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OZET

Meme kanseri insidansi degerlendirildiginde ikinci sirada goriilen kanserdir. BRCA1 veya
BRCAZ2 genlerinde kalitsal mutasyonlart meme kanseri vakalarinda sirasiyla % 72 ve % 69
ornalarinda yiiksek risk faktorleridir. Menopoz sonrasi kullanilan Ostrojen ve progesteron
hormonlarinin kombinasyonu, aile dykiisii, genetik mutasyonlar, meme kanseri ile iliskili

olarak degistirilemeyen risk faktorlerdir.

Metformin, Galega offivinalis bitkisinden izole edilen ilactir. Kan glukoz seviyesini
diisirmesindeki ana mekanizma, glukoneogenezisi inhibe ederek hepatik glukoz tiretimimi
azamasi ve insiilin duyarliligini diizeltmesidir. Metformin, tip 2 Diabetes mellitus” un (DM)
tedavisinde kullanilan bir ilagtir. 2014 yilinda yapilan bir meta-analizde, metformin kullanan
bireylerin meme kanseri insidansi daha diisiik gostermistir. Metformin, AMP ile aktive olan
protein kinazin (AMPK) aktivasyonu nedeniyle anti- proliferatif memeli rapamisin hedefini

(mTOR) baskilar hiicre biiytimesini inhibe eder.

miR-506 ilk olarak primat testislerinde X kromozomuna baglantili miRNA kiimesi olarak
tanimlanmistir. Anti-onkojenik olarak in vitro ve in vivo ¢alismalarda miR-506nin
restorasyonunun timdr biiyiimesinin baskiladig1 gosterilmistir. Ayni zamanda, miR-506’nin
meme kanseri hiicre hatlarinda epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT’yi) diizenlemede rolii
oldugu incelenmistir. miR-506 yiiksek ifadesinin meme kanseri hiicrelerinin

proliferasyonunu ve metastazini inhibe ettigini gosterilmistir.

Bu tez calismasindaki amag¢, miR-506 ifadesi arttirillan MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde metforminin apoptotik hiicre 6liimii lizerine etkisinin incelenmesidir.
Elde edilen sonuglarda metforminin meme kanseri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini, koloni
olusumunu, migrasyonunu, inhibe edici etkisi, miR-506 ifadesi arttirildiginda anlamli 6l¢iide
arttirmistir. Sonug olarak, miR-506 ifadesi meme kanseri hiicrelerinde tiimor baskilayici
olarak gorev yapmakta ve metforminin etkisini arttirici etkisi ilerde yapilacak in vivo
calismalara on veri olusturmustur. miR-506 ve metformin kombinasyonunun hiicre
canliligini baskilama ve hiicre 6liimiinii tetiklemedeki rolii hiicre i¢i sinyal yolaklarina etkisi

tizerinden incelenmeye devam edilecektir.
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Abstract

Breast cancer is the second most common cancer and inherited mutations in the BRCA1 or
BRCAZ2 genes are high risk factors in 72% and 69% of breast cancer cases, respectively.
Combination of estrogen and progesterone hormones used after menopause, family history,

genetic mutations are risk factors that cannot be changed in relation to breast cancer.

Metformin is a drug isolated from the Galega officinalis plant. The main mechanism in
lowering blood glucose level is by inhibiting gluconeogenesis, decreasing hepatic glucose
production and improving insulin sensitivity. Metformin is a drug used in the treatment of
type 2 diabetes mellitus (DM). In a 2014 meta-analysis, individuals taking metformin had a
lower incidence of breast cancer. Metformin inhibits cell growth by suppressing the anti-
proliferative mammalian target of rapamycin (mTOR) due to activation of AMP-activated

protein kinase (AMPK).

miR-506 was first identified as an X-linked miRNA cluster in primate testes. Restoration of
miR-506 has been shown to suppress tumor growth in in vitro and in vivo studies as an anti-
oncogenic. Also, the role of miR-506 in regulating the epithelial-mesenchymal transition
(EMT) in breast cancer cell lines was investigated. It has been shown that high expression

of miR-506 inhibits proliferation and metastasis of breast cancer cells.

The aim of this thesis study is to examine the effect of metformin on apoptotic cell death in
MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cells with increased miR-506 expression. In the
results obtained, metformin significantly increased cell proliferation, colony formation,
migration, and inhibitory effect in breast cancer cells when miR-506 expression was
increased. In conclusion, miR-506 expression acts as a tumor suppressor in breast cancer
cells and its enhancing effect of metformin has created preliminary data for future in vivo
studies. The role of miR-506 and metformin combination in suppressing cell viability and
triggering cell death will continue to be examined through its effect on intracellular signaling

pathways.
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1. GIRiS

Normal meme dokusu lobiil denilen yapilarin bir araya gelmesiyle olusan lob, meme basina
siit yag dokusunda olusmaktadir (1). Duktus ve lobiiller ¢gevre dokulardan bazal membran
ile ayrilmaktadir (2). Meme kanseri kadin sagligin1 olumsuz olarak etkileyen ancak en sik
goriilen kanserdir. Meme kanseri yillarca Misirli hekimler tarafindan 6liimciil hastalik olarak
kabul edilmistir (3). Meme kanseri kandin ve erkeklerde meme hiicrelerinde olusan bir
kanser tiiridiir. Meme kanseri uzak dokulara yayilma 6zelligi olan, malign, ya da yayilma
0zelligi olmayan, benign, tiirlerden olusmaktadir. Malign tiimorler viicutta periferik veya
lenfatik sistemi kullanarak yayilim gdsteren (metastaz yapan) hiicre topluluklarindan
olugmaktadirlar (4). Meme kanseri insidansi degerlendirildiginde ikinci sirada goriilen
kanserdir. Meme kanseri luminal, HER2 pozitif, bazal benzeri ve Normal-Benzeri meme
kanseri olarak alt siiflar olarak taninmaktadir (5). 2020 yilinda yapilan istatistiksel veri
analizine gore 2.3 milyon yeni meme kanseri vakasi saptanmistir. Meme kanserine sebep
olan degistirilebilir ve degistirilemez faktorler bulunmaktadir (6). Erken menars, gec
menopoz, dstrojen, progesteron hormonlarinin kullanimi, cinsiyet, aile Oykiisii ve genetik
mutasyonlar degistirilemeyen risk faktorlerdir. Degistirilebilen risk faktorleri obezite,
hormonal tedavi, fiziksel aktivite, alkol alimi, sigara i¢mek, ilaclar, kimyasallara maruz

kalma olarak siralanmaktadir (7).

Metformin, Galega offivinalis bitkisinden izole edilen ilagtir. Glukoneogenezisi inhibe
ederek hepatik glukoz tiretimimi azaltarak ve insiilin duyarliligini diizelterek kan glukoz
seviyesini dislirmektedir. Metformin, tip 2 Diabetes mellitus’ un (DM) terapilerinde
kullanilmaktadir. 2014 yilinda yapilan bir meta-analizde, metformin kullanan bireylerin
meme kanseri insidansinin daha diisiik oldugu gosterilmistir (8). Metformin anti-proliferatif
etkisini, AMP ile aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonu saglanarak memeli

rapamisin hedefini (mTOR) baskilayarak hiicre bliyiimesini inhibe etmesi ile gostermektedir
9).

PIBK/AKT/mTOR kompleksi, hiicre metabolizmasi, biiylimesi, proliferasyonu, apoptoz
anjiyogenez gibi aktivitelerde 6nemli rolii olan bir sinyal yolagidir. Meme kanserinde, PI3K
yolak katalitik ve diizenleyici alt birimleri kodlayan genlerin mutasyonlar1 gézlenmistir. En
sik goriilen mutasyonlar, tim meme kanseri alt tiplerinde tiimdr dokusu ve/veya dolagimdaki

DNA’da tanimlanan ekzon 9 ve 20 de bulunmustur.



HER2 gibi RTK reseptorlerinde de meme kanseri mutasyonlar1 goriiliir ve bu reseptoriin
fosforilasyonu PI3K/AKT/mTOR aktivasyonuna yol acar. PI3K mutasyonlari, PTEN
metilasyonu ve AKT aktivasyonu hormonla tedavi direncine neden olur. Everolimus, FDA
tarafindan onaylanan rapamisin analogu bir ilagtir. mRNA translokasyonu, protein, lipid
sentezinde yer alan hiicre biiylimesini ve hiicresel organizasyonu destekleyen mTOR
kompleksini inhibe eden rapamisinin analogudur. Sonug olarak, PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolunda meydana gelen mutasyonlarin ve ayni zamanda inhibitorlerinin arastirilmast meme

kanseri hastalarina fayda saglayabilecegi ongoriilmektedir (10).

miR-506 ilk olarak Bentwich ve arkadaslar1 tarafindan primat testislerinde X kromozomu
ile baglantili miRNA kiimesi tanimlanmistir. Yedi farkl diziler ailesini, miR-506, mir-507,
miR-508, mir-509, mir-510, mir-513, mir-514 olusturur. Zhao ve arkadaslari tarafindan in
vitro ve in vivo yapilan c¢aligmalarda miR-506’nin restorasyonunun tiimor bilyiimesinin
baskilandig1 ve anti-onkojenik 6zelligi vurgulanmistir (11). miR-506’nin meme kanseri
hiicre hatlarinin EMT’yi diizenlemede rolii oldugunu bildirmis ve bir¢cok ¢alismada, miR-
506’nin kétii huylu tiimor tiplerinde timor baskilayici olarak islev gordiigiinii gosterilmistir.
Yu ve arkadaglari, miR-506’nin asir1 ekspresyonunun meme kanseri hiicrelerinin

proliferasyonunu ve metastazini inhibe ettigini gostermistir(12).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kontrolsiiz bir sekilde hiicrelerin anormal biiyiime ve genetik degisikliklerle
ortaya cikan mutasyonlarla ifade edilmistir (13). Meme kanseri duktal epitel veya
lobiillerden gelebilen meme dokularinin malignitesidir. Meme kanseri (MK) 6zellikle son
yillarda diinyada, kadinlar arasinda en yaygin malignitelerden biri haline gelmistir, insidansi
degerlendirildiginde, meme kanseri ikinci sirada goriilen kanserdir. Meme kanseri heterojen

bir gruptan olusmaktadir (14).

2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

2020 yilinda yapilan istatistiksel arastirmalar yeni meme kanseri vakasini 2.3 milyon olarak
saptamigtir (15). Melezya, Bat1 Afrika, Mikronezya ve Karayip iilkelerinde meme kanseri
sebebi ile mortalite daha yliksek oldugundan daha sik, Avustralya, Bati Avrupa, Kuzey
Amerika, Kuzey Avrupa’da daha az goriilmektedir. Tiirkiye’de %89 oraninda meme kanseri
belirtilmigstir. 1990-2016 arasinda meme kanseri Hong-Kong, Singapur Afganistan,
Filipinler, Brezilya ve Arjantin gibi iilkelerde iki kat artmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde %29yeni meme kanseri vakasi bildirilmistir. 2020'deki toplam 6lim sayisi

Asya ve Afrika iilkeleri ylizde %63 olarak bildirilmistir(6).

Incidence

Motality

Colorectum

Leukemia 3.1%
Cervix uteri 3.4%

Prostate 3.8%
Pancreas 4.7%
Bladder

3.0%
Thyroid 4
3.0% Cervix uteri
3.1%

Female

Esophagus breast
5.5% 6.9%

Liver 5.6%

4.7%

Esophagus
3.1%

Sekil 1. Farkli kanser tiirleri arasinda kanser insidansi ve mortalite dagilimi (16).



Kandinlarda menopoz 6ncesi ve menopoz sonrast meme kanseri 2018’ de, menopoz dncesi
meme kanser1 <50 yas olarak tanimlanir menopoz sonrasi meme kanseri > 50 yas olarak
tanimlanir. Diinya ¢apinda 2018 yilina ait tahmini 2,1 milyon meme kanseri vakasi teshis
edildigi belirtilmistir. Uluslararas1 kanser Arastirmalar1 Ajansi (ISIR)’nin verilerine gore
19,7 milyon menopoz 6ncesi meme kanseri vakasimin ve 152,6 milyon menopoz sonrasi

meme kanseri vakasi tespit edilmistir (Sekil 2) (17).

Premenopausal breast cancer
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Sekil 2. 2018 yilina ait tahmini 2,1 milyon meme kanseri vakasi teshis edilmesi
(Uluslararasi kanser Aragtirmalar1 Ajansi (ISIR) verisi) (17).



2.3. Meme Kanseri Tipleri

2000 yilinda, Perou ve digerleri tarafindan meme kanseri, Luminal, HER2, Bazal Benzeri

ve Normal-Benzeri meme kanseri alt tipleri olarak tanimlanmaktadir (18).

Tablo 1. Meme kanseri Tipleri (19).

Meme kanseri tiirevleri Tanim

o

Biitin meme kanseri vakalarinin 70% ‘ini
Luminal A Meme kanseri olusturu. Farkli mutasyonlara sahip tlimor
dokusu, Ostrojen (ER) pozitif ve/veya
progesteron (PR) pozitif, insan epidermal
bliytime faktori reseptorii-2 (HER2) negatif
olabilr.

ER+, diisiik PR, HER2- olabilir.

Luminal B Meme kanseri ER-, PR-, HER2+ mutasyonlarina sahip olma

orani %10-15 oranlarindadir.

Uclii negatif form olrak adlandirilan alt tipte,
ER, PR ve HER2 negatif olarak

HER2

tanimlanmaktadir.

2.4. Meme Kanseri Evreleri

Amerikan Ortak kanser komitesi'ne (AJCC) gore meme kanserinin asamalart TNM
sistemine ayrilmistir. T meme tlimoriiniin boyutu, N tiimoriin lenf diiglimlerine yayilma
derecesi, M viicudun diger organlarina timdr metastazinin derecesi gosterir. Meme kanseri
en erken evresi evre 0 veya karsinoma in situ olarak adlandirilir. I evrede tiimor kiigiiktiir ve
meme disina yayilmamaistir (20). II. evre kanserin ¢ap1 2 cm den kiigiiktiir ve koltuk alt1 lenf
diigiimlerinde bulunur. IIl. evre memede bulunan tiimdr herhangi boyutta olabilir, kanseri

birinci evreye kadar olmayacaktir. Ayrica kanser goglis duvarina veya meme derisine de



yayilarak cukurlasma, iltihaplanma meme cilt renginin degismesine neden olur. Meme

kanseri IV evre beyin, akciger kemik gibi bolgelere yayilmistir (21).

Lymph node Lymph node
Tumor Tumor
Lobe Lobe
Stage 1 Stage 2
Lymph node
Tiiior I Tumor spreadto other
organs such as lung,
plural and brain
Lobe
Stage 3 Stage 4

Sekil 3. Meme kanserinin evreleri (21)

2.5. Meme Kanser Risk Faktorleri

En 6nemli risk faktorlerinden biri cinsiyet olmakla birlikte kadinlarda erkelere gore daha
yiiksek oranda meme kanseri goriilmektedir. Aile dykiisii (genetik faktorler) ikinci onemli

risk faktoridiir (22).

