3 defa
yikama ¢ozeltisi (300 pL) ile oda sicakliginda yikandi. Peroksidaz substrat ¢ozeltisinden
(ABTS) 100 pL eklenerek oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. 100 uL. ABTS durdurucu
cozeltisi eklendi. Mikroplaka okuyucuda 405 nm dalga boyunda absorbans degerleri

okundu.

3.3.4. MAPK sag kalim yolaginda gorevli proteinlerin diizeyinin belirlenmesi

MAPK sag kalim yolaginda gorevli proteinlerin diizeyinin belirlenmesinde Phospho-ERK
1/2/INK/P38a ELISA Kit (RayBiotech) kullanildi. MAPK sag kalim yolagindaki ERK 1/2,

JNK ve p38 proteinlerinin diizeyleri ve fosforile durumlarinin miktarlari analiz edildi.

Kit protokoliine uygun olarak hiicre lizatlar1 ve pozitif kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. MDA-
MB-231 ve MDA-MB-436 hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarinda her bir kuyucuga 10.000
hiicre gelecek sekilde %1 FBS’li DMEM ile ekildi. Hiicrelere daha dnce belirtilen miktarda
8 uM EF24, 10 nM EM ve 8 uM EF24 + 10 nM EM %10 FBS’li DMEM ile verilerek 24
saat inkiibe edildi. Hiicreler PBS ile yikand1 ve 1 ml’de 4x107 hiicre bulunacak sekilde 1x
Lizis tamponunda ¢6zdiiriildii. Lizatlar 2-8 °C’de 30 dakika sallayici lizerinde inkiibe edildi
ve 2-8 °C’de 10 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Uste kalan siv1 temiz test tiipiine
alimip hizlica -70°C’de donduruldu.

Antikorlarla kaplanmis mikroplakanin her bir kuyusuna 100 pL 6rnek veya pozitif kontrol
eklenip sarildi ve 2,5 saat oda sicakligi inkiibe edildi. Cozelti uzaklagtirilip kuyular
yikandiktan sonra hazirlanan primer antikordan her kuyuya 100 uL eklendi. Oda
sicakliginda inkiibe edildi (1 saat). Siire sonunda kuyular yikandi ve hazirlanan 1x HRP-
bagli antikor ¢ozeltisinden 100 pL eklenip, 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Kuyular
yikand1 ve 100 uL. TMB (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine) one-step substrat reaktifinden
eklendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edin. Son olarak kuyular tekrar yikandi ve her
bir kuyuya 50 uL durdurma ¢ozeltisi eklenip bekletilmeden 450 nm’de mikroplaka okuyucu
ile 6l¢iim yapildu.
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3.3.5. NF-kB aktivite diizeyinin belirlenmesi

NF-kB aktivite diizeyinin belirlenmesi i¢in NF kappaB p65 (pS536 + Total) (Abcam) kiti
kullanildi. Kit protokoliine uygun olarak hiicre lizatlar1 ve pozitif kontrol soliisyonlar
hazirlandi. Kuyulara 50 puL hiicre lizat1 veya kontrol eklendi. Daha sonra 50 pL antikor
kokteyli eklendi. Oda sicakliginda inkiibe edildi (1 saat). Siire sonunda tiim s1v1 kuyulardan
uzaklastirilip 350 pL 1X Wash Buffer PT ile ii¢ kez yikandi. Her kuyuya 100 uL TMB
Substrat eklenip ve 15 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 100 pL durdurma soliisyonu

eklendi ve mikroplaka okuyucusunda 450 nm'de absorbans degerleri okundu.

3.3.6. Mitokondriyal membran potansiyelinin degisiminin belirlenmesi

Mitokondriyal membran potansiyelinin degisiminin belirlenmesinde Mitochondrial
Membrane Potential Assay Kit (II) (Cell Signaling) kullanildi. Bu yontemde mitokondriyal
membran potansiyeli tetrametilrodamin etil ester (TMRE) florasan boyasi1 kullanilarak
belirlendi. Bu boya pozitif yiikliidiir ve mitokondri membranindan gegebilmektedir.
Mitokondriler depolarize oldugunda TMRE sitoplazmaya yayilmakta ve hiicrede floresan
yogunlugu artmaktadir. 8 uM EF24, 10 nM EM ve 8 uM EF24 + 10 nM EM %10 FBS’li
DMEM ile verilerek 24 saat inkiibe edilen hiicrelere ve negatif kontrole TMRE 1000nM
nihai konsantrasyonda eklenip 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

3.3.7. Protein miktar tayini

Hiicre lizatlarinda bulunan protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Bikinkoninik Asit (BCA)
kiti kullanildi. Standartlar bovine serum albiiminin ve saf su kullanilarak 2000 pg/ml, 1500
pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonlarda
hazirlandi. 96 kuyulu plakanin herbir kuyusuna iki tekrarli olacak sekilde 25’°ser pl 6rnek
veya standart dagitildi. Reaktif B:A oran 1:50 olacak sekilde hazirlanarak herbir kuyuya
200 pl eklendi. 37°C de yarim saat inkiibe edildi. ELISA mikroplaka okuyucuda 562 nm
dalga boyunda oOlgiim okundu. Standart soliisyonlardan elde edilen dalga boyu ve
konsantrasyon oranlar1 kullanilarak Microsoft excel programinda standart egri cizilip
regresyon denklemi olusturuldu. Orneklerde bulunan protein konsantrasyonu elde edilen bu

denklem aracilig1 ile hesaplandi.
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3.3.8. Beclinl, p62 ve GAPDH protein miktarlarinin western blot yontemi ile
belirlenmesi

Yiikleme ve ayirma jeli dokiildii. Ornekler her kuyuya 30 pg protein gelecek sekilde drnek
hazirlama soliisyonu ile diliiye edildi. 95 °C de 5 dakika denatiire edildi. Oda sicakligina
gelince ilk kuyuya marker protein ¢ozeltisi ve diger kuyulara 6rnekler yiiklendi. Jel 1X

running buffer icerisinde dnce 20 mA ve daha sonra 40 mA’de 2 saat yiiriitiildii.

Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinlerin gozle takibi marker araciligr ile
yapildi. Yiriitme islemi bittikten sonra jel {izerinde bulunan proteinler GVS membrana
transfer edildi. Transfer kasetine siinger, kurutma kagidi, jel ve GVS membran yerlestirildi.

Transfer tamponu icerisinde 2 saat 200mA’de transfer islemi gergeklestirildi.