Tablo 2. Meme kanserinin degistirilebilen ve degistirilemez risk faktorleri (23).



Degistirilemez risk faktorleri

Degistirilebilen risk faktorleri

Kadin cinsiyeti

Yas

Aile dykiisii

Hamilelik ve emzirme
Genetik mutasyonlar

Irk

Hormonal replasman tedavisi
Fiziksel aktivite

Obezite

Alkol alim1

Sigara igmek

Yetersiz vitamin takviyesi

o Adet ve Menopoz o Isiga asirt maruz kalma

o Meme hastaliklart o Kimyasallara maruz kalma

o llaglar

o Radyasyon tedavisi

2.6. Meme Kanserinin Genetik Temelleri

Genetik mutasyonlar meme kanserinde onemli bir risk faktoriidiir. Yapilan caligsmalar
kanserlesmede rolii olan hiicre boliinmesi ve oliimiinde gorev alan BRCA1, BRCA2 ve
HER2 genlerindeki mutasyonlarin meme kanserine sebep oldugunu gostermistir. Meme
timorlerinin erken baslangic1 siklikla BRCA1 ve BRCA2 genleriyle iliskilendirilmistir.
BRCA1 ve BRCA2 genleri DNA tamir mekanizmasi ve DNA rekombinasyonunda gorev

yaparak genomik stabilitenin korunmasini saglar ve timor baskilayicidirlar (24).

2.6.1. BRCA1 Geni

BRCAI1, BRCALI ile iligkili genom izleme kompleksi (BASC) olarak bilinen biiytik bir¢cok
alt birimli ve diger tiimdr baskilayicilar, DNA hasar sensorleri ve sinyal transdiiserleri ile
protein kompleks halinde ¢aligir. BRCAT1 proteini, RNA polimeraz II ile birleserek ve histon
deasetilaz kompleksleri ile etkilesime girer. Boylece, ubiquitination ve transkripsiyonel diiz
Mutant BRCA1 genine sahip kadinlarin 90 yasina kadar %80 oranlarinda kadar meme
kanseri gelistirme riski vardir. Ek olarak, meme kanseri ile birlikte ovaryum kanseri gelisme

riski, BRCA1 mutasyonlar1 olan kadinlarda yaklagik %55 tir.

Mutasyona ugramis bir BRCA1 geni, fonksiyonel olmayan yani DNA hasarini diizeltmeye
yardimci olamayan bir protein {liretir. Mutasyon sonucu biriken hasarli proteinler hiicrelerin
kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasina ve bir tiimor olusturmak iizere boliinmesine izin verebilir.
Boylece, BRCA1 inaktive edici mutasyonlar kanser i¢in bir yatkinliga yol a¢tig1 sdylenebilir

(25).



2.6.2. BRCA2 Geni

BRCA2 genindeki germ-line mutasyonlari, kadinlarda erken baslangicli meme kanseri olan
ailelerin yaklasik %35'inde goriiliir ve ayrica kadinlarda yumurtalik kanseri ve erkeklerde
meme kanseri gelisme riskinin artmasina neden olur. BRCA2 geninde 500'den fazla
mutasyonun bildirildigi ve bunlarin ¢ogunun kesik protein iiretmesine yol ac¢tig1 bulgusu ile
tutarlidir. Bu tip proteini lireten mutasyonlar, bir veya daha fazla niikleotid silme, cogaltma,
cerceve kaymasi veya hatali mutasyonlar etkileyebilir veya ekleme islemine miidahale
edebilir (26). Genel olarak, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar STK11, ATM,
CHEK2, P53 ve CDHI1 genleri gibi genomu saglam tutmak i¢in gerekli olan genlerdeki
mutasyonlar ile birlikte tiim ailesel meme kanseri vakalarinin %350'sinde goriilmektedir.
BRCAT1 ve BRCA2 genleri, meme ve yumurtalik kanserinin otozomal dominant form ve

yiiksek penetrasyonlu formlarini olusturmak i¢in en yaygin genlerden ikisidir.

2.6.3. HER?2

HER2, epidermal biiyiime faktorii reseptorii ailesi tiyesidir. HER2 17. kromozomunun uzun
kolunda bulunan bir onko-proteindir. HER2, EGFR/ HER1, HER2, HER3 ve HER4’ten
olusan, hiicre biiytimesini, sagkalimini, farklilagmasini ve migrasyonu kontrol eder. HER2
tic monoklonal antikor var, Trastuzumab, Pertuzumab ve margetuksiman. Trastuzumab ve
Pertuzumab, HER2 reseptoriiniin farkli hiicre disi alanlarina baglanir ve bu nedenle
tamamlayici etki mekanizmalarina sahiptir. Pertuzumab tek basina orta antitiimor aktivite
goster ve Trastuzumab ile kombine edildiginde sinerjistik bir etkiye sahiptir (27).
Margetuximab yakin zamanda onaylanmis bir kimerik antikordur. Trastuzumab ile epitop
ozelligi var, ayn1 zamanda tasarlanmis bir FC bolgesini i¢ceren, HER2’ye kars1 bagisiklik
aktivasyonunu artirmaktadir. HER2 asir1 ekspresyonu %15-20’isnde agresif meme kanseri

ile sonuglanir (28).

2.64.  PI3BK/AKT/mTOR Sinyal yolag

2.6.4.1. Fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)

Fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) hiicrede sitoplazmada yer alan bir kinazdir. PI3K sinyal
yollarinin aktivasyonu yoluyla, hiicrelerin hayatta kalmasini, g¢ogalmasini, gdociind,
farklilagmasini, transkripsiyonunu ve translasyonunu diizenler. PI3K, {i¢ alt birimden olusan
bir plazma membrani ile iligkili lipid kinaz grubu proteinidir (29). P85 diizenleyici alt birim,
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pS5 diizenleyici alt birim ve pl110 katalitik alt birimdir. Farkli yapilarina ve spesifik alt
katmanlarina gore PI3K 3 sinifa ayrilir. Sinif I, I, ve III, simif I PI3k’ler sinif 1A ve IB
PI3K’lerden olusur. Sif IA PI3K, p58 heterodimeri, pl10 katalitik alt birimin insan
kanserinde en sik goriilen alt birimdir. P110 katalitik alt birimi, diizenleyici p85 alt birimi
ile dimerizasyon yoluyla stabilize edilir(30). PI3K fizyolojik kosullarda normalde biiylime
faktdrleri, sitokinler ve hormonlar gibi gesitli hiicre dis1 uyaranlar aktive edilir. Son yillarda,
ncRNAs (kodlanmayan RNA) gibi bir¢ok cesitli gen PI3K/AKT/mTOR yolunun 6nemli
diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir. ncRNA PI3K yolu aktivitelerini etkilemek i¢in hem
yukar1 akig aracilart hem de akis yoniinde efektorler olarak islev goriir. ncRNA’larin PI3K
yolundaki bilesenleri direkt olarak veya dolayli olarak (PI3K/AKT/mTOR/PTEN)
hedefledigi ve PI3K sinyallemesinin aktivitesini diizenledigi bildirilmistir (31).

PI3K hiper- aktivitesinin insan tiimor ilerlemesi, artan tiimor yogunlugu ve kanser
hiicrelerinin invazyon potansiyeli ile iliskili oldugu gézlemlenmistir. PI3K inhibe edilmesi

kanser tedavi yontemi olarak klinik tedavilerde kullanilmaktadir (32).

2.6.4.2. mTOR yolag

mTOR (Rapamisin Protein kompleksinin memeli hedefi), bircok molekiilden olusan bir
protein kompleksidir. mTOR yolagi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre i¢i enerji metabolizmasi
bir¢ok hayati gorevi olan bir hiicre i¢i sinyal yolagini olusturur. Bir¢ok diizenleyici rolii olan
bu yolagin kanser, kardiyovaskiiler, norodejeneretif hastaliklar gibi ¢ok ¢esitli hastliklarda
da  Onemli rolleri vardir. mTOR’un immiin sistem tiizerindeki baslica etkisi, edinsel
bagisiklig1 uyarirken, dogal bagisikligi baskilamasidir. Ornegin yardimer T hiicrelerini
artirirken, diizenleyici T hiicrelerini azaltir (33). mTOR, inhibitdrleri tedavide yeni bir umut
kaynag1 olmaktadirlar. mTOR hiicre igerisinde, kompleksl (mTORC1) ve kompleksi 2
(mTORC2) olmak iizere iki farkl sekilde yer alir. Bu iki multiprotein kompleksine ve iligkili
olduklar1 substratlara mTOR yolag1 denmektedir. Raptor, mTOR substratlarini toplayip
kompleksi regiile ederek mMTORCI aktivitesini saglamaktadir (34).

mTOR sinyali, meme kanseri de dahil olmak iizere bir¢cok kanser tiiriinde genellikle asir1
aktiftir. Bu, mTOR'un kendisindeki mutasyonlari i¢erebilir, ancak daha yaygin olarak meme
kanserinde bu, ErbB ailesi reseptorlerinin aktivitesindeki artis veya PI3K sinyalindeki
degisiklikler ve mutasyonlarla iligkilidir. Rapamisin ve analoglari (rapaloglar), hiicreler aras1
reseptor FKBP12'ye baglanir ve daha sonra allosterik bir mekanizma yoluyla agirlikli olarak

mTORCI1 sinyalini inhibe eder. Arastirmalar, mTOR'un inhibisyonunun, timor bilylimesini
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yavaslatma ve kanserin yayilmasini sinirlama etkisi ile kanserlerle miicadelede yararli bir
strateji oldugunu gostermistir. HER-2 negatif, menopoz sonras1 meme kanseri hastalarinda
eksemestan ile birlikte kullanim i¢in onaylanmis rapalog tiirevi olan everolimus (RAD-

001/Afinitor) ile klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir.

2.6.43. AKT

Serin/treonin protein kinaz AKT, PI3K alt sinyal yolaginda yer alan molekiildiir. AKT nin
tic izoformu vardir. AKT1 dokularin ¢ogunda ifade edilir, AKT2 esas olarak yliksek
duyarliliga sahip pankreas, karaciger, kaslar gibi dokularda ifade edilir. AKT3 beyinde ve
testislerde daha ¢ok ifade edilir(35). AKT, plazma zarina PIP2 ve PIP3 tarafindan baglanarak
aktive edilir. Thr308 ve ser473’lin fosforilasyonu, AKT’nin aktivasyonunu belirler.
AKT’nin 100’den fazla substrati vardir bunlar transkripsiyon faktorleri, hiicre dongiisii
ilerlemesi inhibitorleri, protein kinazlar, GTPaz aktivasyon proteinleri ve apoptoz
indiikleyicileridir. AKT ana protein substratlarindan biri glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3),
glikojen sentazi fosforile ve inhibe eden bir protein kinazdir. Gegtigimiz on yillar boyunca
PI3K sinyal yolunun bir¢ok insan kanserinde deregiile edildigine inanilmaktadir. PTEN’in
kinaz mutasyonlart ve/veya ekspresyonu azalmig, neoplastik transformasyon, insan
karsinogenezine yol agar. PI3K yolu, tiimor baskilayict PTEN’in kaybi veya inaktivasyonu,
PI3K’nin mutasyonu veya amplifikasyonu ve ayrica tirozin kinaz, biiylime faktorii
reseptOrlerinin, yukarisindaki onkogenlerin aktivasyonu dahil olmak {lizere ¢esitli

mekanizmalar yoluyla deregiile edilir (36).

2.6.44. PI3K/AKT/mTOR yolaklar1 aktivasyonu

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, PI3K ligandlarinin (insiilin biiytime faktorleri hormonlar)
RTK’lere ve GPCR’ye baglanmasiyla aktive edilir. PI3K aktive edildiginde, protein kinaz,
PIP2’nin PIP3 fosforilasyonunu katalize eder. AKT birinci treonin kalintis1 diizeyinde PDK 1
tarafindan katalize edilen ve ikinci reaksiyon mTOR2 tarafindan katalize edilen iki

fosforilasyon igleminden gectigi zaman plazma zarindan igeri alinir.

Fosforilasyon ile aktive edildiginde AKT, hiicre proliferasyonu ve hayatta kalmasi ile
baglantili olarak mTOR kompleksi gibi molekiilleri fosforile ederek aktive eder ve GSK-3
ve FOXO01 molekiilerini ise inhibe etmektedir. PTEN ana negatif sinyal yolagi, PIP3

fosforilasyonunda diizenleyicidir (37).
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Sekil 4. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklari(10)

2.6.4.5. PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolaklari ve Meme Kanseri

PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolaklarinin meme kanseri ile iligkisi bir¢ok goézlenmistir.
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, ER, EGFR, HER2, IGFRIR ve FGFR1, RTKs tarafindan
aktive edilir. IGFIR (insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii 1) ve EGFR (epidermal
biiylime faktorii reseptorii ) PI3K ve MAPK’y1 (mitojenle aktive olan protein kinaz) aktive
eden faktorlerdir. Bu reseptorler ve ER arasindaki iligski ¢ok karmasiktir. MAPK, ERa igin
onemli rol oynayan AKT ile ER’den bagimsiz fosforilasyona yol agar. PI3K sinyal yolunun
aktivayonu ve AKT fosforilasyonu, tiimor hiicrelerinde 0strojenden bagimsiz biiyiimeyi ve
anti-Ostrojenlere karsi direnci destekler. AKT fosforilasyon yoluyla TSC’i inhibe eder,

ayrica Rheb’nin inhibisyonuna ve mTOR aktivasyonuna yolu agar(10).
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Sekil 5.PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklarinin meme kanseri ile iliskisi (10)
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2.7. Mikro RNA (miRNA)

Kodlanmayan RNA (non-coding (nc) RNA) proteine c¢evrilmeyen RNA’lardir.
MikroRNA’lar (miRNAs), bitkiler, hayvanlar ve bazi viriisler dahil olmak {izere gesitli
organizmalarda bulunan kiiclik kodlanmayan RNA molekiilii ailesinin bir tyesidir (38).
Yaklasik 22 niikleotid iceren miRNA’lar ile transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu
diizenlenir. Kodlanmayan miRNA’larin gen ekspresyonunda, fenotipik degiskenlik
sekillenmesinde ve hastalik gelismesinde regiilator olarak 6nemli rollerinin oldugu
gozlemlemistir. MikroRNA’lar islevlerini ¢ogunlukla mRNA’nin 3’ transle edilmeyen
bolgesine (3° UTR) baglanarak daha azinlikta 5°-UTR, ORF (open reading frame) ya da
promotdr bolgelerine baglanarak yapmaktalardir. miRNA ekspresyonunun diizensizligi,
kanserin baglamasi, ilerlemesi ve metastaz ile iliskilidir. miRNA gen ekspresyon hiicresel
kontrolii, ¢cevresel streslere, aclik, hipoksi, oksidatif, stres ve kanserle iliskilendirilen DNA
hasar1 gibi hiicresel kritik 6neme sahiptir. miRNA’larin kanserde tiimor baskilayict rolleri
vardir, ve bunlarin anormal diisiik ekspresyonu, apoptozda azalma, hiicre biiylimesinin
artmasi, istila ve metastaz gibi hiicresel siireclerde anormalliklere ve onkogen fonksiyonunu

negatif baskilanmasi yoluyla tedaviye duyarliligin azalmasina yol acar(39).

Cok ¢esitli tiimor baskilayic1 ve onkojenik mRNA’lar inhibisyonuna dayanarak, birtakim
yiiksek ifade edilen miRNA’lar kanser gelisiminde tiimor destekleyici onkomiR’ler olarak
rol oynamaktadirlar. Diislik seviyedeki miRNA’lar, tiimdr biliylimesinde fonksiyon kaybina

ugrayan timor baskilayicilardir(40).
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2.7.1. miR-506

miR-506’nin meme kanseri hiicre hatlarinda migrasyon ve invzyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. miR-506"nin meme kanseri metastazini etkilemek i¢in IQGAP1 ve MAPK

sinyal yolunu baskilama yetenegine sahip oldugu belirtilmistir(41).

Mafb NF-kB

STAT4 p53 TSS
- . [P
Genomic region
(chrX g27.3) ‘L
CpG island mift-508
hypermethylation
Drosha
3Pr]~miR-506
Pre-miR-506
___________ Nucleus
IR
Dicer Pre-miR-506
miR-5064

1 1 L 1 L L 1 i 1 1 L

CDK4/6t N-Rast | PIM31 (SPHK1f | Gli3t  ROCKiT 'SsNAl2t (viMt  ETS-11 DNMT3Bf (RAD51E

N L] Z | N\

Cell growth Apoptosis Migration and invasion Chemoresistance

Sekil 6. miR-506’nin tiimor baskilayict aktivitesinin altinda yatan mekanizmalar(42)

Olgun miR-506, Drosha ve Dicer tarafindan cekirdegin i¢inde ve disinda RNase I
tarafindan islenir. miR-506 cesitli kanser tiirlerinde 6nemli Olciide diisiik seviyede ifade
edilir ve N-Ras, PIM3, SPHK1, ROCK1ve ETS-1 gibi 6nemli onkogenleri hedefleyerek bir
timdr baskilayici olarak islev goriir ve boylece hiicre ¢ogalmasi gibi kanserle ilgili apoptoz,
yaslanma, kemorezistans, invazyon ve migrasyon gibi énemli siiregleri diizenler. mir506 nin
promotdr  bolgesindeki CpG  boélgelerinin - DNA  hipermetilasyonu, miR-506
transkripsiyonunu bloke eder(42).
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2.8. AMPK

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), hem tek hiicreli organizmalar hem de
memelilerde bulunur. AMPK metabolizmanin diizenlenmesinde ve hiicresel enerji
homeostazinin siirdiirtilmesinde kilit rol oynar. AMPK aktive edildiginde, glikoz alim1 ve
yag asidi oksidasyonu gibi tahrik eder, ve enerji tiikketen siirecleri protein ve lipid sentezi gibi
azaltir(43). AMPK egzersiz sirasinda insanlarda iskelet kasinda aktive olur. Diizenli fiziksel
aktivite, Tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler, ndrodejeneratif hastaliklar, kanser ve obeziteye
bagh o6liimlerde azalma gostermistir. Egzersiz kemirgenlerde kas dokusu ve karacigerde

AMPK aktivasyonuna neden olur(44).

2.8.1. AMPK'nin Molekiiler Regiilasyonu

AMPK, farkli alt birimlerinden olusur. a ve B alt birimlerinin her biri iki izoformda (al, a2
ve B1, B2) ve y alt birimi 3 izoformda (y1, y2, 3y) bulunur(45). AMPK kanser tedavisi igin
hedef olarak 6zellikle meme kanseri tedavisi i¢cin énemli rol oynar. AMPK meme kanseri
hiicreleri anti-proliferatif etki ve hiicrelerde otofaji indiikleyerek, hiicre 6liimiine neden olur.
Metforminin kanser hiicreleri iizerindeki etkisi, AMPK’yi aktive ederek mTOR’un

inhibisyonu yoluyla akis asag1 biiylime faktorii sinyalini inhibe eder(46).

2.9. Metformin nedir?
Metformin, Galega officinalis bitkisinden izole edilen ilagtir. Kan glukoz seviyesini
diistirmek i¢in ana mekanizma glukoneogenezisi inhibe ederek hepatik glukoz tiretimini
azaltir ve insiilin duyarliligini1 diizenler(47). Metformin, Diabetes mellitus (DM) tip2’nin

tedavisinde kullanilan bir ilagtir. 2014 yilinda yapilan bir meta-analizde, metformin alan

bireylerin meme kanseri insidansinin daha diisiik oldugu gosterilmistir(48).

NH NH
A
| H

Sekil 7. Metformin kimyasal yap1si1(47)

NH-
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Metforminin meme kanseri, bobrek hasari, karaciger hastaliklari, ndrodejeneratif hastaliklar
ve kemik rahatsizliklarinin tedavisinde yararli etkileri gdsterilmistir. Metformin, AMP ile
aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonu nedeniyle anti-proliferatif memeli
rapamisin hedefini (mTOR) baskilar ve hiicre biiyiimesini inhibe eder(9). MDA-MB231 ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlaridir. Metforminin bu hiicre hatlarina anti-proliferatif etkisi
gosterilmistir.  Genellikle ER, PR veya HER2 ifadesine gore Meme kanseri
siiflandirilmaktadir. Metformin Ostrojen reseptor ER (+), ve ER (-) MDA-MB-231 ve
MCF-7 hiicrelerinde metforminin hiicre siklusunun duraklatilmasina sebep oldugu

gosterilmistir(49).

2.9.1. Metforminin Mekanizmasi

Metformin emilimi OCT1 (Organik katyon Tasiy1 2), MATE1 (Multidrug toksin
ekstriizyonul) ve MATE2-K (Multidrug toksin ekstriizyonu 2-k) tasiyicilart ile
gerceklestirilir. Farmakogenomik caligsmalara gore yiiksek MATE2 ekspresyonuna sahip
kanser hiicre hatlarinin metformin biiyiime inhibitorii etkilerine karst direng gosterdigi

bulunmustur(50).

Metforminin iki farkli etki yolagi bulunur. Bunlar mTOR ve AMPK yolaklaridir. Metformin
AMPK- bagimsiz aracili instilin serum diizeyini diigiiriir. Metformin AMPK-bagimli olarak
diizenlenir ve mitokondriyal kompleksin- I (komple- I)’1 inhibe eder. AMPK-bagimsiz yol
ile metformin sinyal verir. Bu yolda metformin dolasimdaki insiilin seviyelerinin diisiiriir ve
IGF-1 sinyalini inhibe eder. Ciinkii IGF-1, IGF-1R’ye baglanir ve PI3K, AKT, mTOR
sinyalleri RAS, MAPK aktivasyonuna yol acar. PI3K ve MAPK yollarinin aktivasyonu,
hiicre proliferasyonunu arttirir ve insanlarda agresif tipli kansere sebep olur. Metformin
dolagimdaki instilini diisiirerek, IGF-1/IGF-1R sinyalleri ve PI3K, MAPK sinyal yollarinm
inhibe eder(51).
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Sekil 8. Metforminin insiilin direnci, serum insiilini ve meme kanseri agresif biyolojisi i¢in

onemli olan sinyal yollari lizerindeki etkisini gostermektedir(52).

Metformin AMPK-bagh yoldan sinyal verir; bu yolda metformin mitokondriyal elektron
tagima protein kompleksi-I'i inhibe eder. Kompleks-I inhibisyonu, mitokondriyal adenosin-
S-trifosfat (ATP) iiretimini bloke eder ve AMP/ATP arttirir. Hepatik enerji durumu
kisitlamasi, AMP’nin AMPK’ya baglanmasina ve bdylece AMPK’nin serin-treonin
karaciger kinaz B1(LKBI1) afinitesinin artmasina yol acar. AMPK-LKBI1- aktivasyonu, S6-
kinaz (S6K) ve 4E baglayict proteininin (4EB-1) asagi akis inhibisyonuna yol agan
AKT/mTOR sinyalini inhibe eder. Metforminin mTOR inhibisyonu, kanseri tesvik eden
yollar1 baskilar. NFkB, IL6, MAPK, Ras, ve cMyc birlikte doku iltihabi, metabolizma ve

bagisiklik hiicresi sinyallesmesinde rol oynamaktadir(52).
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Sekil 9. Karacigerde metformin sinyalizasyonu(52)

2.10. Apoptoz

Apoptoz terimi sonbaharda agaclarin yapraklarmin dokiilmesi veya c¢iceklerden tag
yapraklarinin dokiilmesi anlamina gelen yunanca kokenlidir. Apoptoz kelime olarak
programlanmis hiicre Oliimii anlamina gelir. Apoptoz kelimesi ilk kez 1972 de

Avusturalyali bir patolog J.F.K Kerr tarafindan kullanilmistir(53).

2.10.1.  Apoptoz ’da Rol Alan Diizenleyici Molekiiller

Apoptoz, ¢oklu sinyal yollar1 tarafindan tetiklenir ve ¢cok karmasik dissal ve icsel ligandlar
tarafindan diizenlenir. Bu siireg, ¢esitlilik hiicre sinyal yolu tarafindan kontrol edilir ve hiicre
kaderinin diizenlenmesinde yani hiicre 6liimii veya hayatta kalma kararinda rol alir.
Kaspazlarin dahil olup olmamasina gore ayirt edilen iki ana apoptoz yolu vardir: hiicre i¢i
bir ¢cok sinyal mekanizmasinin ortak konusma noktasi organel olan mitokondri, farkll

apoptoz yollarini birbirine baglayabilir.

2.10.2.  Apoptoz Tipleri

Apoptotik hiicre 6liimii mitokondri ile iligkili olarak: Kaspaza bagimli ve kaspazdan

bagimsiz yolak ile diizenlenebilen intrinsik yolak (i¢ mitokonriyel yolak) ve bununla birlikte
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ligandlar ve ¢evresel faktorlerin tetikledigi ekstrinsik yolak (digsal yolak) olarak apoptotik

hiicre 6ltimii tipleri mevcuttur (54).

2.10.2.1. I¢ Mitokondriyal yolak

Hiicrelerde yar1 6zerk bir organel olan mitokondri, kendi genetik materyalini igermesinin
yani sira, enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Hiicre yasam aktivitesini siirdiirmek
icin ATP iiretebilir ve hiicrelerde bir enerji santrali olarak bilinir. Bu 6nemli roliin yan1 sira
mitokondri, ROS iiretimi, apoptoz ve yaslanmanin diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik
reaksiyon siirecinin gerceklestigi yerlerdir. Mitokondri disfonksiyonunun bir¢ok hastalikla
(Alzheimer hastalig1; Parkinson hastaligi, kanser, diyabet) iligkisi vardir. Bu hastaliklarin
apoptoz ile bir miktar iliskisi oldugu tespit edilmistir; Mitokondri tarafindan iiretilen ROS,
apoptoz i¢in 6nemli faktorlerden biri olarak kabul edilmistir. Su anda bir¢ok arastirma, bazi
patojenlerin enfeksiyon durumunda iretilen ROS'un arttigini, ROS'un apoptozu
tetikleyebildigini, konak¢inin bu sekilde patojenin diflizyonunu savunabildigini buldu. Bu
roller nedeniyle mitokondri, bu tip hiicre 6liimiiyle ilgili hastaliklari iyilestirmek i¢in uygun

bir terapotik hedef olarak kullanilabilir (55).

Mitokondriyal demir tastyici sitokrom C mitokondriye bagli apoptozda klasik bir rol oynar.
Bir koprii olarak kaspaz kaskad reaksiyonu ile baglanir. Alt sinyal yolaginda bulunan
kaspazlar ve i¢sel apoptozu indiikler. Yani mitokondri sadece hiicrenin enerji santrali degil,
ayn1 zamanda sitokrom C, kalsiyum, morfoloji degisiklikleri (fisyon/flizyon) veya bazi zar
proteinleri ifade dengesizligi (Bcl-2) yoluyla i¢sel apoptoz yolunu kontrol etme yetenegine

de sahiptir.

Apoptozun mitokondriyal yolunda kaspaz aktivasyonu, dis mitokondriyal zarin Bcl ailesinin
proapoptotik {iyeleri tarafindan polarizasyonu ile baglantilidir(56).Cok sayida sitotoksik
uyaran ve proapoptotik sinyal ileten molekiiller, dis mitokondriyal membran gecirgenligini
indiiklemek i¢in mitokondri iizerinde bir araya gelir (57). Bu gegirgenlik, Bcl-2 ailesinden
proteinler, mitokondriyal lipidler ve biyoenerjetik metabolit akisin1 diizenleyen proteinler
tarafindan diizenlenir(56). D1s mitokondriyal zarin potansiyelinin kaybu ile zar biitlinliigliniin
bozulmas: iizerine, sitokrom ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF ve endoniikleaz G dahil
olmak tizere normalde i¢ ve dig mitokondriyal zarlar arasindaki boslukta bulunan bir dizi
protein salinir (58). Sitozole girdikten sonra, bu apoptojenik proteinler, kaspaz
aktivasyonunu tesvik ederek veya kaspazdan bagimsiz 6lim efektorleri olarak hareket

ederek hiicre 6liimiiniin yiiriitiilmesini tetikler(58).
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2.10.2.2. Dis yolak

Oliim reseptorleri, hiicre 6liimii ve hayatta kalmasinin diizenlenmesi, farklilasma veya
bagisiklik diizenlemesi dahil olmak iizere genis bir biyolojik fonksiyon yelpazesine sahip
20'den fazla proteinden olusan timor nekroz faktorii (TNF) reseptorii gen iist ailesinin
tiyeleridir. TNF reseptor ailesinin iiyeleri, benzer, sistein agisindan zengin hiicre dis1 alanlari
paylasir. Ek olarak, 6liim reseptorleri, 6lim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal
yollarina iletilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynayan '6liim alan1' ad1 verilen yaklasik 80 amino
asitlik bir sitoplazmik alan tarafindan tanimlanir. En iyi karakterize edilen 6liim reseptorleri
arasinda CD95 (APO-1/Fas), TNF reseptorii 1 (TNFRI), TNF ile iliskili apoptozu
indiikleyen ligand reseptorii 1 (TRAIL-R1) ve TRAIL-R2 bulunurken, DR3'iin (TRAMP)
rolii /Apo-3/WSL-1/LARD) veya DR6 tam olarak tanimlanmamistir. TNF {ist ailesinin
karsilik gelen ligandlari, CD95 ligandi (CD95L), TNFa, lenfotoksin-a (sonraki ikisi
TNFRI'ye baglanir), TRAIL ve DR3 i¢in bir ligand olan TWEAK gibi 6liim reseptorii
ligandlarint igerir(59).