Membranlar %5 lik kazeinde blokland1. Ug kez TBS-T soliisyonu ile yikandi. Beclin 1 ve
p62 primer antikorlar1 eklendi. Bir gece boyunca +4°C de galkalayici iizerinde bekletildi. Ug
kez TBS-T soliisyonu ile yikandi. Sekonder antikorlar eklendi. Oda sicakliginda ¢alkalayici
tizerinde iki saat beklettikten sonra i¢ kez TBS-T solisyonu ile yikandi. CL
Chemiluminescent HRP Western substrat soliisyonu ile karanlikta 5 dakika karigtirict
iizerinde bekletildi. Gel Logic 2200 Pro cihazinda Carestreem programi kullanilarak
goriintiilendi. GAPDH analizi i¢in membranlara stripping yapildi. Membranlar 50°C de 45
dakika stripping solusyonunda bekletildi. TBST-T ile ii¢ kez yikanan membranlar
bloklanarak yukaridaki islemler GAPDH antikorlar1 kullanirak tekrarlandi. Bant kalinliklari

Imagel programi kullanilarak degerlendirildi.
3.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS-24 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) ve e-PICOS programi
kullanildi. Tanimlayici istatistiklerden ortalama + standart sapma, yiizde ve oran kullanildi.
Siirekli verilerin karsilastirilmasinda student t testi kullanildi. Oranlarin karsilastirmasinda

Z testi kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhiliginin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

41.1. EF24’in hiicre canhh@ iizerine etkisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
belirlenmesi

EF24, MDA-MB-231 hiicrelerine 24 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre canliligimin konsantrasyona bagli olarak azaldigi
belirlendi. EF24’iin 1, 2 ve 4 uM oldugu konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicrelerindeki
canliliginin yaklasik %100 oldugu goriildii. Hiicre canliliginin, 8uM konsantrasyonda %89,
16 ve 32 uM konsantrasyonda yaklasik %80 diizeylerinde oldugu belirlendi. MDA-MB-231
hiicrelerine EF24 24 saat uygulandiginda, 8uM (p=0,005), 32 uM (p=0,001), 16 uM

(p=0,005) konsantrasyonlarda azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.1).

*
DMSO 1uM 2 uM 4 uM 8 uM 16 uM 32 uM
H Canlilik % 100 99 99 96 89 80 81
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Sekil 4.1. MDA-MB-231 hiicrelerine EF24’{in 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlar1t *DMSO (Kontrol) grubu
ile karsilastirma sonucu anlamlilik degeri p <0.05

EF24, MDA-MB-231 hiicrelerine 48 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre canliliginin konsantrasyona bagli olarak azaldig:
belirlendi. EF24’tn 1, 2, 4 ve 8 puM oldugu konsantrasyonlarda MDA-MB-231
hiicrelerindeki canliligin %92-100 diizeylerinde oldugu goriildii. Hiicre canliliginin, 16 uM
konsantrasyonda %87, ve 32 uM konsantrasyonda %72 oldugu belirlendi. MDA-MB-231
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48 saat uygulandiginda, 16 uM (p=0,006) ve 32 uM konsantrasyonlarda (p<0.001) hiicre

canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.2).
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DMSO my 2 uM 4 uM 8 uM 16 uM 32 uM
m Canlilik % 100 95 95 92 % 87 72

Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicrelerine EF24°{in 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlart *DMSO (Kontrol) grubu ile
karsilastirma sonucu anlamlilik degeri p <0.05

4.1.2. Eribulin Mesilatin hiicre canlihi iizerine etkisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
belirlenmesi

EM, MDA-MB-231 hiicrelerine 24 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Yapilan
degerlendirmede, hiicre canliliginin konsantrasyona bagli azaldigi saptandi. Hiicre
canliligmnin, 5nM konsantrasyonda %91, 10nM konsantrasyonda %89, 20 nM
konsantrasyonda %78 ve 25nM konsantrasyonda %75 oldugu belirlendi. MDA-MB-231
hiicrelerine EM 24 saat uygulandiginda 5nM (p=0,020), 10 nM (p=0,014), 20 nM (p=0,001),
25 nM (p=0,001), 50 nM (p=0,003), 75 nM ve 100 nM konsantrasyonlarda (p<0,001) hiicre

canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicrelerine EM’nin 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlar1 *DMSO (Kontrol) grubu
ile karsilagtirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

EM, MDA-MB-231 hiicrelerine 48 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Yapilan
degerlendirmede, hiicre canliliginin EM’nin disiik konsantrasyonlarinda (5-20 nM)
konsantrasyona bagli olarak azaldigi belirlendi. 20nM konsantrasyonda hiicre canliligin
%A43’e diistiigii gozlendi. EM’nin yiiksek konsantrasyonlarinda ise (25-100) diisiik
konsantrasyonlara gore bir artig gozlenmis ancak konsantrasyon arttik¢a bir azalma saptandi.
Hiicre canliliginin, 25 nM konsantrasyonda %83, 50 nM konsantrasyonda %76, 75-100 nM
konsantrasyonlarda ise %66 oldugu belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerine EM 48 saat
uygulandiginda 10 nM (p=0,002), 20 nM (p<0,001), 25 nM (p=0,002), 50 nM (p=0,002), 75
nM (p<0,001) ve 100 nM (p=0,001) canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlaml1
bulundu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicrelerine EM’nin 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlar1 *DMSO (Kontrol) grubu
ile karsilagtirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

4.1.3. EF24 ve Eribulin Mesilatin birlikte uygulanmasimin hiicre canhhg iizerine
etkisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicrelerine tek basina uygulanan ajanlarin sonuglar1 degerlendirildikten
sonra, EF24’iin 8 ve 16 pM konsantrasyonlar1 birlikte uygulama deneyleri icin segildi.
EF24’iin bu konsantrasyonlar1 sabit uygulanip, degisen diisiik EM konsantrasyonlarindaki

(5-25 nM) hiicre canliligi oranlar1 24 ve 48 saat sonunda degerlendirildi.

16 uM sabit EF24 konsantrasyonu ile EM’nin degisen konsantrasyonlari (5-25 nM) 24 saat
stiresince MDA-MB-231 hiicrelerine birlikte uygulandiginda, hiicre canlilik oranlarinin, her
ajanin tekli uygulamasi ile karsilagtirildiginda anlamli olarak degismedigi gézlendi. Ancak,
8 uM sabit EF24 konsantrasyonu ile degisen EM konsantrasyonlari birlikte uygulandiginda,
EM konsantrasyonlar1 azaldikga, hiicre canliligin anlamli oranda azaldig: belirlendi. EF24
ve EM 24 saat MDA-MB-231 hiicrelerine birlikte uygulandiginda 16 uM EF24+25 nM EM
(p=0,003), 16 uM EF24+20 nM EM (p=0,007), 16 uM EF24+10 nM EM (p=0,010), 16 uM
EF24+5 nM EM (p=0,005), 8 uM EF24+25 nM EM ((p<0,001), 8 uM EF24+20 nM EM
(p<0,001), 8 uM EF24+10 nM EM(p<0,001) ve 8 uM EF24+5 nM EM (p<0,001)
konsantrasyonlarinda hiicre canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli

bulundu (Sekil 4.5).