CD95 veya agonistik TRAIL reseptorleri TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 gibi 6liim reseptorlerinin
ayn1 kokenli ligandlar1 veya agonistik antikorlar ile ligasyonu, reseptdr trimerizasyonu,
reseptorlerin 6liim alanlarinin kiimelenmesi ve Fas ile iligkili 6liim alani gibi adaptor
molekiillerin (FADD) alinmasiyla sonuglanir. Fas ile iliskili 6liim alani, CD95 6liime neden
olan sinyal kompleksini (DISC) olusturmak icin kaspaz-8'i aktive eder (60). Kaspaz-8 daha
sonra kaspaz-3 gibi alt sinyal efektor kaspazlari aktive eder. CD95 sinyal yolu i¢in, iki farkl

prototipik hiicre tipi tanimlanmigtir (61).
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Sekil 10 . Memeli hiicrelerinde apoptotik yolaklari. (i¢) mitokondriyal ve (dis) apoptotik
yolaklar (62).

2.10.3.  Bcl-2

Memelilerde bulunan Bcl-2 ailesi sag kalimda gorev alan CED-9'un en az bes homologunu
tasir: Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1 ve Al. Bu homologlarin tiimii gelisim sirasinda ve
hiicresel strese yanit olarak apoptozu inhibe eder. CED-9 ile en az {i¢ korunmus BH (Bcl-2
homoloji) alanin1 paylasirlar. Bunlardan iicii, sag kalim ile iliskili BH1, BH2 ve BH3
domainleri hidrofobik bir yapida birlikte katlanir(63). Bu yap1, pro-apoptotik EGL-1 veya
Bik/Nbk/BIk, Bid, Bad, Hrk/DP5, Bim/Bod, Noxa, Puma/Bbc3, Bmf ve Bcl-Gs tarafindan
ligand baglanmasi i¢in hedef olarak hiicrede bulunurlar (Sekil 11). Hiicre 6liimil ile ilgili
proteinler pro-apoptotik olarak (yalnizca BH3 igeren proteinler), kisa BH3 domainini
igerirler, ancak daha genis Bcl-2 ailesiyle kayda deger bagska domainleri i¢cermeyen
proteinlerdir(64). Yalnizca BH3 proteinlerine ek olarak, pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin

diger sinifi, cok alanli Bax benzeri proteinlerdir (65).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Metforminin Hazirlanisi

Metformin Sigma Aldrich firmasindan (317240) CAS 1115-70-4 -Calbiochem olarak temin
edildi. 1M olacak sekilde saf su ile hazirlandi. 1M olarak hazirlanan Metformin 1.2 mM,
225 mM, 5 mM 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM olacak sekilde hiicre uygulamasi

hesaplanarak 24 sa, 48 sa ve 72 sa olarak uygulandi.

3.2. 10x TBS ve 1X TBS-T

86,6 g NaCl, 12,11g Tris-Baz distile su ¢ozdiiriiliir pH: 7,6 ya ayarlanir¢ Ardindan 1000ml’e
tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS, 1X TBS’e seyreltilerek kullanilir. 1X TBS icine 500

Tween 20 konularak hazirlanir.

3.3. Hiicre Dondurma Soliisyonunun

9 ml FBS ve 1 ml DMSO oraninda hazirlanan dondurma soliisyonu hiicrelerin -80 derecede

ya da s1v1 azotta (-196 derece) saklanmasini saglar.

3.4. miR-506

miScript miR-506 Mimic Sigma (QIAGEN), 20 uM olacak sekilde distile su ile
hazirlanmistir. 5 nm olacak sekilde hiicre uygulamasi hesaplanarak 24 saat, 48 saat olarak

uygulandi.

4. YONTEMLER

4.1. Hiicre kiltiiri

MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) ve MCF-7 (HTB-22 — ATCC) hiicre hatlar1 ATCC
(American Type Culture Collectian)’dan temin edilmistir. Hiicreler, % 5 CO2 ve 37 °C’lik
inkiibatorde, %10 FBS ve %] penisilin/streptomisin igeren DMEM (Dulbecco 's modified
Eagle serum) besiyerinde inkiibe edilmistir. Hiicreler belirli yogunluga ulastiklarinda
pasajlama islemi yapilmstir. Pasajlama islemi i¢in list medya cekip atilarak, hiicreler izotonik
bir ¢ozelti olan 1X PBS ile yikanmistir. Ardindan, flask yiizeyini kaplayacak miktarda %
0,25 oraninda tripsin-EDTA eklenerek, 37 °C’ de 5 dakika hiicrelerin yilizeyden kalkmasi

saglanmistir. Tripsin ile 1:1 oranda besiyeri eklenerek, tripsin inaktivasyonu saglandiktan
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sonra hiicreler 500xg’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 hiicre pelleti medya

ile homojen hale getirilip, sayim islemi hemasitometride gerceklestirilmistir.

4.2. Hiicre Dondurma

Hiicre ekiminden sonra yeterli yogunluga ulasan hiicrelerin bulundugu 25 cm?®’lik petri 1ml
Ix PBS ile yikanir. Bu islemden sonra hiicre iizerine Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’lik
etiivde yaklasik 5 dakika bekletilmistir.  Santrifiij sonrasi, hiicre sayimi Neubauer
hemoitometresi yardimiyla yapilmistir. Dondurma islemi i¢in kullanilan tiipler (cryo tiip)
hazirlandiktan sonra, hiicreler dondurma soliisyonu ile homojen edilmis ve -80°C de

kademeli olarak dondurulmustur.

4.3. Hiicre Canlihginin Belirlenmesi

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl (MTT) ajam1 kullanilarak renge bagl bir sag kalim testi olan
hiicre sag kalim deneyi gerceklestirilmistir. Canli hiicrelerin mitokondrisinde bulunan
rediiktaz enzimi ile tepkime giren MTT ajani, formazan kristalleri halinde ¢okelerek mor
renkli tanecikler olusturur. DMSO gibi bir ¢oziicii ile mor renkli bir soliisyon halini alir. 570
nm dalga boyunda bu renk degisimi kantitatif olarak plaka okuyucusunda hesaplanir.
Calismamizda, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri 1X10* hiicre/kuyu olarak 96 kuyucuklu
petriye ekilmis ve gece boyu hiicrelerin yapigmasi i¢in inkiibe edilmistir. Bunu takiben
hiicrelere 24 saat farkli konsantrasyonlarda metformin (1,5- 25 mM) uygulanmistir.
Ardindan, 4 saat boyunca % 5 COz ve 37 °C’lik inkiibatdrde 10pL MTT ajani uygulanan
hiicreler iizerinden {ist s1v1 dikkatlice alinmig ve 100ul DMSO eklenmistir. Olusan renk
degisimine bagli absorbans Ol¢iimii ikili dalga boyunda (570 nm ve 655 nm) plaka

okuyucuda yapilmistir.

4.4. Floresan Boyama
4.4.1. DAPI (4’6 Diamidino-2-fenilindo) Boyamasi

Meme kanseri hiicreleri olan MDA-MB-231ve MCF-7, 5x10* hiicre/kuyu olarak 12
kuyucuklu petriye ekim yapilmistir. Yapismasindan sonra hiicrelere 24 saat boyunca 2.5mM

ve SmM metformin uygulanmistir. DAPI (5mg/ml) eklenen besiyeri ile 15 dk bekleme
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siiresinden sonra eksitasyon 350 nm ve emisyon 470 nm’ de floresan mikroskobunda mavi

olarak nukleuslarin boyandig1 gozlemlenmistir.

4.4.2. DIOC6 (3 ,3-Diheksiloksakarbosiyamin)

Meme kanseri hiicreleri olan MDA-MB-231ve MCF-7, 5x10* hiicre/kuyu olarak 12
kuyucuklu petriye ekim yapilmistir. Yapismasindan sonra hiicrelere 24 saat boyunca 2.5mM
ve SmM metformin uygulanmistir. 4mM DiOC6 ile 15 dakika muamele edilen mitokondri
membran yapist bozulmayan hiicreler Ext./Em. :488/525 nm’ de floresan mikroskobunda

yesil renkte gézlemlenmistir.

4.4.3. PI (Propidyum iyodiir)

Meme kanseri hiicreleri olan MDA-MB-231ve MCF-7, 5x10* hiicre/kuyu olarak 12
kuyucuklu petriye ekim yapilmistir. Yapigsmasindan sonra hiicrelere 24 saat boyunca 2.5mM
ve SmM metformin uygulanmistir. Smg/ml PI ile 30 dakika boya maruziyeti saglanmistir.
Floresan mikroskobu altinda o6li hiicreler kirmizi renkte Ext./Em.: 536/ 617 nm’de

gbzlemlenmistir.

4.4.4. AO (3,6-dimetilaminoakridin Akridin turuncusu)

Meme kanseri hiicreleri olan MDA-MB-231ve MCF-7, 5x10* hiicre/kuyu olarak 12
kuyucuklu petriye ekim yapilmistir. Yapigmasindan sonra hiicrelere 24 saat boyunca 2.5mM
ve 5SmM metformin uygulanmistir. Ornekler, besiyerinde 1g AO ile 15 dakika bekletilir.

Eksitasyon 502 nm ve emisyon 650 nm’ de Floresan mikroskobu altinda gozlemlenir.

4.5. Koloni Olusumu

MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda metforminin ve miR-506 koloni
olusumu {izerine etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. 2000 hiicre/kuyu olarak 6
kuyucuklu petriye ekim yapilmistir. Yapigmasindan sonra hiicreler sentetik miR-506
miRNA mimik ile 24 saat transfekte edilmistir. Ardindan 24 saat boyunca SmM metformin
uygulanmistir. 24 saat sonunda taze besiyeri ile ilagh besiyeri degistirilmistir. Hiicreler

yaklagik iki hafta boyunca, kontrol gurubu % 80 koloni yogunluguna ulastiginda 3:1 oranda
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metanol: asetik asit ile oda sicakliginda 10 dk fikde edilmis ve sonrasinda %0,5’lik kristal

viyole ile boyanarak gozlemlenmistir.

4.6. Yara lyilesme Yontemi

Hiicre migrasyon testi olarak da ifade edilen yara iyilesme testi, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinde metforminin ve miR-506 yara iyilesme potansiyeli iizerine etkisini belirlemek
amaciyla gergeklestirilmistir. 6x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu petriye ekim
yapilarak bir gece hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicreler miR-506 mimik ile
transfekte edilmistir. 24 saat sonunda 10 pl’lik steril pipet ucu ile petri kabina ¢izik atilarak
yara olusturulmustur. 1X PBS ile yikamadan sonra, taze besiyeri ile metformin uygulamasi
yapilmistir. 24, 48 ve 72 saat boyunca yara genisliginin degisimi mikroskop yardimu ile
Olgtilmiistiir.

4.7. Protein izolasyonu

1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 60 mm’lik petrilere ekim yapilan hiicreler gece boyu
yapigma siiresinden sonra miR-506 mimik transfeksiyonu yapilmistir. 24 saat sonra iles 5
mM metformin uygulanmigtir. Ardinda, aderent karakterdeki hiicreler kaziyici ile 1xPBS
varliginda santifiij tiipline toplanmistir. 2 dakika +4°C’de 16000 rcf’de yapilan santrifiij
sonrasi hiicrelerin {ist faz1 atilmistir. Pelletin yogunluguna gdre hiicre lizis tamponu (CLB)
eklenerek hiicreler pipetaj ile homojen edilmis ve hiicre zar1 par¢alanmaya ¢alisilmistir. CLB
etkinligi i¢in 20 dakika oda sicakliginda ¢alkalanmis ve ardindan 20 dakika siire ile 16000
rcf’de +4°C’de santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir ependorfa alinarak -20°C’de

saklanmustir.

4.8. Bradford Protein Miktar Tayini

Total protein izolasyonu sonrasit protein miktarinin belirlemek icin Bradford Testi
kullanilmistir. BSA (sigir serum albumin) konsantrasyonu belli olmakla birlikte 1,5
mg/ml’dir. BSA kullanilarak bir standart egri olusturmak istendiginde artan
konsantrasyonlarda (1,5; 3; 4,5; 6; 7,5 pg/ ul) BSA kullanilir. Konsantrasyonlar1 bilinmeyen
proteinlerden ise 1 pl kullanilir. Bradford ajani eklendikten sonra 5 dk karanlikta bekletilen

lizatlarin, plaka okuyucuda 595 nm dalga boyunda absorbanslar1 ol¢iilmiistiir. Standart
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absorbans/konsantrasyon grafigi yapilir. Standart egim hesabi1 kullanilarak protein

orneklerinin konsantrasyonlar1 saptanmistir.

4.9. immunoblotlama Yontemi

Bu teknikte proteinlerin kDa’larina gore ayrilmasit i¢in %12-15 oranlarinda ayirma jeli
hazirlanmistir. Ayirma jelinin hizalanmasi igin jel iizerine izopropanol yada butanol eklenir.
Jel polimelesmesinden, yiikleme jeli prosediire gore hazirlanir. 5x konsantrasyonda laemli
tamponu ile 30-50 pg protein ile karigtirillarak 95°C’de 5 dakika boyunca kaynatilmistir.
%12-15’lik SDS-PAGE hazirlanarak 80 V’de yiiriitiilmiistiir. Jelden membrana transfer
islemi icin PVDF membran kullanilmistir. PVDF membranin aktivasyonu i¢in, metanolde
20 sn bekletme islemi yapilmistir. Transfer islemi 300 mA’de incelenmek istenen primer
antikorun boyutuna gore 45 dk ile 60 dk boyunca yapilmistir. Ardindan membranlar,
kontrolsiiz baglanmalar1 engellemek i¢in membranlar 1saat yagsiz siit ile bloklanmistir.
Membranlar primer antikorlarla gece boyunca +4°C’de rollerda muamele edilerek edilmistir.
Tezimizde kullanilan primer antikorlar: PARP, kaspaz9, kaspaz3, kaspaz7, Puma, Bak, Bax,
Bim, AMPK’dir. Beta-actin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Sekonder antikor ile
muameleye gecilmeden 6nce membranlar 10 dakika 3 tekrar seklinde TBS-T ile yikanmustir.
Sekonder antikor olarak, primer antikora uygun olacak sekilde anti-fare ve anti-tavsan
sekonder antikorlar kullanilmistir. Membranlar gece boyu +4°C’de yada oda sicakliginda 3-
2 saat sekonder antikor ile muamele edilmistir. Ardindan 10 ’ar dakikalik 3 tekrar TBS-T ve
1 kez TBS yikamasi sonrasinda, Orneklerin kemiluninisans tampon c¢ozelti (A ve B

cozeltilerinin 1:1 karisimi) ile 5 dakika karanlikta inkiibasyonu saglanmistir.

4.10. Asili Damla Modeli Teknigi

Asili Damla metodu ile 3D speroid hiicre kiiltiirii, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri
hiicreleri 60 mm'lik perilere her damlacikta 2.500 hiicre olacak sekilde kontrol, mir506,
Metformin, mir506+Metformin gruplar olarak 4 farkli petriye damlacik halinde ekilir.
Hiicreler 151k mikroskobunda 3 giin boyunca gozlenerek ¢aplar1 kaydedilmektedir. 3.giiniin
sonunda damlaciklar DIOC6 ve DAPI floresan boyalari ile boyanarak floresan mikroskobu

altinda goézlenmektedir.
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4.11. PI Analizi

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde metforminin ve miR-506 hiicre dongiisiine etkisini
belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. 6x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu
petriye ekim yapilarak bir gece hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicreler miR-506
mimik ile transfekte edilmistir. Ardindan 5 mM metformin uygulanmistir. PI analizi i¢in
hiicreler soguk % 70 etanol ile fikse edilmistir ve +4 °C’de saklanmistir. PI boyama igin 4
mg/ml PI ve 20 mg/ml RNaz, 1xPBS iginde hiicrelere verilmistir. Boyama islemi i¢in 30
dakika inkiibasyon siiresi oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Hiicre akis sitometrisinde

analiz FL2 filtresi ile 10.000 hiicre {izerinden yapilmistir

4.12. istatiksel Analiz

Metforminin hiicre canlilig1 ve hiicre migrasyonuna etki mekanizmasina yonelik elde edilen
tim sonuglar Graphpad programi kullanilarak veri sayisi ile uyumlu Two-way ANOVA

Istatistiksel yontemi ile incelemis ve grafik/tablo olarak sunulmustur.
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S. BULGULAR

5.1. Metformin uygulamasinin MDA- MB231 ve MCF-7 hiicre canhg iizerinde

etkisinin gosterilmesi

Metformin in MDA-MB-231 ve MCF- 7 meme kanseri hiicreleri hiicre canligini belirlemek
amaciyla doza bagl olarak (1.5, 2.5, 5, 10, 15, 20 ,25 mM) MTT analizi gerceklestirilmistir.
Metformin ‘in artan doza bagli olarak MDA-MB-231 ve MCF- 7 meme kanseri hiicre

canlilig1 azalmigtir.

MDA- MB-231 kanseri hiicreleri 24 saat 1.5 mM Metformin uygulandiginda kontrol
grubuna gore hiicre canliligint %10 azalmis, 2.5 mM Metformin uygulandiginda %30
azalma gostermistir. 5 mM Metformin uygulanmasi hiicre canliginda %30 azalma,10 mM
Metformin uygulanmasi hiicre canliginda %28 azalma, 15 mM Metformin uygulanmasi
hiicre canliginda %30 bir azalma, 20 mM Metformin uygulanmas: hiicre canliginda %40
azalma gostermig, 25 mM Metformin uygulanmasi hiicre canliginda %350 azalma

gostermistir.

MDA-MB-231
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Bagil Hiicre Canhihg (%)

0 T T T T
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ilac konsantrasyonu (mM)

Sekil 12. MDA-MB-231 hiicrelerinde doza bagli Metformin uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.

29



MCF-7
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Sekil 13. MCF-7 hiicrelerinde doza bagli Metformin uygulamasinin hiicre canliligina
etkisi.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri 24 saat 1.5 mM Metformin uygulandiginda kontrol grubuna
gore hiicre canliligini %25 azalmis, 2.5 mM Metformin uygulandiginda %20 azalma
gostermistir. 5 mM Metformin uygulanmasi hiicre canliginda %40 azalma gdstermis ,10 mM
Metformin uygulanmast hiicre canliginda %50 azalma goOstermis, 15 mM Metformin
uygulanmasi hiicre canliginda %55 azalma gostermistir. 20 mM Metformin uygulanmasi
hiicre canliginda %55 azalma gostermis, 25 mM Metformin uygulanmasi hiicre canliginda

%355 azalma gostermistir.
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5.2. MDA-M-231 ve MCF-7 Hiicrelerine Doza Bagh Metformin Uygulamalarimin
Hiicre Oliimii ve Mitokondri Membran Potansiyeli Uzerine Etkisinin

Gosterilmesi

MDA-MB231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri canliliginin, 6limii ve DNA kiriklarimi
belirlenmesi amaciyla doza bagl olarak (2.5mM, 5mM) floresan boyamalar1 analizi
gergeklestirilmektedir. MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat
metformin uygulamasi Glen hiicrelerin hiicre membran permabilitelerinin bozulmasiyla
birlikte PI boyasini hiicre i¢ine almalar ile hiicre Sliimiin belirlenmesi amaglanmistir. PI
boyama ile 2.5mM ve 5SmM metformin uygulamasindan sonra hiicre Oliimiiniin arttig1
gozlemlenmistir. DIOC6 canli hiicrelerde korunan mitokondriyal membran potansiyeline
bagl olarak, canli hiicrelerin belirli dalga boyunda yesil olarak goriintiilendigi bir floresan
boyadir. MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat metformin uygulamasi
takiben boyama gergeklestirilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 canli hiicre sayisinda kontrol
gruplaria kiyasla gozle goriiliir bir azalma oldugu goézlemlenmistir. Meme kanseri
hiicrelerinde 24 saat metformin uygulamasi ile olusan DNA kiriklart DAPI boyama ile
belirlenmigtir. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde kontrol gruplarina

kiyasla doza bagli olarak metformin uygulamasi DNA kiriklarinda artisa sebep olmustur.

Akridin turuncusu (AO) canli hiicrelerin DNA’sinin parlak yesil, RNA’nin ise turuncu
olarak boyandig1 floresan bir boyadir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerde (AO) florasan

boyama ile gdstermistir.
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Sekil 14. MCF-7 hiicrelerine uygulanan metforminin hiicre 6liimiine etkisinin floresan

mikroskobunda incelenmesi. Metformin (2.5 mM ve 5 mM) olarak MCF-7 hiicrelerine 24
saat boyunca uygulanmistir. PI, DiOC6, DAPI ve acridine orange floresan boyalar ile

boyanan hiicreler floresan mikroskobunda incelenmistir.
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MDA-MB-231

2,5 mM Metformin 5 mM Metformin

Sekil 15. MDA-MB-231 hiicrelerinde metforminin hiicre 6liimiine etkisinin floresan
mikroskobunda incelenmesi. Metformin (2,5 mM ve 5 mM) olarak MDA-MB-231
hiicrelerine 24 saat boyunca uygulanmistir. PI, DiOC6, DAPI ve acridine orange floresan

boyalar1 ile boyanan hiicreler floresan mikroskobunda incelenmistir.

5.3. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde miR-506 seviyesinin

incelenmesi

MCF-7 ve MDA- MB-231 meme kanseri hiicrelerinde bir tiimor baskilayict olan miR-506
ifadesi miRNA izolasyonunu takiben gercek zamanli PZR ile incelenmistir. Normalizasyon
islemleri hiicre i¢cinde internal kontrol olarak kullanilan RNUG6 ifadesine gore yapilmistir.

miR-506 ifadesi MCF-7 hiicrelerinde, MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha yliksek
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oldugu gozlenmistir. 24 saat 5 mM metformin uygulamast miR-506 ifadesini MCF-7 ve

MDA-MB-231 hiicrelerinde sirasiyla 2,4 ve 2 kat arttirmistir.

MCEF-7

+mimik miR-506  NC

miR-506
(U6 ile normalize)

Sekil 16. miR-506 ifadesi arttirilan MCF-7 hiicrelerinde transfeksiyon basarist ve

metforminin miR-506 ifadesine etkisinin ger¢cek zamanli PZR yontemi ile incelenmesi

Her iki hiicre hattina sentetik miR-506 transfeksiyonu yapilarak, miR-506 ifadesi QqRT-PZR
ile incelenmistir. Transfeksiyon sonrast miR-506 ifadesinin MCF-7 hiicrelerinde 4.3 kat,
MDA-MB-231 hiicrelerinde 6 kat artis1 saglanmistir. Sonraki deneylerde kullanilmak tizere

bu transfeksiyon oranlar1 kullanilmaya devam edilmistir.
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Sekil 17. miR-506 ifadesi arttirllan MDA-MB-231 hiicrelerinde transfeksiyon basarisi ve

metforminin miR-506 ifadesine etkisinin ger¢cek zamanli PZR yontemi ile incelenmesi

5.4. Metformin ve miR-506 uygulamasinin koloni olusumu iizerine etkisinin MDA-

MB-231 VE MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde gosterilmesi

miR-506 ifadesi arttirilmasindan sonra, metformin uygulamalarinin koloni olusturma
potansiyeline etkisini belirlemek amaci ile koloni formasyon deneyi gerceklestirilmistir. Her
iki hiicre hattinda miR-506 ifadesi arttirilmasi (miR-506+), metformin ve miR-506 ifadesi
arttirtlan hiicrelere metformin uygulamasi (miR-506+ Met.) nin etkileri incelenmistir. Hem
MCF-7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde kontrol gruba kiyasla miR-506+
hiicrelerinde koloni olusumlarinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Metformin uygulamasi
MCF-7 hiicrelerinin koloni olusumunu anlamli 6l¢iide baskilarken, MDA-MB-231
hiicrelerinde bu etki dahadir. miR-506 ifadesi arttirilan MCF-7 hiicrelerinde koloni sayisinda
yalnizca metformin uygulamasina gore bir azalma oldugu gozlenmistir. Ancak miR-506
ifadesi arttirilan MDA-MB-231hiicrelerinde koloni sayisinda miR-506+ ve (miR-506+Met)

azalma oldugu gozlenmistir.
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Sekil 18. miR-506 ifadesi arttirilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine metformin

uygulamasinin koloni olusumu iizerine etkisinin incelenmesi

5.5. MCF-7 ve MDA- MB-231 meme kanseri hiicre migrasyonuna miR-506 ve

metforminin etkisinin incelenmesi

Normal ve miR-506+ MCF-7 ve MDA- MB-231 hiicrelerine metformin uygulanmasi
ardindan hiicre migrasyonunun etkisi yara iyilesmesi deneyi ile incelenmistir. Hiicrelere 24
saat miR-506 transfeksiyonu ardindan %90 yogunluga ulasan hiicrelerde yara olusturmak
icin 10pul’lik pipet ucu kullanilmigtir. 1xPBS ile yikanan ve hiicrelerin migrasyon hizi
metformin varliginda ve yoklugunda zamana bagli olarak incelenmistir. miR-506 ifadesinin
MCF-7 hiicrelerinde arttirllmasi migrasyonu kontrol grubuna kiyasla baskilamistir.
Metformin uygulamasi MCF-7 hiicrelerinde migrasyonu ayni derecede baskilamistir. miR-
506+ hiicrelere metformin uygulamasi, yalnizca metformin uygulamasina kiyasla

migrasyonu seviyesi anlamli 6l¢iide baskilamistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Normal ve miR-506+ MCF-7 hiicrelerinde metformin uygulamalarinin hiicre

migrasyonuna etkisinin incelenmesi

miR-506 ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinde arttirilmasi migrasyonu kontrol grubuna
kiyasla baskilamistir. Metformin uygulamast MCF-7 hiicrelerinde migrasyonu ayni

derecede baskilamistir. miR-506 transfekte edilen hiicrelere metformin uygulandiginda
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migrasyon kapasitesi, yalniz metrfomin uygulanan hiicrelere kiyasla daha yiiksek oranda

baskilanmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-506 ve metformin uygulamalarinin hiicre

migrasyonuna etkisi yara iyilesmesi deneyi ile incelenmistir.
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5.6. MDA-MB231 ve MCF-7 Meme kanseri Hiicrelerinde miR-506 ve Metformin

Uygulamasinin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

miR-506 ve metformin uygulamalarinin meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisiine
etkisi propidyum iyodiir (PI) boyama sonras1 hiicre akis sitometrisi ile incelenmistir. miR-
506 uygulanan hiicrelere 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. SmM metformin hiicrelere 24
saat boyunca uygulanmasindan sonra hiicreler analiz i¢in %70 etanol ile 3-4 boyunca fikse
edilmistir. PI boyama gerceklestirmesi sonucunda BD Accuri marka hiicre akis
sitometrisinde FL2 filtresi ile analiz edilmistir. MCF-7 hiicre hattinda, miR-506 ve
metformin tedavisiyle G1 fazinda tutulma oldugu goézlemistir. miR-506 ve metformin
uygulamasi ile hiicre donglisii fazlarinda kontrol grubuna kiyasla G1 popiilasyonunun artist
gbzlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-506+ metformin ve metformin fazlarinda

kontrol grubuna kiyasla bir fark gozlemlenmistir.
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Sekil 21. MCF-7 Meme kanseri Hiicrelerinde miR-506 ve metformin uygulamasinin hiicre

dongiisii lizerine etkisinin gdsterilmesi
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Sekil 22. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde miR-506 ve metformin uygulamasinin
hiicre dongiisii lizerine etkisinin gdsterilmesi

5.7. miR-506 ifadesinin Metformin Uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-7 Meme
Kanseri Hiicrelerinde Uc Boyutlu Sferoid Kiiltir Formu Olusturma

Potansiyeline Etkisinin Incelenmesi

MDA-MB-231 ve MCF- 7 meme kanseri hiicre hatlarinda miR-506 ile iligkili olarak
metformin {i¢ boyutlu hiicre formlarina etkisini belirlemek amaciyla asili damla modeli
analizi gerceklestirilmistir. Olusan sferoid yapilar1 3 giin boyunca gozlenmistir. MCF-7
hiicrelerinde daginik sekilde sferoid yapilari ilk 24 saatte gozlenmesine ragmen MDA-MB-
231 hiicrelerinde ilk 24 saatte hiicre toplulugu seklinde bir sferoid olusumu higbir

kondisyonda gozlenmemistir.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri kontrol grubuna kiyasla miR-506+ hiicrelerinin olusturdugu
sferoid ¢aplarinda anlamli bir azalma gozlenmistir. Metformin uygulamas: ile kontrol
grubuna gore sferoid olusumunda baskilanma belirlenmistir. Sferoid ¢aplarindaki azalma
miR-506 transfeksiyonu yapilan ve metformin uygulanan hiicrelerde ¢ok daha yiiksek

seviyededir (Sekil 23).

Yiiksek metastatik karakter gosteren MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. saatten sonra sferoid
olusumu gozlenmistir. Bu hiicrelere metformin uygulamasi sferoid ¢aplarinda azalmaya
sebep olmustur. miR-506+ MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sferoid olusumu
kontrol grubuna kiyasla anlamli Ol¢iide baskilanmigtir. miR-506+ hiicre grubunda
metforminin etkisi artmigstir ve 72. saatte kontrol grubuna kiyasla sferoid ¢aplarinin azaldig:

gbzlemlenmistir (Sekil 24).