35

120

100

*
*
* *
*
*
*
I ' *
0 '
DMSO 16 uM EF24+ 16 um EF24+ 16 uM EF24+ 16 uM EF24+ 8 UM EF24+ 8 uM EF24+ 8 uM EF24+ 8 UM EF24+

25nM EM 20 nM EM 10 nM EM 5nMEM 25 nM EM 20 nM EM 10nM EM 5nMEM
H Canlilik % 100 86 89 87 86 67 54 47 43

8

o

6

o

4

Hiicre Canlihg: (%)
o

2

o

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicrelerine EF24 ve EM’nin 24 saat siiresince farkli
konsantrasyonlarda birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlart
*DMSO (Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

16 uM sabit EF24 konsantrasyonu ile EM’nin degisen konsantrasyonlar1 (5-25 nM) 48 saat
stiresince MDA-MB-231 hiicrelerine birlikte uygulandiginda, hiicre canlilik oranlarinin,
EM’nin artan konsantrasyonlarinda anlamli olarak degistigi gozlendi. Ancak, 8 uM sabit
EF24 konsantrasyonu ile degisen EM konsantrasyonlar: birlikte uygulandiginda, 24 saatte
gozlenen diisiis 48 saatte gozlenmedi. EF24 ve EM 48 saat MDA-MB-231 hiicrelerine
birlikte uygulandiginda 16 uM EF24+25 nM EM (p<0,001), 16 uM EF24+20 nM EM
(p<0,001), 16 uM EF24+10 nM EM (p=0,005), 16 uM EF24+5 nM EM (p=0,003), 8 uM
EF24+25 nM EM (p=0,001), 8 uM EF24+20 nM EM (p<0,001), 8 uM EF24+10 nM
EM(p=0,004) ve 8 uM EF24+5 nM EM(p=0,018) konsantrasyonlarinda hiicre canlilik

oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 hiicrelerine EF24 ve EM’nin 48 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik

oranlar1 *DMSO (Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p
<0.05

41.4. EF24’in hiicre canhh@ iizerine etkisinin MDA-MB-436 hiicrelerinde
belirlenmesi

EF24, MDA-MB-436 hiicrelerine 24 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre canliliginin konsantrasyona bagli olarak azaldigi
belirlendi. EF24’tin 1, 2 ve 4 uM oldugu konsantrasyonlarda MDA-MB-436 hiicrelerindeki
canliligin %60-70 oldugu goriildii. Hiicre canliliginin, 8, 16 ve 32 uM konsantrasyonlarda
%50 diizeylerinde oldugu belirlendi. MDA-MB-436 hiicrelerine EF24 24h uygulandiginda;
1uM (p=0,015), 2 uM (p=0,016), 4 uM (p=0,002), 8 uM (p<0,001) 16 uM (p<0,001), 32
uM (p<0,001) konsantrasyonlarda hiicre canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MDA-MB-436 hiicrelerine EF24°in 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlar1 *DMSO (Kontrol) grubu
ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

EF24, MDA-MB-436 hiicrelerine 48 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre canliliginin konsantrasyona bagli olarak azaldigi
belirlendi. EF24’tin 0.5, 1, 2 uM oldugu konsantrasyonlarda MDA-MB-436 hiicrelerindeki
canliligin %44-65 diizeylerinde oldugu goriildii. Hiicre canliliginin, 4, 8, 16 ve 32 uM
konsantrasyonlarda ise %36-38 diizeylerinde oldugu belirlendi. MDA-MB-436 hiicrelerine
EF24 48 saat uygulandiginda; 1uM (p<0,001), 2 uM (p <0,001), 4 uM (p <0,001), 8 uM
(p<0,001) 16 uM (p<0,001) ve 32 uM (p<0,001) konsantrasyonlarda hiicre canlilik

oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MDA-MB-436 hiicrelerine EF24°{in 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. *DMSO (Kontrol) grubu
ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05
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4.1.5. Eribulin Mesilat’in hiicre canlihigl iizerine etkisinin MDA-MB-436 hiicrelerinde
belirlenmesi

EM, MDA-MB-436 hiicrelerine 24 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Yapilan
degerlendirmede, hiicre canliliginin EM’nin artan konsantrasyona bagli olarak azaldigi
belirlendi. Hiicre canliiginin, 5-10 nM konsantrasyonda %97-92, 20-100 nM
konsantrasyonda ise, %75-56 araliginda degistigi belirlendi. MDA-MB-436 hiicrelerine EM
24 saat uygulandiginda 10 nM (p=0,020), 20 nM (p=0,023), 25 nM (p=0,037), 50 nM
(p=0,012), 75 nM (p=0,041) ve 100 nM (p=0,039) hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MDA-MB-436 hiicrelerine Eribulin Mesilat’in 24 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari.
*DMSO (Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

EM, MDA-MB-436 hiicrelerine 48 saat degisen konsantrasyonlarda uygulandi. Yapilan
degerlendirmede, hiicre canliliginin EM’nin artan konsantrasyona bagli olarak azaldig:
belirlendi. Hiicre canliigmin, 5-10 nM konsantrasyonda %91-88, 20-100 nM
konsantrasyonda ise, %77-52 araliginda degistigi belirlendi. MDA-MB-436 hiicrelerine EM
48 saat uygulandiginda 10 nM (p=0,015) ve 20 nM, 25 nM, 50 nM, 75 nM ve 100 nM

(p<0,001) hiicre canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. MDA-MB-436 hiicrelerine Eribulin Mesilat’in 48 saat siiresince farkli
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari
*DMSO (Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

4.1.6. EF24 ve Eribulin Mesilat’in birlikte uygulamasinin hiicre canhihig: iizerine
etkisinin MDA-MB-436 hiicrelerinde belirlenmesi

MDA-MB-436 hiicrelerine tek basina uygulanan ajanlarin sonuglari degerlendirildikten
sonra, EF24’iin 8 ve 16 uM konsantrasyonlar1 birlikte uygulama deneyleri i¢in segildi.
EF24’iin bu konsantrasyonlar1 sabit uygulanip, degisen diisiik EM konsantrasyonlarindaki

(5-25 nM) hiicre canliligi oranlar1 24 ve 48 saat sonunda degerlendirildi.

16 uM sabit EF24 konsantrasyonu ile EM’nin degisen konsantrasyonlari (5-25 nM) 24 saat
siiresince MDA-MB-436 hiicrelerine birlikte uygulandiginda, hiicre canlilik oranlarinin, her
ajanin tekli uygulamasi ile karsilagtirildiginda anlamli olarak degismedigi gozlendi. Benzer
sekilde, 8 pM sabit EF24 konsantrasyonu ile degisen EM konsantrasyonlar: birlikte
uygulandiginda, EM konsantrasyonlar1 azaldikca, hiicre canlilik oranlarinin, her ajanin tekli
uygulamasi ile karsilagtirildiginda anlaml olarak degismedigi gozlendi. 16 uM EF24+25
nM EM, 16 uM EF24+20 nM EM, 16 uM EF24+10 nM EM, 16 uM EF24 5 nM EM, 8 uM
EF24+25 nM EM, 8 uM EF24+20 nM EM ve § uM EF24+5 nM EM (p<0,001) ve 8 uM
EF24+10 nM EM  (p=0,003) konsantrasyonlarinda hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MDA-MB-436 hiicrelerine EF24 ve Eribulin Mesilat’in 24 saat siiresince birlikte
farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari
*DMSO (Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

16 uM ve 8 uM sabit EF24 konsantrasyonu ile EM’nin degisen konsantrasyonlari (5-25 nM)
48 saat siiresince MDA-MB-436 hiicrelerine birlikte uygulandiginda, hiicre canlilik
oranlarinin, EM’nin artan konsantrasyonlarinda anlamli olarak degismedigi gozlendi. 16 uM
EF24+25 nM EM, 16 uM EF24+20 nM EM, 16 uM EF24+10 nM EM, 16 uM EF24+5 nM
EM, 8 uM EF24+25 nM EM, 8 uM EF24+20 nM EM, 8 uM EF24+10 nM EM ve 8§ uM

EF24+5 nM EM (p<0,001) konsantrasyonlarinda hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MDA-MB-436 hiicrelerine EF24 ve Eribulin Mesilat’in 48 saat siiresince birlikte

farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari
*DMSO (Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05
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4.1.7. EF24 ve Eribulin Mesilat’in tekli veya birlikte uygulamasinin hiicre canlhihg
iizerine etkisinin MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicrelerinde belirlenmesi

MDA-MB- 231 hiicre hattinda 24 saat siiresince Eribulin Mesilat’in 10 nM konsantrasyonda
tek basina uygulanmasinda hiicre canlilik oran1 %89 iken bu canlilik oran1 EF24’iin 8 uM

konsantrasyonu ile birlikte uygulandiginda %47’ye diismiistiir (p=0,001).