40



MCF-7

Kontrol miR-506 miR-506 + Met

24 sa
48 sa : > gits,
- :. V i 'siv . 2 ? 7
72 sa
DAPI
72 sa
D10C6

Sekil 23. miR-506 ifadesinin MCF-7 hiicrelerinde metformin varliginda ve yoklugunda {i¢

boyutlu sferoid kiiltiir formlarina etkisinin asili damla metodu ile gosterilmesi.
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Sekil 24. miR-506 ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinde metformin varliginda ve
yoklugunda ii¢ boyutlu sferoid kiiltiir formlarina etkisinin asili damla metodu ile

gosterilmesi.

5.8. MDA-MB-231 Ve MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda miR-506 ifadesine
Gore Metforminin Apoptotik Hiicre Oliim Mekanizmasina Etkisinin

incelenmesi

Metforminin apoptotik hiicre 6liimii lizerindeki etkisinin goézlemlemek {izere miR-506
ifadesi arttirilan ve normal hiicrelere 5 mM 24 saat metformin uygulamasi sonrasi toplam
protein izolasyon yapilmistir. Apoptozla iliskili pro-apototik proteinlerin (Bak, Bax, puma,
kaspaz 9, PARP) ifadelerindeki degisim immiinoblotlama ile MCF-7 ve MDA-MB-231
mem kanseri hiicrelerinde incelenmistir (Sekil 25-26). miR-506 ifadesi arttirildiginda MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Bak ifadesinde artis gdzlenmistir. Metformin tek basina
Bak ifadesini MCF-7 hiicrelerinde daha fazla arttirirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde benzer
artis gozlenmemistir. Ancak miR-506 ifadesi arttirilan (miR-506+) hiicrelerde metformin
Bak ifadesini anlamli 6l¢iide arttirmistir. Puma ve Bax ifadesi miR-506+ MDA-MB-231
hiicrelerinde miR-506+ MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha ytiksektir. Bu hiicrelere metformin

uygulandiginda MDA-MB-231 hiicrelerinde puma ifadesi daha fazla artmistir. Ancak Bax
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ifadesi metformin uygulanan miR-506+ MCF-7 hiicrelerinde, MDA-MB-231 hiicrelerine
gore daha yiiksektir.

Kaspaz proteaz ailesinin liyeleri, apoptozun baslatilmasinda ve gerceklesmesinde rol alirlar.
Inaktif halde bulunan kaspaz ailesi, proteolitik olarak birbirini aktiflestirme 6zelligindedir.
Baslatict kaspaz 9 tarafindan efektor kaspaz 3 ve kaspaz 7 aktive edilir. MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerine metformin uygulandiginda inaktif kaspaz 9 ifadesi anlamli oranda
azalmistir. miR-506+ hiicrelere metformin uygulamasi inaktif kaspaz 9 formunun daha
yuksek oranda azalmasii saglamistir. MCF-7 hiicrelerinde inaktif kaspaz 7 ifadesi miR-
506+ hiicrelerinde kontrol grubuna gore daha disiiktiir. Metformin kaspaz 7 ifadesinde
azalmaya sebep olmustur. Kontrol grubuna kiyasla miR-506+ metformin grubunda inaktif

kaspaz 7 ifadesi daha diisiiktiir (Sekil 25).
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Sekil 25. miR-506 ifadesi arttirilan ve normal MCF-7 hiicrelerinde metformin
uygulamasinin apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinda gorevli protein ifadelerine etkisinin

immunoblotlama ile incelenmesi

PARP (ADP-riboz) polimeraz, DNA onarimi, proteindir. Apoptoz gergeklestiren hiicrede
bulunmas1 muhtemel olan ¢ok sayidaki DNA ipligi kiriklar1 PARP aktivasyonuna yol
agmaktadir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde aktif PARP (89 kDa) ifadesi

incelendiginde, metformin uygulamasi sonrast PARP ifadesinde artis gdzlenmistir. miR-506
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transfeksiyoni sonras1t metformin uygulamasinda ise kontrol grubuna gore bir artis olsa da,

MDA-MB-231 hiicrelerine metformin uygulandiginda PARP

miR-506+ MCF-7 ve

ifadesindeki artis azalmistir.
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Bax (35 kDa)

Kaspaz9 (47 kDa)

PARP (116 kDa)
Kesilmis PARP (89 kDa)

—actin (45 kDa)

MDA-MB-231

miR-506
+ Met

Kontrol miR-506 Met

e — e

A e
S S e —

Sekil 26. miR-506 ifadesi arttirilan ve normal MDA-MB-231 hiicrelerinde metformin
uygulamasinin apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinda gorevli protein ifadelerine etkisinin

immnnoblotlama ile incelenmesi

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), hem tek hiicreli organizmalar hem de
memelilerde bulunur. AMPK metabolizmanin diizenlenmesinde ve hiicresel enerji
homeostazinin siirdiiriilmesinde kilit rol oynar. AMPK meme kanseri hiicreleri anti-
proliferatif etisin ve hiicrelerde otofaji indiiklerek hiicre 6liimiine neden olur. Metforminin
kanser hiicreleri tizerindeki etkisi, AMPK’yi aktive ederek mTOR’un inhibisyonu yoluyla
akis asag1 bliylime faktorii sinyalini inhibe eder. Her iki hiicre hattinda miR-506 ifadesi
arttirlldiginda AMPK seviyesinde artis gozlenmistir (Sekil 27). Metformin uygulanan
hiicrelerde AMPK seviyesinde yine anlamli bir artis gézlenmistir. miR-506+ hiicrelerde

AMPK seviyesinde yalnizca metformin grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlenmistir.

MCF-7 MDA-MB-231
Kontrol miR-506  Met miR-506 Kontrol miR-506 Met miR-506
+ Met + Met
e — om— — AMPK(62KDa)

B . S | -actin (45 kD)
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Sekil 27. miR-506 ifadesi arttirilan ve normal MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde

metformin uygulamasinin AMPK ifadesine etkisinin immunoblotlama ile incelenmesi.
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6. TARTISMA

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir, insidansi
degerlendirildiginde ikinci sirada goriilen kanserdir. Calismamizda meme kanseri hiicreleri
hatlar1 MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerinde miR-506 ifadesindeki artisin metforminin anti-
proliferatif etkisini arttirdig1 gosterilmistir. Calismamizda oncelikle metforminin doza ve
zamana bagl olarak hiicre canlili1 iizerine etkisi incelenmistir. ileride kullanilacak
metformin konsantrasyonlarinin 2,5 mM ve 5 mM olmasi kararlastirilmistir. Ardindan MCF-
7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerindeki miR-506 ifadeleri incelenmistir. miR-506
ifadelerine metforminin etkisi gergek zamanli PZR analizi ile incelenmistir. miR-506
ifadesinin metformin uygulamas: ile arttigi her iki hiicre hattinda gdzlenmistir.
Calismamizda, metforminin miR-506 iliskili olarak hiicre O6liim mekanizmasina ve
migrasyonuna etkisi incelendiginden, hiicrelere sentetik miR-506 mimik transfeksiyonu
yapilmistir. Hiicrelerde miR-506 ifadesi arttirilmistir. Normal ve miR-506+ hiicreleri olmak
tizere hiicre migrasyon ve hiicre sag kalim/6liim analizleri metformin varliginda ve
yoklugunda gergeklestirilmistir. Buna gére miR-506 ifadesi arttirildiginda metforminin
hiicrelerin  koloni olusturma potansiyelini, migrasyonunu baskiladigr goézlenmistir.
Apoptotik hiicre 6lim belirtecleri kaspaz 9 ve PARP ifadeleri incelendiginde miR-506 ile

metforminin sinerjistik etki yarattig1 gozlenmistir.

Metformin 2 Diyabet mellituslu tedavisi i¢in kullanan, hepatik glukoneogenezi azaltarak
kan glukoz seviyelerini diisiiriir bir biguanid ilagtir. 2005 yilinda metformin alan tip 2
diyabet mellituslu (T2DM) hastalarin kanser insidansinda diger glukoz diisiiriicii ilaglar
alanlara gore anlamli bir diisiis gosterdigini bildiren retrospektif bir arastirmadan bu yana,
ilacin etkisi lizerine epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarin sayisi hizla artmaktadir (51).
Son klinik arastirmalar, metforminin meme kanseri riskini azalttigini, kanserli hastalarin
sagkalimini uzattigin1 gostermistir (66). Kanada Kanser Arastirmalart Grubu (CCTG)
standart tedavi goren yliksek riskli erken evre meme kanserli kadinlarda metforminin
etkisinin test edilmesi 2010 yilinda baglatilmistir. Ek olarak, metforminin prostat kanseri,
yumurtalik kanseri, karaciger kanseri tiimor biiylimesini engelledigi bildirilmistir (67).
Metforminin iki farkli etki yolagi bulunur. Metformin, siklin D1, siklin E1 ve E2F
transkripsiyon faktorii 1 dahil olmak iizere GI-S hiicre dongiisii gecisini diizenleyen
proteinlerin ekspresyon seviyelerini modiile ederek hiicre dongiisii durmasini ve apoptozu

indiikleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve koloni olusumunu engeller (68)(69). AMP
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kinaz (AMPK) diizenleyici sistem, metformin tedavisinin ana hedeflerinden biridir (70).
AMPK'nin aktivasyonu, mTOR ve yag asidi sentezi sinyal yollarinin inhibisyonu yoluyla
timor hiicresinin hayatta kalmasini ve tiimor biiyiimesini diizenler ve ayrica apoptotik yolu
(p53/p21 ekseni) uyarir (71). Bununla birlikte, meme kanserinde metforminin kesin

molekiiler mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmay1 beklemektedir.

EMT bir¢ok morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler sonucu epitel hiicrelerinin epitel
Ozelliklerini kaybederek mezenkimal 6zellikler kazanmalarina sebep olan 6nemli bir gelisim
siirecidir. EMT’nin sonucunda kompakt ve diizenli olan epitel hiicreleri normal gelisim
siirecinde organizmanin farkli kisimlarina gd¢ ederek bu kisimlarda farkli dokulari
olusturabilmelerini olanakli kilan daha az kompakt ve hareketli bir yap1 kazanirlar. Birincil
tiimdrlerin EMT gegiren epitel hiicreleri istilact ve go¢ edici 6zellikler kazandigindan, EMT
karsinogenez sirasindaki metastaz olusumuna da katki saglamis olur. Patolojik ve normal
EMT arasindaki molekiiler ve hiicresel benzerlikler nedeniyle, normal gelisim sirasinda
gerceklesen EMT siirecini ve regiilasyonu anlamak karsinogenezi daha iyi anlamamizi
saglayabilir. Yapilan ¢alismalarda metforminin servikal ve meme kanseri dahil diger kanser
tiirlerinde mezenkimal belirtecler olan Snail ve Slug ifadelerinin baskilanmasi ile hiicredeki
N-kaderin ve vimentin seviyelerinin azalmasina bagli olarak EMT’yi baskiladigini
gostermistir (72). Meme kanseri tizerine yapilan diger bir ¢calismada, metforminin STAT3
ve NF-kB'nin aktivasyonunu onleyerek IL-6 kaynakli EMT'"yi, hiicre proliferasyonunu ve
birincil meme kanseri hiicrelerinin migrasyonunu inhibe ettigini gostermektedir. STAT3
inaktivasyonunun, AMPK araciligiyla gergeklestigi, ancak NF-kB yoluyla gerceklesmedigi
gosterilmistir (73).

Kanser hiicrelerinde diisiik glukoz ve metformin tedavisinin ATP iiretimini azaltarak ve
hayatta kalma sinyal yolaklarini inhibe ederek hiicre 6liimiine yol agtigini1 bulmuslardir (74).
Calismamizda MDA-MB231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde metforminin anti-
proliferatif etkisi gosterilmistir. Calismamiza benzer sekilde metforminin (2.5 ve SmM) 24
saat uygulanmasiyla hiicre canli azalma gosterilmistir (75). Belirtilen konsantrasyonlar her
iki meme kanseri hiicresinde mitokondriyel membran potansiyelinin bozulmasina yol agmis
ve hiicre sag kaliminda azalmaya sebep olmustur. Ayni zamanda metformin uygulanan

hiicreler floresan bir boya olan DAPI ile boyandiginda DNA kiriklarinda artis gézlenmistir.

miR-506 nispeten yakin zamanda klonlanmistir ve cesitli kanserlerde ve 6zellikle malign

transformasyona ugramis hiicrelerde tiimor baskilayict  bir miRNA  gorevi
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gormektedir(76)(77). miR-506'n1n seviyesinde azalma, ¢esitli tiimorlerde tanimlanmistir ve
miR-506'nin asir1 ekspresyonu, hepatoseliiler karsinom, rahim agzi kanseri ve yumurtalik
kanserinin gelisimi ve ilerlemesi iizerinde inhibe edici etki gosterdigi belirtilmistir (78).
Ancak Streicher ve arkadaslari, miR-506'nin yiikse ifadesinin diizenlendigini ve
melanomlarda bir onkogen gibi davrandiginmi bildirmistir (79). Birlikte ele alindiginda, bu
bulgular miR-506"1n islevinin hiicre tipine 6zgii goriindiiglinii 6ne siirmistiir. Yapilan bir
aragtirmada, miR-506'nin meme kanseri hiicrelerinde anti-onkojenik rolii gosterilmistir.
miR-506’nin hedeflerinden 1Q motifi iceren GTPaz aktive edici protein 1 (IQGAPI1)
ifadesinin baskilanmasi ile miR-506"nin meme kanseri hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu,
invazyonunu ve adezyonunu ERK yolag: iizerinden baskiladigini ortaya ¢ikarmistir (41).
Ancak miR-506’nin farkli meme kanseri hiicrelerindeki etki mekanizmasi hala

arastirmalarin odak noktasindadir.

Bu tez ¢calismasinda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde miR-506 seviyesi
incelenmis ve metformin uygulandiginda miR-506 seviyesinde anlamli bir artig
gozlenmigtir. Bunun lizerine metformin-miR-506 iligkisinin hiicre ¢ogalmasina,

migrasyonuna ve hiicre 6liim mekanizmasina etkisi incelenmistir.

miR-506 ifadesi sentetik miR-506 mimik transfeksiyonu ile MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde arttirilmistir. miR-506 ifadesindeki artisin metforminin etki mekanizmasina
katkis1 oncelikle koloni testi ile incelenmistir. Her iki hiicre hattinda metfomin hiicrelerin
koloni olusturma potansiyelini baskilamistir. miR-506+ hiicrelerde koloni olusum
potansiyelinde 6zelikle MDA-MB-231 hiicrelerinde anlamli bir baskilanma gézlenmistir.
miR-506-3p'nin meme kanserinde oynadig1 dnemli tiimor baskilayici roliine ragmen, siklikla
diisiik seviyede ifade edildigi bilinmektedir. Ayrica, hiicre dongiisii ilerlemesini
yonetmedeki rolii, meme kanserinde kapsamli bir sekilde ¢alisiimamistir. Myc, E2F ve Rb
proteinleri, hiicre dongiisii diizenlemesinde kilit oyunculardir ve meme kanseri olgularinda
CDK-RB-E2F ekseni, birka¢ genetik mutasyon tarafindan kapsamli bir sekilde serbest
birakilir. Ek olarak, gii¢lii proto-onkogen Myc, meme kanserinde yiiksek oranda ifade edilir.
Boylece miR-506-3p'nin meme kanserinde hiicre dongiisii diizenlemesinde oynadigi rolii
ortaya c¢ikarilmasi gerekmektedir. Yapilan ¢alismalarda miR-506-3p'min ektopik
ekspresyonunun, cMyc ve E2F proteinlerinde 6nemli bir azalmaya yol actig1 ve buna eslik
eden RB proteininde bir artisa neden oldugu gosterilmistir. miR-506-3p, meme kanserinde

nadiren arastirildigindan, miRNA-506-3p'nin gerceklestirilen fonksiyonel analizi, hem
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MDA-MB-231 hiicrelerinde hem de MCF-7 hiicrelerinde hiicresel canliligi ve migrasyon

kapasitesinde 6nemli bir diisiise yol actig1 gézlenmistir (80) .

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde metforminin miR-506 ile iligkili olarak ii¢ boyutlu
hiicre formlarina etkisi incelenmistir. Elde edilen sonu¢larda MCF-7 hiicreleri miR-506
ifadesinin artigina bagl olarak daginik formda sferoid olusturmuslardir. Metforminin bu
hiicreler {izerinde koloni olusturma potansiyellerini baskilayic etkisi gézlenmistir. Sferoid
formlarda parcalanmis bir yap1 gozlenmisti. MDA-MB-231 hiicrelerinde, MCF-7
hiicrelerine kiyasla daha kompakt bir sferoid olusumu gozlenmistir. miR-506 ifadesinin
arttirildigr sferoid formlarinin ¢aplart daha disiiktiir. MDA-MB-231 miR-506 hiicrelerine
metformin uygulandiginda, yalnizda metformin uygulamasina gore sferoid caplarinda
anlamli bir baskilanma gézlenmistir. Metformin uygulanan sferoidlerin ¢aplarinin kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Yapilan bir calismada, glikoz yoklugunda
metformin uygulanan MDA-MB-231 hiicreleri, baskilanmis hiicre ¢ogalmasina ve
nihayetinde hiicre 6liimiine yol agan enerji stresiyle bas edemedigi gosterilmistir (81). Enerji
stresi veya glukoz tiilkenmesi, bol besin bulunan kosullarda kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilayan, ancak enerjiden yoksun kosullarda hiicre sagkalimini
destekleyebilen AMPK'yi aktive etmektedir(82). Glikozun metforminle uyarilan AMPK
aktivasyonunu bloke ettigini gozlemlenmistir. AMPK aktivasyon yolunun bozulmasi,
akciger ve kolon kanseri hiicrelerinin glukozu tiikenmis durumda metformine duyarliligini
arttirdigl da yapilan ¢aligmalarda ispatlanmistir, bu da glukozsuz ortamda metformin ile
uyaritlan AMPK aktivasyonunun hayatta kalma yanlist bir roli oldugunu
diistindiirmektedir(83). Glikoz yoklugunda metformin, her iki in vitro hiicre modelinde (2B
tek katmanl kiiltiir ve 3B tiimor sferoidleri) biiytitilen MDA-MB-231 hiicrelerinin hayatta
kalmasini azalttigindan, muhtemelen ayni zamanda zay1f perfiize kanser hiicrelerinin in vivo
ortamda hayatta kalmasini da azaltacaktir (84). Pankreas kanseri hiicreleri lizerinde yapilan
bir calisgmada miR-506 ifadesi arttirilan hiicre gruplarinin 3B hiicre kiiltlir formlarinin

olusumunu baskiladig1 ve ilaca kars1 hassasiyeti arttirdigi gosterilmistir (85).

Hepatoseliiler karsinoma hiicreleri (HCC) iizerinde yapilan c¢alismada miR-506"nin asirt
ekspresyonu, HCC hiicrelerinin in vitro goc¢iinlii ve invazivligini ve in vivo metastazini
onemli Olclide inhibe ettigi gosterilmistir. Mekanizma agisindan, IL8't miR-506'nin
dogrudan ve islevsel bir hedef geni olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada, miR-506"nin
ektopik ekspresyonunun, E-kadherin ekspresyonunu onemli 6l¢iide artirdigimi ve aym

zamanda HCC hiicrelerinde vimentin ekspresyonunu azalttigin1 gosterilmis, bu da miR-
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506'min EMT'yi baskilayarak HCC metastazini inhibe ettigini diistindiirmiistiir. miR-506’nin
MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde invazyon ve migrasyon aktivitesi iizerindeki etkilerinin
incelendigi bir bagka caligmada miR-506'nin dogrudan CD151, VIM ve SNAI2'yi
hedefleyerek EMT mekanizmasinda baskilayici olarak rol oynadigint gézlenmistir (12). Bu
kapsamda miR-506 + meme kanseri hiicrelerinde metforminin migrasyonu inhibe edici

etkisinin arttig1 calismamizla da gosterilmistir.

miR-506 ifadesi arttrildiginda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde AMPK seviyesinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlenmistir. Bu hiicreler metformin
uygulandiginda AMPK seviyesindeki artis daha ¢ok indiiklenmistir. AMPK ifadesi Doku
insiilin duyarliligint artiran hiicrelerdeki lipid metabolizmasinin ana diizenleyicisi olan
SIRT1'in, miR-506-3p ve SIRT1 3'-UTR arasinda kayda deger bir tamamlayicilik ile, miR-
506-3p'nin tahmin edilen bir hedefi oldugunu gdstermistir. Hiicre i¢i lipit birikimi ile ¢akisan
yiiksek glukozla muamele edilmis HepG2 ve Huh7 karaciger hiicrelerinde miR-506-3p
ekspresyon seviyesinde dnemli bir artis gozlendigi gosterilmistir. Ilging bir sekilde, bu
hepatositlerin miR-506-3p mimikleri ile transfeksiyonu, glikoz maruziyeti iizerine bu
hiicreler i¢indeki lipid birikiminde 6énemli bir artisa yol acarken, bu hepatositlerin miR-506-
3p inhibitdrii ile transfeksiyonu, bunlar i¢indeki lipid birikiminde 6nemli bir azalma ile
sonuclandig1 gozlenmistir. Metforminin hedefi olan AMPK aktivasyonunun lipid {iretimini
azalttig1 ve yag asidi oksidasyonunu arttirdigr belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada miR-506-3p
mimik transfeksiyonunun, AMPK fosforilasyonunu 6nemli 6l¢iide azaltig1 gosterilmis ve
SIRTI/AMPK ekseninin, mevcut in vitro hepatik steatoz modelinde miR-506-3p'nin

metabolik etkilerine en azindan kismen aracilik ettigi one siirtilmiistiir (86).

Caligmamizda metforminin apoptotik hiicre 6liim mekanizmasina etkisi apototik belirtecler
ile immunoblotlama yontemi ile gosterilmistir. Literatiir ile uyumlu olarak 5 mM
metforminin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir.
Apoptoz, hiicre proliferasyonunu kontrol altinda tutan bir mekanizmadir ve BCL-2 protein
ailesi, miyokard, endotelyal ve kanser hiicreleri dahil olmak iizere farkli hiicre tiplerinin
apoptoza yanitinda 6nemli bir rol oynar (87). Ayrica, bu proteinler birincil olarak, hiicreler
tarafindan dogrudan alinan sinyallerin hiicre 6liimiine yol acan bir olaylar dizisini
baglatabildigi intrinsik (mitokondriyal) bir yol aracilifiyla apoptozu baslatmaktan
sorumludur(88). BCL-2 protein ailesinin proapoptotik bir {iyesi olan ve normalde sitosolik
bolmede lokalize olan BAX, zar boyunca kanallar olusturmak i¢in dis mitokondriyal zara

yer degistirir ve lizerinde oligomerize olur. BAX gibi pro-apoptotik proteinlerin BCL-2 gibi
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anti-apoptotik proteinlere nispi orani, hiicrenin hayatta kalmasini veya 6liimiinii belirler. Bu
nedenle, yliksek bir BAX/BCL-2 orani, apoptotik aktivasyona kars1 daha fazla hassasiyetle
iligkilidir (89). Buna gore miR-506+ hiicrelerde metformin uygulamasi ile kontrol grubuna
oranla artan Puma, Bak ve Bax ifadesi apoptozisin tetiklendigini gdstermistir. Inaktif kaspaz
ifadelerinde azalma, mitokondriyel membran potansiyeli kaybi ile iligkili apoptozun miR-
506 ifadesinin artisina bagli olarak arttifini gostermistir. Meme kanseri dokularindan
alinarak olusturulan primer hiicreler iizerinde yapilan ¢alismada, meme kanseri hiicrelerinde
hem tiimor biiylimesinin inhibisyonu hem de metformin tedavisi yoluyla apoptozun
indiiklenmesi, p53 ve siklin D1 tutulumunu gerektirdigini gostermistir. Mevcut ¢alismanin
umut verici sonuglara ragmen bazi sinirlamalari vardir. AMPK-a'nin kinaz aktivitesi
belirlenmemistir (90). Bu nedenle, metforminin kanser gelisimi ve tiimor biiyiimesi
tizerindeki inhibitdr etkilerini nasil gosterdigine dair mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir. Bu yeni antitimor molekiiler yaklasima goére heniiz birka¢ doniim
noktasinin gecilmesi gerekmektedir. ilk olarak, metforminin antikanser etkisi ve uygun
giivenlik dozu i¢in diyabetik olmayan kisilerde uygulanabilirligi aydinlatilmalidir. ikinci
olarak neoplastik dokuda metforminin yeterli ila¢ konsantrasyonu belirlenmeli ve tigiinciisii

gelecekte metforminin klinik belirte¢ olarak faydasi tanimlanmalidir.

51



7. KAYNAKCA

10.

11.

12.

13.

CAPANOGLU G, BAKAR E. MemeKanseri Ve MemeKanseri Metastazinda Rol
Oynayan MolekiilerPrognostik Faktdrler. Cumhur Universitesi Saglhik Bilim
Enstitiisti Derg. 2018;3(2):40-4.

Oztemur Y, Aydos A, Giir-dedeoglu B. Meme kanseri mikrodizin verilerinin
biyoinformatik yontemler ile bir araya getirilmesi - Meta-analiz
yaklasi{dotless}mlari. Turk Hij ve Deney Biyol Derg. 2015;72(2):155-62.

Fak TIP. TRIPLE NEGATIF MEME KANSER I OLGULARINDA PD-L 1 VE
GALEKTIN - 3 > UN TUMORE KARSI IMMUN. 2020;

Neural C, Models N. Meme Kanserinin Evrisimsel Sinir Ag1 Modelleriyle
Tespitinde Farkli Goriintii Biiylitme Oranlarinin Etkisi. 2020;10(2):186-94.
Cadenas C. Prognostic signatures of breast cancer: Perou’s molecular subtypes and
schmidt’s metagenes. EXCLI J. 2012;11:204-7.

Lukasiewicz S, Czeczelewski M, Forma A, Baj J, Sitarz R, Stanistawek A. Breast
cancer—epidemiology, risk factors, classification, prognostic markers, and current
treatment strategies—An updated review. Cancers (Basel). 2021;13(17):1-30.
ACIKGOZ A, AKAL YILDIZ E. Meme Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri.
Ergoter ve Rehabil Derg. 2017;5(1):45-56.

BALKAN B, DEMIR G, BALKAN F, CETINGOK H, ATIC E. Metformin liskili
Laktik Asidoz; Bir Olgu Nedeni ile Literatiiriin Gozden Gegirilmesi. Aydin
TipFakiiltesKlinikleriDergisi. 2020;3(1):0-1.

Samuel SM, Varghese E, Koklesova L, Liskova A, Kubatka P, Biisselberg D.
Counteracting chemoresistance with metformin in breast cancers: Targeting cancer
stem cells. Cancers (Basel). 2020;12(9):1-52.

Miricescu D, Totan A, Stanescu-Spinu II, Badoiu SC, Stefani C, Greabu M.
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway in breast cancer: From molecular landscape to
clinical aspects. Int J Mol Sci. 2021;22(1):1-24.

YuF, LvM, LiD, Cai H, Ma L, Luo Q, et al. MiR-506 over-expression inhibits
proliferation and metastasis of breast cancer cells. Med Sci Monit. 2015;21:1687—
92.

Arora H, Qureshi R, Park WY. miR-506 Regulates Epithelial Mesenchymal
Transition in Breast Cancer Cell Lines. PLoS One. 2013;8(5):1-7.

YENMIS G. Metformin, Diyabet ve Meme Kanseri Uggeni The Triangle of

52



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Metformin, Type 2 diabetes mellitus, and the Breast Cancer. Aydin Tip Fakiiltesi
Klin Derg. 2018;3(2):55-65.

Xu C, Ganesan K, Liu X, Ye Q, Cheung Y, Liu D, et al. Prognostic Value of
Negative Emotions on the Incidence of Breast Cancer: A Systematic Review and
Meta-Analysis of 129,621 Patients with Breast Cancer. Cancers (Basel).
2022;14(3):1-18.

Cejuela M, Martin-Castillo B, Menendez JA, Pernas S. Metformin and Breast
Cancer: Where Are We Now? Int J Mol Sci. 2022;23(5):1-19.

Kashyap D, Pal D, Sharma R, Garg VK, Goel N, Koundal D, et al. Global Increase
in Breast Cancer Incidence: Risk Factors and Preventive Measures. Biomed Res Int.
2022;2022.

Heer E, Harper A, Escandor N, Sung H, McCormack V, Fidler-Benaoudia MM.
Global burden and trends in premenopausal and postmenopausal breast cancer: a
population-based study. Lancet Glob Heal. 2020;8(8):¢1027-37.

Harbeck N, Penault-Llorca F, Cortes J, Gnant M, Houssami N, Poortmans P, et al.
Breast cancer. Vol. 5, Nature Reviews Disease Primers. 2019.

Marra A, Trapani D, Viale G, Criscitiello C, Curigliano G. Practical classification of
triple-negative breast cancer: intratumoral heterogeneity, mechanisms of drug
resistance, and novel therapies. npj Breast Cancer. 2020;6(1):1-16.

Lian CL, Zhang HY, Wang J, Lei J, Hua L, Chen YX, et al. Staging for Breast
Cancer With Internal Mammary Lymph Nodes Metastasis: Utility of Incorporating
Biologic Factors. Front Oncol. 2021;10(January):1-8.

Tungsukruthai S, Petpiroon N, Chanvorachote P. Molecular mechanisms of breast
cancer metastasis and potential anti-metastatic compounds. Anticancer Res.
2018;38(5):2607—18.