MDA-MB- 436 hiicre hattinda 24 saat siiresince Eribulin Mesilat’in 10 nM konsantrasyonda
tek basina uygulanmasinda hiicre canlilik oran1 %92 iken bu canlilik oran1 EF24’iin 8 uM

konsantrasyonu ile birlikte uygulandiginda %50’ye diismiistiir (p<0,001).

4.2. EF24 ve EM’nin Tekli veya Birlikte Uygulanmasinin DNA Fragmantasyon
Oranlarina Etkisinin Belirlenmesi

Secilen konsantrasyonlara bagli olarak hiicrelerde goriilen DNA fragmantasyon oranlari
belirlendi. MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicrelerine, 8 uM EF24, 10 nM EM’nin tek
baslarina ve 24 saat siiresince birlikte uygulanmasinin DNA fragmantasyonlarina olan

etkileri incelendi.

Kontrol  hiicreleriyle  karsilastirildiginda, = MDA-MB-231  hiicrelerinde =~ DNA
fragmantasyonunda bir farklilik olmadigi gézlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. MDA-MB-213 hiicre hattinda EF24 ve Eribulin Mesilatin tek baslarina veya
birlikte uygulanmasinin sonucundaki DNA fragmantasyon oranlari

Kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda, MDA-MB-436 hiicrelerinde 8 uM EF24°iin 1,6 kat
(p=0,002) ve 8 uM EF24+10 nM EM’nin ise DNA fragmantasyonunu 1,2 kat artirdigi
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gozlendi. 10 nM EM’nin ise DNA fragmantasyonda belirgin bir artisa neden olmadigi
belirlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. MDA-MB-436 hiicre hattinda EF24 ve Eribulin Mesilatin tek baslarina veya
birlikte uygulanmasinin sonucundaki DNA fragmantasyon oranlar1 *DMSO
(Kontrol) grubu ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

4.3. EF24 ve EM’nin Tekli veya Birlikte Uygulanmasimin MAPK Sag Kalim Yolaginda
Gorevli Protein Diizeylerine Etkisinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicrelerine 8uM EF24 ve 10 nM Eribulin Mesilat’in
(EM) 24 saat siire ile tek baslarina ve birlikte uygulanmasinin MAPK sag kalim yolagina
olan etkisi degerlendirildi. MAPK yolaginda gorevli ERK 1/2/JNK/P38 protein ve fosforile
protein diizeyleri ELISA yontemi ile belirlendi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda p-ERK 1/2/tERK 1/2 oraninin 10 nM EM uygulamas: ile
kargilagtirildiginda, 8 uM EF24°te arttigi, 8 uM EF24+10 nM EM birlikte uygulamasinda
ise degismedigi gozlendi. MDA-MB-436 hiicre hattinda ise 10 nM EM (%38,4) ile
karsilastirildiginda, 8uM EF24 ve 8uM EF24+10 nM EM birlikte uygulamasinin p-ERK
1/2tERK 1/2 oraninda azalmaya neden oldugu tespit edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicre hattinda EF24 ve Eribulin Mesilatin tek
baslarina veya birlikte uygulanmasinin sonucundaki pERK 1/2/tERK 1/2 orani

MDA-MB-231 hiicre hattinda 10 nM EM uygulamast ile karsilastirildiginda, p-JINK/tINK
oraninin 8§ pM EF24 ve 8 uM EF24+10 nM EM birlikte uygulamasinda arttig1 gézlendi.
MDA-MB-436 hiicre hattinda ise 10 nM EM ile karsilastirildiginda, 8uM EF24 ve 8uM
EF24+10 nM EM birlikte uygulamasinin azalmaya neden oldugu tespit edildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicre hattinda EF24 ve Eribulin Mesilatin tek
baslarina veya birlikte uygulanmasinin sonucundaki pJNK/tJNK orani

MDA-MB-231 hiicre hattinda 10 nM EM uygulamas: ile karsilastirildiginda, p-p38/tp38
oraninin 8 uM EF24°de arttigi, 8 uM EF24+10 nM EM birlikte uygulamasinda ise ayni
kaldig1 gézlendi. MDA-MB-436 hiicre hattinda ise 10 nM EM ile karsilastirildiginda, 8uM
EF24’de azaldigi, 8uM EF24+10 nM EM birlikte uygulamasinin ise artmaya neden oldugu
tespit edildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 hiicre hattinda EF24 ve Eribulin Mesilatin tek
baslarina veya birlikte uygulanmasinin sonucundaki pp38/tp38 orani

4.4. EF24 ve EM’nin Tekli veya Birlikte Uygulanmasinin NF-kB Uzerine Olan
Etkisinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicrelerine 8uM EF24 ve 10 nM eribulin mesilat’in (EM) 24 h siire ile tek
baslarina ve birlikte uygulanmasinin NF-kB {izerine olan etkisi ELISA yontemiyle
degerlendirildi. p-NF-kB p65 protein diizeyi 8uM EF24 uygulamasi sonucu % 9,3; 10 nM
EM % 18,17; 8uM EF24 ve 10 nM EM uygulamasi sonucu ise % 13,84 oldugu belirlendi.
Istatistiksel olarak Eribulin Mesilat’in tekli uygulamasina gére EF24’iin tekli (p<0,001) ve
EM ile birlikte (p=0,003) uygulamasindaki p-NF-kB p65 diizeyindeki anlamli bulundu
(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. MDA-MB-231 hiicrelerine 8 uM EF24 ve 10 nM EM’nin 24 saat siiresince tek
baslarina ve birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen p-NF-«xB/ NF-«kB oranlari.
*Eribulin Mesilat ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05
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MDA-MB-436 hiicrelerine 8uM EF24 ve 10 nM eribulin mesilat’in (EM) 24 h siire ile tek
baslarina ve birlikte uygulanmasinin NF-kB {izerine olan etkisi ELISA yontemiyle
degerlendirildi. p-NF-«B p65 protein diizeyi 8uM EF24 uygulamasi sonucu % 77,02; 10 nM
EM % 67,9; 8uM EF24 ve 10 nM EM’nin birlikte uygulamasi sonucu ise % 44,89 oldugu
belirlendi. Istatistiksel olarak Eribulin Mesilat’in tekli uygulamasina gére EF24 ile birlikte
uygulamasindaki (p<0,001) p-NF-xB p65 diizeyindeki azalma anlamli bulundu (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. MDA-MB-436 hiicrelerine 8 uM EF24 ve 10 nM EM’nin 24 saat siiresince tek
baslarma ve birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen p-NF-xB/ NF-kB oranlari.
*Eribulin Mesilat ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05

4.5. EF24 ve EM’nin Tekli veya Birlikte Uygulanmasiin Mitokondriyal Membran
Potansiyeli Uzerine Olan Etkisinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Secilen konsantrasyonlara bagli olarak hiicrelerdeki mitokondriyal membran potansiyel

degisimleri belirlendi.

DMSO kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MDA-MB16 231 hiicrelerinde mitokondriyal
membran potansiyelindeki en fazla azalma 8§ uM EF24+10 nM EM ’nin birlikte uygulanmasi
sonucu elde edildi (p=0,171) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. MDA-MB-231 hiicrelerine 8 uM EF24 ve 10 nM EM’nin 24 saat siiresince tek
baslarina ve birlikte uygulanmasinin mitokondriyal membran potansiyeli tizerine
etkisi

DMSO kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MDA-MB-436 hiicrelerinde mitokondriyal
membran potansiyelindeki en fazla azalma 8 uM EF24 uygulanmasi sonucu elde edildi

(p=0,060) (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 21. MDA-MB-436 hiicrelerine 8 uM EF24 ve 10 nM EM’nin 24 saat siiresince tek
baslarina ve birlikte uygulanmasinin mitokondriyal membran potansiyeli {izerine
etkisi

4.5. EF24 ve EM’nin Tekli veya Birlikte Uygulanmasimin Beclin-1 ve p62 Uzerine Olan
Etkisinin Western Blot Yontemi ile Belirlenmesi

EF24 ve Eribulin Mesilatin segilen konsatrasyonlarda MDA-MB-231 ve MDA-MB-436

hiicre hatlarinda Beclin-1 ve p62 proteinlerine olan etkisi western blot yontemi ile belirlendi.
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Yapilan analizlerde MDA-MB-231 hiicrelerinde Eribulin Mesilatin tekli uygulamasina gore;

EF24 ile birlikte uygulanmasinda beclin-1 protein miktarinin daha az oldugu gozlenirken

(p=0,025), secilen konsantrasyonlarda p62 proteinine rastlanmadi. MDA-MB-436 hiicre

hattinda ise uygulanan tiim konsantrasyonlarda beclin-1 ve p62 proteinleri bulundugu; en az

beclin 1 protein miktarinin Eriribulin Mesilat ve EF24’{in birlikte uygulanmasinda (p=0,005)

oldugunu gozlendi. EF24’iin tekli ve Eribulin Mesilat ile birlikte uygulamasinda p62 protein

miktarinin arttig1 analiz edildi (sirastyla p=0,021 ve p=0,004). Bu farklar istatistiksel olaraka

anlamli bulundu.
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Sekil 4. 22. EF24 ve Eribulin Mesilatin tekli veya birlikte uygulanmasinin MDA-MB-231
ve MDA-MB-436 hiicre hatlarinda Beclin-1 ve p62 proteinlerine etkisi* Eribulin
Mesilat ile karsilastirma sonucu anlamlilik degerleri p <0.05
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5. TARTISMA

Dogal bitkilerden elde edilen fitokimyasallar gii¢lii biyoaktiviteleri, diisiik toksisiteleri ve
daha az yan etki gostermeleri nedeniyle kansere karsi tedavilerde yardimci bir ajan olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu calismada Curcumin longa bitkisinden elde edilen
kurkuminin biyoyayarlanimi en yiiksek analoglarindan biri olan EF24’iin Triple negatif
meme kanseri hiicre hatlarinda in vitro olarak hiicre canliligini diisiirdiigiinii, MDA-MB-436
hiicre hattinda DNA fragmantasyon oranini arttirdigini, fosforile p65/NF-kB seviyesini
diisiirdiigiinii ve mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya neden oldugunu tespit

edildi.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda EF24{in kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri (0,5-16uM
EF24), kemoterapiye direngli AML (0,125-4uM EF24), malign melanoma,
kolanjiokarsinom (0,5-8uM EF24), gastrik kanser (0,625-10uM EF24), kolorektal kanser
(2,5-15uM EF24), oral skuamoz hiicreli karsinoma, ovaryum kanseri, pankreas kanseri (0,5-
60uM EF24), plevral mezotelyama (0,5-30uM EF24), renal kanser (3-48uM EF24) hiicre
hatlarinda ve adenokortikal tiimoérlerde (0,0625-20uM EF24) konsantrasyona bagli hiicre
canliliginda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Bertazza ve digerleri, 2019; Onen ve
digerleri, 2015; Hsiao ve digerleri, 2020; Ibanez Gaspar ve digerleri, 2021; Chang ve
digerleri, 2021; Zou ve digerleri, 2016; Yin ve digerleri, 2016; He ve digerleri, 2016; Yar
Saglam ve digerleri, 2016). Duan ve digerlerinin 2022 yilinda TNMK hiicre hatlarinda
yaptiklar1 bir caligmada, 0,5-8uM EF24’tin MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre
hatlarinda konsantrasyona bagl olarak hiicre canliligini azalttigini tespit etmislerdir. Ayrica
boliimiizde MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde yapilan bir ¢aligmada >2 puM EF24
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 anlamli derecede azalmistir (Alp ve digerleri, 2017).
Yapilan bu tez caligmasinda da literatiire uygun olarak EF24’iin konsantrasyona bagimli
olarak TNMK hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttigi bulundu. Ayrica BRCA1 mutant
hiicre hatt1 olan MDA-MB-436 hiicre hattinin EF24’e daha duyarli oldugunu analiz edildi.

Tiimor baskilayici genlerden biri olan BRCAT1, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde kritik
bir rol oynamaktadir. Bu nedenle BRCAI mutasyonu tasiyan hiicrelerde kromozom
translokasyonlar1 ve genomik instabilite riski artmaktadir. Yapilan ¢aligmalar gostermistir

ki BRCAT mutasyonu tasiyan kanser hiicreleri taksanlara kars1 direngli iken DNA’ya hasar
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veren ajanlara karsi duyarlidir. Rowe ve digerlerinin 2009 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada
BRCAL1 mutant TNMK (HCC1937) hiicrelerinin kurkumin muamelesi sonucu 6nemli
Olclide apoptoza ugradigi ve kalitsal olarak tasinan BRCA1 mutasyonunun kurkumin
tedavisinden fayda saglayabilecegini belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alismada da BRCA1
mutant hiicre hatt1 olan MDA-MB-436 hiicre hattinin kurkumininin biyoyararlanimi yiiksek

analoglarindan biri olan EF24’e daha duyarli oldugunu analiz edildi.

Eribulin mesilat meme kanseri ve liposarkom tedavisinde onay almis kemoterapik bir
ajandir. Meme kanseri, histiyositik lenfoma, faringeal skuaméz hiicreli karsinom, prostat
kanseri, ovaryum kanseri, kolon kanseri, uterus sarkomu, melanoma, kiigiik hiicreli olan ve
olamayan akciger kanseri ve promiyelositik losemi kanser hiicre hatlarinda hiicre
biiylimesini baskiladig1 gosterilmistir (Swami ve digerleri, 2015). Bu ajan ile TNMK olan
ve olmayan hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir ¢alismada; Eribulin mesilatin her iki grup
hiicre hattinda da hiicre canliligini azalttigi bulunmustur. Ayrica eribulinin antiproliferatif
etkisinin meme kanseri hiicresinin TNMK tipinde olup olmamasma gore farklilik
gostermedigi tespit edilmistir (Brautigam ve digerleri, 2016). Rao ve arkadaslarinin 2017 ve
Ko ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda Eribulin Mesilat’in MDA-MB-
231 hiicre hattinda konsantrasyona bagli hiicre canliligini azalttigin1 bulmuslardir (Rao ve
digerleri, 2014; Ko ve digerleri, 2022). Terashima ve arkadaslarinin yaptigi diger bir
calismada ise TNMK hiicre hatlar1 olan MDA-MB-231, MDA-MB-468, BT-549, ve MX-1
hiicre hatlarinda eribulinin konsantrasyon bagimli hiicre canliligini azalttigi analiz edilmistir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalara benzer olarak bu ¢alismada da Eribulin Mesilatin TNMK

hiicre hatlarinda hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu gosterildi.

Mikrotiibiilleri hedef alan kemoterap6tik ajanlarin meme kanseri hiicre hatlarindaki etkisini
inceleyen bir ¢galismada TNMK hiicre hatlar1 olan BT-549 (BRCA1 yabanil) ve HCC1937
(BRCA mutant)’nin Eribiilin Mesilat’in da i¢inde bulundugu bu ajanlara daha direngli
oldugu gosterilmistir (Risinger ve digerleri, 2015). Bu ¢alismada literatiirden farkli olarak
BRCA1 mutant hiicre hattt olan MDA-MB-436 Eribulin Mesilat’a daha duyarli oldugu
goriildii. Bu durum BRCA1 mutant bu iki hiicre hattinin duyarlilik fakliliginin, BRCA1
mutasyon durumlart diginda farkli yolaklardaki degisikliklerinden kaynaklanabilecegini

diistindiirmektedir.
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Literatiirde Eribulin Mesilat ile uyarilan hiicre Oliminde EF24’tn farkhi
konsantrasyonlarinin etkisini aragtiran bir calismaya rastlanmamistir. Fakat bir NF-xB
inhibitorii olan Bay-117082 ile MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada Eribulin
Mesilatin tek basina kullanimina gore Bay-117082 ile birlikte kullaniminin hiicre canliligini
azalttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde bu ¢alismada da her iki hiicre grubunda Eribulin
Mesilatin tekli uygulamasina gore EF24 ile birlikte uygulanmasinin hiicre canliligini anlamli

derecede diisiirdiigilinii analiz edildi.

NF-kB hiicrelerin kanserlesmesinin baglamasinda, gelismesinde, metastazinda ve ilaglara
direng gelistirma mekanizmasinda 6nemli rol almaktadir. Bir¢ok kanser hiicresi tiimdr hiicre
proliferasyonunu destekleyen, anjiogenezi artiran, apoptozu baskilayan, epitelyal
mezankimal gegisi hizlandiran ve uzak organ metastazina katkida bulnan NF-«xB aktivitesi
gosterir (Yang ve digerleri, 2021). Teng ve arkadaglar1 2021 yilinda yayinlanan
calismalarinda meme kanseri hiicre hatlarinda eribuline olan direncin artmasinin NF-«B
yolagindan kaynaklanabilecegini bulmuslardir. MDA-MB-231 hiicre hattinda bir NF-xB
baskilayic1 molekiil olan Bay-117082 (IKK inhibitorii) uygulamasinin NF-«xB iliskili
proteinlerin ifadesini baskiladigini ve eribulin ile birlikte bu molekiilin MDA-MB-231
hiicre hattinda kullaniminin eribulinin tek basma kullanimina goére hiicre sitotoksisitesini
arttirdigin1 gostermislerdir. Yaptiklar: in vivo ¢alismada da eribulinin NF-xB inhibisyon
terapisiyle birlikte kullaniminin eribulinin etkinligini arttirabilecegini bulmuslardir (Teng ve
digerleri, 2021). Bu ¢alismada da benzer olarak her iki hiicre hattinda da Eribulin Mesilatin
tek bagina kullanimina gore bir NF-«B inhibitorii olan EF24 ile birlikte kullaniminin hiicrede
fosforile NF-kB diizeyini azalttigi bulundu. Ajanlarin birlikte uygulanmasi ile elde edilen
sonu¢, MDA-MB-436 hiicrelerinde NF-kB yolaginin daha fazla baskilanmis olabilecegini

diistindiirdi.

Programli hiicre o6limii olarak tanimlanan apoptoz o6zellikle embriyogenez sirasinda
viicudun normal gelisiminin bir pargasidir. Viicuttaki hasar gérmiis (6rn: yaslanmis, hiicre
dongiisii bozulmus veya DNA hasar1 olusmus) hiicreler apoptoz araciligi ile ortadan
kaldirilir. Apoptoz sirasinda hiicrede ¢esitli morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir.
Bunlar; ¢ekirdek yogunlasmasi, fragmantasyon, plazma membraninda kesecikler olusumu
ve apoptotik cisimciklerin olusumudur. Normal apoptotik yolaklarin bozulmasi hasarli

hiicrelerin yagsamasina ve hiicrelerin kanserlesmesine neden olabilmektedir. Kemoterapide
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kullanilan sitotoksik 1ilaglar kanser hiicrelerinde apoptozu uyarip onlarin Jliimiinii

saglayabilmektedir (Das ve digerleri, 2021).

Hiicrelerde apoptozu gosteren birgok parametre bulunmaktadir. Mitokondriyal membran
potansiyelinde azalma ve DNA fragmantasyon oraninda artma bunlardandir (Gottlieb,
2003). Brautigam ve digerlerinin 2016 yilinda TNMK hiicre hatlari {izerinde yaptiklari bir
calismada Eribulin Mesilat’in hiicredeki apoptozu uyardigini gostermislerdir. Sasaki ve
arkadaslarinin 2021 yilinda yaptiklar: ¢alismada ise Eribulin Mesilat’in MDA-MB- 231
hiicre hattinda apoptozu uyarirken MDA-MB-436 hiicre hattinda apoptozu uyarmadigini
bulmuslardir. Yapilan bu g¢alismada literatiirden farkli olarak her iki hiicre hattinda da
Eribulin Mesilat DNA fragmantasyon oranininda bir degisiklik olusturmadi. MDA-MB-231
hiicre hattinda mitokondriyel membran potansiyeli artaken MDA-MB-436 hiicre hattinda
hafif bir diisme oldu.

Adams ve digerlerinin 2005 yilinda yaptiklari ¢calismada EF24’iin MDA-MB-231 hiicre
hattinda mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya neden oldugunu saptamislardir.
Benzer olarak yapilan bu calismada da kullanilan her iki hiicre hattinda EF24’{in
mitokondriyel membran potansiyelinde azalmaya neden oldugunu fakat en fazla diismenin
MDA-MB-436 hiicre hattinda oldugunu goriildii. Ayrica bu hiicre hattinda EF24’iin tekli
uygulanmasimin DNA fragmantasyon oranini 1,6 kat artirdigini bulundu. Buna ilaveten
MDA-MB-231 hiicre hattina EF24 ve Eribulin Mesilatin birlikte uygulanmasi mitokondriyal
membran potansiyelinde azalmaya neden oldu. Bu bilgiler 1s1ginda EF24’tin MDA-MB-436
hiicre hattinda tekli veya Eribulin Mesilatla birlikte kullaniminin apoptozu uyardigi

sonucuna varmamizi sagladi.

Mitojenle aktive edilen protein kinaz (Mitogen-aktivated protein kinase-MAPK) sinyal
yolag1 hiicre boliinmesi, proliferasyonu, hayatta kalmasi1 ve farklilagmasi ile iligkili bir
yolaktir. Bu yolakta gorev alan MAPK’lar hiicreye bir uyar1 geldiginde fosforile olarak
aktive olan ve ¢ekirdege girerek transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini saglayan
serin ve treonin protein kinazlardir. Bu ailede en az ¢ tip protein kinaz bulunmaktadir: ERK
1/2, JNK ve p38. ERK 1/2 hiicrede hiicre biiylimesi ve proliferasyonuyla ilgili siirecleri
uyarirken JNK ve p38 hiicresel strese yanit olarak inflamasyon, hiicre biiylimesi, hiicre

farklilagsmasi ve apoptozla iligskilendirilmistir. (Farghadani ve Naidu, 2021).
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MAPK sinyal iletim yolaginin, TNMK'nin gelisiminde 6nemli bir rolii vardir. MAPK
yolagindaki sinyal degisiklikleri meme kanserinin gelismesinde ve ilerlemesinde rol oynar.
Triple negatif meme kanserinde MAP kinazlar invazyon, metastaz, kemoterapotiklere direng
ve kotii prognozla iligkili bulunmustur. Ayrica MAPK sinyal yolaklar: hiicre tiplerine ve
uyaranlara bagli olarak hiicre 6liimiine de aracilik edebilmektedir (Farghadani ve Naidu,
2021, Jiang ve digerleri, 2020). MAPK aktivitesindeki artts TNMK’li hastalarda daha kisa
hayatta kalma siiresi ile iliskili bulunmustur (Gholami ve digerleri, 2014). Bu nedenle
MAPK yolaklarinin bilesenleri, meme kanseri tedavisi i¢in yapilan ¢alismalarda aragtirma

konusu olmustur.

MDA-MB-231 hiicre hattinda kurkuminin MAPK yolag: iizerine etkisini inceleyen bir
calismada kurkuminin ERK 1/2 ve p38 fosforilasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Mo ve
digerleri, 2012). Benzer olarak Sun ve digerlerinin 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada MDA-
MB-231 hiicre hattinda kurkuminin ERK 1/2 fosforilasyonunun baskiladigi bulunmustur.
Fakat Wang ve digerleri 2016 yilinda MDA-MB-231 hiicre hattinda yaptiklar1 ¢calismada
kurkuminin ERK 1/2 ve JNK fosforilasyon diizeyini arttirdigi sonucuna varmislardir. Ayni
calismada hiicre hattindaki ERK 1/2 aktivasyonunun hiicreleri apoptoza gotiirdiigiinii ve
JNK aktivasyonunun otofajik hiicre oliimii ile sonuc¢landigini gostermislerdir. Hiicre
proliferasyonunu indiikleyen ERK 1/2 yolaginin hiicre ve uyaran tipine gére apoptotik hiicre

oliimiinii desteleyebilecegi sonucuna varmislardir.

Hsiao ve digerlerinin 2020 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda EF24’tin AML hiicre
hatlarinda p38 aktivasyonunu uyardigi, ERK 1/2 aktivitesinde azalmaya neden oldugunu ve
hiicreleri apoptoza gotiirtiiiinii analiz etmislerdir. Lee ve digerlerinin 2022 yilinda yaptiklari
bir caligmada ise servikal kanser hiicre hatlarinda EF24’in p38 sinyal yolaginin
fosforilasyonunu baskiladigini bulmuslardir. Thomas ve digerlerinin 2010 yilinda EF24’iin
akciger kanseri hiicre hatlarina etkisini inceleyen diger bir calismada ise EF24’iin ERK 1/2,
JNK ve p38 fosforilasyonunu arttirdigini gostermiglerdir. Bu ¢alismada Eribulin Mesilatin
tekli uygulamasina gore EF24 ile birlikte uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hattinda
fosforile ERK 1/2, JNK ve p38 diizeylerinde bir farkliliga neden olmazken, Hsiao ve
digerlerinin 2020 yilinda yaptiklar1 ¢aligmaya benzer olarak MDA-MB-436 hiicre hattinda
fosforile ERK 1/2 diizeyinde azalmaya, fosforile p38 diizeyinde artmaya neden oldugunu
tespit edildi.
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Kelime anlami olarak “kendini yeme” olarak ifade edilen otofaji hiicreyi stres durumlarindan
koruyan bir savunma mekanizmasidir. Hiicrenin programli bir sekilde 6liimiine neden olan
apoptoz ile hiicrenin zor durumlarda bile yasamasina olanak saglayan otofaji, birbiyle
kesisen yolaklar1 i¢eren ve hiicrenin kaderini belirleyen temel mekanizmalardir. Katabolik
stiregleri icinde barindiran otofaji hiicresel bir geri doniisiim mekanizmasidir. Hasarli
organeller ve yanlis katlanmis proteinler otofajik yolak sayesinde lizozom aracilifiyla
ortadan kaldirilir. Hipoksi ve besin yoklugu gibi stres durumlarinda hiicre otafajik sistemi
devreye sokarak enerji ihtiyacini kendini sindirerek giderir. Bir hiicre sagkalim mekanizmasi
olan otafaji ¢ok fazla arttig1 durumlarda hiicrenin tamaminin sindirilerek 6liimiine neden
olmaktadir. Kanser hiicreleri hasarli protein ve hipoksi varliginda yasamaya devam
edebilmek icin otofajik yolaklar1 kullanmaktadir. Ayrica kemoterapatik ajanlarin varliginda
sagkalim otofaji sayesinde olabilmektedir (Abd El-Aziz ve digerleri, 2022; Das ve digerleri,
2021).

Hiicreye bir stres uyarami geldiginde ULK-1 proteini aktive olmasiyla otofajik yolak
uyarilmaktadir. Aktive ULK-1, Beclin-1 proteininde i¢inde bulundugu kompleksi aktive
etmekte ve bu kompleks fagosfor olusumunu baslatmaktadir. AtgS ve LC3-II’nin fagosfor
zarina yerlesmesiyle, hiicrede parcalanmasi gereken proteinleri tasiyan p62 kargosuyla
birlikte otofagozom yapisina katilir (Abd El-Aziz ve digerleri, 2022). p62 otafaji sirasinda
kendide pargalanmaktadir. Otofaji inhibe oldugunda hiicrede p62 birikmekte,
indiiklendiginde ise seviyesi azalmaktadir. Bu nedenle otofajik akis siirecinin bir belirteci

olarak kullanilabilmektedir (Bjerkeyve digerleri, 2009).

Normal hiicresel siirecler sirasinda Beclin-1 bir anti-apoptotik protein olan Bcl-2’ye bagh
olarak bulunur ve otofaji engellenir. Bcl-2 ayrica pro-apoptotik proteinler olan Bax ve Bak’a
da baglanarak apoptozu engellemektedir. Hiicresel stres durumlarinda aktive olan JNK Bcl-
2’yi fosforile etmektede ve Beclin-1 serbest kalarak aktive olmaktadir. Bu da otofajiyi

baglatmaktadir (Mukhopadhyay, 2014).

Guan ve digerlerinin 2016 yilinda MDA-MB-231 hiicre hattinda yaptiklar1 ¢alismada
kurkuminin bu hiicre hattinda zamana bagli p62 ifadesinde azalmaya neden olarak otofajiyi
aktive ettigini bulmuslardir. Bu tez calismasinda da benzer olarak MDA-MB-231 hiicre
kullanilan tiim konsantrasyonlarda p62 ifadesine rastlanmadi. Tiim veriler birlikte analiz

edildiginde Eribulin Mesilat’in EF24 ile birlikte kullanilmasinda MDA-MB-231 hiicre
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hattinda otofajik yolaklarin aktif oldugu, MDA-MB-436 hiicre hattinda ise apoptotik

yolaklarin uyarilmaya baslandig1 sonucuna varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Meme kanseri diinyada kadimnlar arasinda en sik gozlenen kanser tiiriidiir. Triple negatif
meme kanseri ise en agresif meme kanseri alt tiplerinden biridir. Prognozu koétii bir meme
kanseri alt tipi olan TNMK ’nin ilk bes y1lda mortalite oran1 yiiksektir. Uzak organ metastazi
kemik yerine daha ¢ok i¢ organlara olan bu alt tip, meme kanseri hiicrelerinde gozlenen
spesifik belirteclerinin olmamasindan dolay1 endokrin tedavi veya HER2 tedavisine yanit

vermemekte ve standart bir tedavisi bulunmamaktadir.

Bir halichondrin B’nin analogu olan Eribulin Mesilat (Halaven®) Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) 15 Kasim 2010 y1linda
antrasiklin ve taksan tedavisi igeren en az 2 kemoterapi rejimi uygulanmis metastatik meme
kanserinde kullanilmasi yoOniinde onay almistir. Ayrica 2016 yilinda FDA tarafindan
liposarkom i¢in 2. kusak tedavi i¢in onay almistir. Dinamik bir mikrotiibiil inhibit6rii olan
Eribulin Mesilat kanser hiicrelerindeki toksik etkisini mikrotiibiil uzamasini engelleyerek

yapmaktadir.

EF24 kurkuminden elde eddilen bir fitokimyasaldir. Yapilan ¢alismalarda antikanser etkisi
gosterilen kurkumininin biyoyararlanimi diisiik olmasi nedeniyle cesitli analoglar
tiretilmisti. Bu analoglardan biyoyayarlanimi ve etkinligi en yiiksek olanlardan biri de EF24
diir. EF24°in kanser hiicreleri iizerindeki anti-timor etkisi NF-KB yolagin1 baskilamakla

olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan TNMK hiicre hatlarinda literatiire uygun olarak EF24 ve
Eribulin Mesilatin tekli veya birlikte kullaniminin konsantrasyona bagli hiicre canlilifinda
azalmaya neden oldugunu tespit edildi. Kullanilan hiicre hatlarindan BRCA1 gen mutasyonu
tastyan MDA-MB-436 hiicre hattinin EF24’e daha duyarli oldugunu goriildi. MDA-MB-
231 hiicre hattinda EF24 ve Eribulin Mesilatin tekli veya birlikte kullanimmin DNA
fragmantasyon oranmi degistirmedigi ve mitokondriyal membran potansiyelinde hafif
degisiklikler yaptigini analiz edildi. Bu nedenle apoptotik hiicre 6liim yolaginin bu hiicre
hattinda uyarilmadig: diisiiniilmiistir. MDA-MB-436 hiicre hattinda ise EF24’iin tekli ve
Eribulin Mesilatla birlikte uygulanmasinin DNA fragmantasyon oranini artirdigi ve
mitokondriyal membran potansiyelinde hafif diismelere neden oldugunu goriildii. Bu hiicre

hattinda apoptotik yolagin EF24 kaynakli uyarildigi sonucuna varilmstir.
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Hiicre sag kalim yolaginda incelediginde MDA-MB-231 hiicre hattinda ERK1/2, INK ve
p38 proteinlerinin fosforilasyon diizeylerinin Eribulin Mesilat’in tekli uygulamasina gore
EF24 ile birlikte uygulanmasinda bir fark olusturmadigini tespit edildi. MDA-MB-436 hiicre
hattinda ise Eribulin Mesilatin tekli uygulamasina gére EF24 ile birlikte uygulanmasinda
ERK 1/2 fosforilasyon diizeyinin azaldig1 ve p38 fosforilasyon diizeyinin arttigini analiz
edildi. Bu analizlerin sonucunda BRCA1 gen mutasyonu tasiyan MDA-MB-436 hiicre
hattinin MAPK sag kalim yolaginin EF24 uygulamasindan etkilendigi gérilmiistiir.

Otofajik ve apoptotik yolaklar hiicresel 6liim ve sag kalim mekanizmalarinda birlikte
caligmaktadir. Yapilan bu ¢alismada MDA-MB-231 hiicre hattinin kullanilan kimyasallarin
etkisiyle daha c¢ok otofajik yolaga, MDA-MB-436 hiicre hattinin ise daha ¢ok apoptotik
yolaga dogru gittigi diisliniilmiistiir. Bu yolaklarda gorev alan diger proteinlerin de ¢alisildig1
ilerideki caligmalar kullanilan kimyasallarin hiicre 6liim ve sag kalim mekanizmalarina
etkisini daha ayrmtili bir sekilde ortaya koyabilecektir. Bu konuda bu ¢alisma 6nciil bir

calisma olma niteligindedir.

BRCAL1 mutant MDA-MB-436 hiicre hatt1 diyete kolaylikla eklenebilecek bir fitokimyasal
olan EF24’e daha duyarli goriinmektedir. BRCA1 mutasyonu tasiyan diger meme kanseri
hiicre hatlarinin EF24’¢ yanit1 inceleyecek gelecekteki ¢alismalar bu duyarliliginin BRCA1

mutasyonundan kaynaklanip kaynaklanmadigini aydinlatabilecektir.

Kullandigimiz TNMK hiicre hatlarinda EF24 Eribulin Mesilatin hiicre canlilig1 lizerine
etkisini artirmaktadir. Gelecekte yapilacak preklinik in vivo ¢aligmalar sonucunda bu etkinin
timor biyiikliigiine etki edip etmeginin analiz edilmesi, triple negatif meme kanseri

tedavisinde Eribulin Mesilat ile birlikte kullanilma potansiyelini ortaya ¢ikarabilecektir.
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