Konduri S, Singh M, Bobustuc G, Rovin R, Kassam A. Epidemiology of male breast
cancer. Breast. 2020;54:8-14.

Arafat HM, Omar J, Muhamad R, Al-Astani TAD, Shafii N, Al Laham NA, et al.
Breast Cancer Risk From Modifiable and Non-Modifiable Risk Factors among
Palestinian Women: A Systematic Review and Meta-Analysis. Asian Pacific J
Cancer Prev. 2021;22(7):1987-95.

Tepebasi MY. Determination of BRCA1 and BRCA2 Gene Mutations in Patients at
Risk of Breast and / or Ovarian Cancer by Next Generation Sequencing in the

Isparta Region Isparta Bolgesinde Meme ve / veya Over Kanseri Riski Tastyan

53



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Hastalarda BRCA1 ve BRCA2 Gen Mutasyonla. 2021;5(1):74-9.

A case-only study to identify genetic modi fi ers of breast cancer risk for
BRCA1/BRCA2 mutation carriers. (2021).

Chian J, Sinha S, Qin Z, Wang SM. BRCA1 and BRCA2 Variation in Taiwanese
General Population and the Cancer Cohort. 2021;8(June): 1-9.

Bergamino MA, Lopez-Knowles E, Morani G, Tovey H, Kilburn L, Schuster EF, et
al. HER2-enriched subtype and novel molecular subgroups drive aromatase inhibitor
resistance and an increased risk of relapse in early ER+/HER2+ breast cancer.
eBioMedicine. 2022;83.

Gampenrieder SP, Rinnerthaler G, Tinchon C, Petzer A, Balic M, Heibl S, et al.
Landscape of HER2-low metastatic breast cancer (MBC): results from the Austrian
AGMT MBC-Registry. Breast Cancer Res. 2021;23(1):1-9.

Shen Z, Xue D, Wang K, Zhang F, Shi J, Jia B, et al. Metformin exerts an antitumor
effect by inhibiting bladder cancer cell migration and growth, and promoting
apoptosis through the PI3K/AKT/mTOR pathway. BMC Urol. 2022;22(1):1-10.
XuF,NaL,LiY, Chen L. Roles of the PI3K/AKT/mTOR signalling pathways in
neurodegenerative diseases and tumours. Cell Biosci. 2020;10(1).

Hervieu A, Kermorgant S. The role of PI3K in Met driven cancer: A recap. Front
Mol Biosci. 2018;5(NOV):1-11.

Zhao Y, Qian Y, Sun Z, Shen X, Cai Y, Li L, et al. Role of PI3K in the Progression
and Regression of Atherosclerosis. Front Pharmacol. 2021;12(March):1-19.

Luo Y, Xu W, Li G, Cui W. Weighing in on mTOR complex 2 signaling: The
expanding role in cell metabolism. Oxid Med Cell Longev. 2018;2018.

Yoon MS. mTOR as a key regulator in maintaining skeletal muscle mass. Front
Physiol. 2017;8(OCT):1-9.

He Y, Sun MM, Zhang GG, Yang J, Chen KS, Xu WW, et al. Targeting PI3K/Akt
signal transduction for cancer therapy. Signal Transduct Target Ther. 2021;6(1).
Gotting 1, Jendrossek V, Matschke J. A new twist in protein kinase b/akt signaling:
Role of altered cancer cell metabolism in akt-mediated therapy resistance. Int J Mol
Sci. 2020;21(22):1-34.

Peng Y, Wang Y, Zhou C, Me1 W, Zeng C. PI3K/Akt/mTOR Pathway and Its Role
in Cancer Therapeutics: Are We Making Headway? Front Oncol.

2022;12(March): 1-17.

Otmani K, Lewalle P. Tumor Suppressor miRNA in Cancer Cells and the Tumor

54



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.
46.

47.

48.

49.

50.

Microenvironment: Mechanism of Deregulation and Clinical Implications. Front
Oncol. 2021;11(October):1-15.

Lu Y. The Role of MicroRNAs in the Progression, Prognostication, and Treatment
of Breasl. Lu Y. The Role of MicroRNAs in the Progression, Prognostication, and
Treatment of Breast Cancer. Nov Approaches Cancer Study. 2020;4(2):337-46. t
Cancer. Nov Approaches Cancer Study. 2020;4(2):337—46.

Annese T, Tamma R, De Giorgis M, Ribatti D. microRNAs Biogenesis, Functions
and Role in Tumor Angiogenesis. Front Oncol. 2020;10(November):1-21.

Sun G, Liu Y, Wang K, Xu Z. MIR-506 regulates breast cancer cell metastasis by
targeting IQGAP1. Int J Oncol. 2015;47(5):1963—70.

Ju X, Tang Y, Qu R, Hao S. The emerging role of circ-shprh in cancer. Onco
Targets Ther. 2021;14(38):4177-88.

Herzig S, Shaw RJ. AMPK: Guardian of metabolism and mitochondrial
homeostasis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2018;19(2):121-35.

Chen YC, Lee S Da, Kuo CH, Ho LT. The effects of altitude training on the AMPK-
related glucose transport pathway in the red skeletal muscle of both lean and obese
zucker rats. High Alt Med Biol. 2011;12(4):371-8.

Garcia D, Shaw RJ. of Metabolic Balance. Mol Cell. 2018;66(6):789—-800.

Lee JO, Lee SK, Kim JH, Kim N, You GY, Moon JW, et al. Metformin regulates
glucose transporter 4 (GLUT4) translocation through AMP-activated protein kinase
(AMPK)-mediated Cbl/CAP signaling in 3T3-L1 preadipocyte cells. J Biol Chem.
2012;287(53):44121-9.

Kim HW. Metabolomic approaches to investigate the effect of metformin: An
overview. Int J Mol Sci. 2021;22(19).

Goodwin PJ, Dowling RJO, Ennis M, Chen BE, Parulekar WR, Shepherd LE, et al.
Effect of metformin versus placebo on metabolic factors in the MA.32 randomized
breast cancer trial. npj Breast Cancer. 2021;7(1).

Huda F, Ekawati S, Addina AP, Faried A, Berbudi A, Rusdiana T, et al. Anti-tumor
activity of metformin in human epidermal growth factor receptor 2 positive breast
cancer cells. Sains Malaysiana. 2021;50(5):1393-405.

Mokhena T, Mochane M, Tshwafo M, Linganiso L, Thekisoe O, Songca S. We are
IntechOpen , the world ’ s leading publisher of Open Access books Built by
scientists , for scientists TOP 1 %. Intech. 2016;225-40.

55



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Diering, Maxson & Mitchell, Freeman. ZLE /I AILEZ2 B HHS Public Access. Physiol
Behav. 2018;176(1):139-48.

Jones VC, Dietze EC, Jovanovic-Talisman T, McCune JS, Seewaldt VL. Metformin
and Chemoprevention: Potential for Heart-Healthy Targeting of Biologically
Aggressive Breast Cancer. Front Public Heal. 2020;8(October):1-15.

Singh V, Khurana A, Navik U, Allawadhi P, Bharani KK, Weiskirchen R.
Apoptosis and Pharmacological Therapies for Targeting Thereof for Cancer
Therapeutics. 2022;

Panda P, Ray S, Behera S, Tripathy S kumar, Bhanja SS, Acharya V. A review on
apoptosis: When death precedes life. Eur J Mol Clin Med. 2020;7(6):1174-82.
Sinha A. Apoptosis ( A Programmed cell death ) -A Review APOPTOSIS (
PROGRAMMED CELL DEATH ) -A REVIEW. 2020;6984(June): 1133-43.
Kroemer G, Galluzzi L, Vandenabeele P, Abrams J, Alnemri ES, Bachrecke EH, et
al. Classification of cell death: Recommendations of the Nomenclature Committee
on Cell Death 2009. Cell Death Differ. 2009;16(1):3—11.

Costantini P, Jacotot E, Decaudin D, Kroemer G. Mitochondrion as a novel target of
anticancer chemotherapy. J Natl Cancer Inst. 2000;92(13):1042-53.

Saelens X, Festjens N, Vande Walle L, Van Gurp M, Van Loo G, Vandenabeele P.
Toxic proteins released from mitochondria in cell death. Oncogene. 2004;23(16
REV. ISS. 2):2861-74.

Walczak H, Krammer PH. The CD95 (APO-1/Fas) and the TRAIL (APO-2L)
apoptosis systems. Exp Cell Res. 2000;256(1):58-66.

Kischkel FC, Hellbardt S, Behrmann I, Germer M, Pawlita M, Krammer PH, et al.
Cytotoxicity-dependent APO-1 (Fas/CD95)-associated proteins form a death-
inducing signaling complex (DISC) with the receptor. EMBO J. 1995;14(22):5579—
88.

Scaffidi C, Fulda S, Srinivasan A, Friesen C, Li F, Tomaselli KJ, et al. Two CD95
(APO-1/Fas) signaling pathways. EMBO J. 1998;17(6):1675-87.

Wanner E, Thoppil H, Riabowol K. Senescence and Apoptosis: Architects of
Mammalian Development. Front Cell Dev Biol. 2021;8(January): 1-16.

Roufayel R, Younes K, Al-Sabi A, Murshid N. BH3-Only Proteins Noxa and Puma
Are Key Regulators of Induced Apoptosis. Life. 2022;12(2).

O’Connor L, Strasser A, O’Reilly LA, Hausmann G, Adams JM, Cory S, et al. Bim:

56



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

A novel member of the Bcl-2 family that promotes apoptosis. EMBO J.
1998;17(2):384-95.

D’Aguanno S, Del Bufalo D. Inhibition of Anti-Apoptotic Bcl-2 Proteins in
Preclinical and Clinical Studies: Current Overview in Cancer. Cells. 2020;9(5).
Zhang J, Li G, Chen Y, Fang L, Guan C, Bai F, et al. Metformin inhibits
tumorigenesis and tumor growth of breast cancer cells by upregulating miR-200c
but downregulating AKT2 expression. J Cancer. 2017;8(10):1849—-64.

Long L, Hu X, Li X, Zhou D, Shi Y, Wang L, et al. The anti-breast cancer effect
and mechanism of Glimepiride-Metformin adduct. Onco Targets Ther.
2020;13:3777-88.

Song CW, Lee H, Dings RPM, Williams B, Powers J, Santos T Dos, et al.
Metformin kills and radiosensitizes cancer cells and preferentially kills cancer stem
cells. Sci Rep. 2012;2:28-31.

Liu B, Fan Z, Edgerton SM, Deng XS, Alimova IN, Lind SE, et al. Metformin
induces unique biological and molecular responses in triple negative breast cancer
cells. Cell Cycle. 2009;8(13):2031-40.

Soga M, Ohashi A, Taniguchi M, Matsui T, Tsuda T. The di-peptide Trp-His
activates AMP-activated protein kinase and enhances glucose uptake independently
of insulin in L6 myotubes. FEBS Open Bio. 2014;4:898-904.

Hadad SM, Fleming S, Thompson AM. Targeting AMPK: A new therapeutic
opportunity in breast cancer. Crit Rev Oncol Hematol. 2008;67(1):1-7.

Yin W, Liu Y, Liu X, Ma X, Sun B, Yu Z. Metformin inhibits
epithelial-mesenchymal transition of oral squamous cell carcinoma via the
mTOR/HIF-10/PKM2/STAT3 pathway. Oncol Lett. 2021;21(1):1-7.
Esparza-Lopez J, Alvarado-Muiioz JF, Escobar-Arriaga E, Ulloa-Aguirre A, Ibarra-
Sanchez MDJ. Metformin reverses mesenchymal phenotype of primary breast
cancer cells through STAT3/NF-«xB pathways. BMC Cancer. 2019;19(1):1-13.

Ma L, Wei J, Wan J, Wang W, Wang L, Yuan Y, et al. Low glucose and metformin-
induced apoptosis of human ovarian cancer cells is connected to ASK1 via
mitochondrial and endoplasmic reticulum stress-associated pathways. J Exp Clin
Cancer Res. 2019;38(1):1-14.

Gao ZY, Liu Z, Bi MH, Zhang JJ, Han ZQ, Han X, et al. Metformin induces
apoptosis via a mitochondria-mediated pathway in human breast cancer cells in

vitro. Exp Ther Med. 2016;11(5):1700-6.

57



76.

77.

78.

79.

80.

1.

82.

83.

&4.

85.

86.

Wang Y, Cui M, Sun B Di, Liu FB, Zhang XD, Ye LH. MiR-506 suppresses
proliferation of hepatoma cells through targeting YAP mRNA 3'UTR. Acta
Pharmacol Sin. 2014;35(9):1207-14.

Zhao Y, LiuH, LiY, Wu J, Greenlee AR, Yang C, et al. The role of miR-506 in
transformed 16HBE cells induced by anti-benzo[a]pyrene-trans-7,8-dihydrodiol-
9,10-epoxide. Toxicol Lett. 2011;205(3):320-6.

Wen SY, Lin Y, Yu YQ, Cao SJ, Zhang R, Yang XM, et al. MiR-506 acts as a
tumor suppressor by directly targeting the hedgehog pathway transcription factor
Gli3 in human cervical cancer. Oncogene. 2015;34(6):717-25.

Streicher KL, Zhu W, Lehmann KP, Georgantas RW, Morehouse CA, Brohawn P,
et al. A novel oncogenic role for the miRNA-506-514 cluster in initiating
melanocyte transformation and promoting melanoma growth. Oncogene.
2012;31(12):1558-70.

Saad El Din G, Youness RA, Assal RA, Gad MZ. Mir-506-3p synergistically
represses breast cancer progression through altering cell cycle regulators. Ann
Oncol. 2018;29:vi28.

Birsoy K, Possemato R, Lorbeer FK, Bayraktar EC, Thiru P, Yucel B, et al.
Metabolic determinants of cancer cell sensitivity to glucose limitation and
biguanides. Nature. 2014;508(1):108-12.

Jeon SM, Hay N. The double-edged sword of AMPK signaling in cancer and its
therapeutic implications. Arch Pharm Res. 2015;38(3):346-57.

Algire C, Amrein L, Bazile M, David S, Zakikhani M, Pollak M. Diet and tumor
LKB1 expression interact to determine sensitivity to anti-neoplastic effects of
metformin in vivo. Oncogene. 2011;30(10):1174-82.

Bizjak M, Malavasi¢ P, Pirkmajer S, Pavlin M. Comparison of the effects of
metformin on MDA-MB-231 breast cancer cells in a monolayer culture and in
tumor spheroids as a function of nutrient concentrations. Biochem Biophys Res
Commun. 2019;515(2):296-302.

Renciizogullari O, Arisan ED. Palbociclib suppresses the cancer stem cell properties
and cell proliferation through increased levels of miR-506 or miR-150 in Panc-1 and
MiaPaCa-2 cells. Turkish J Biol. 2022;46(5):342—-60.
Hu L-K, Chen J-Q, Zheng H, Tao Y-P, Yang Y, Xu X-F. MicroRNA-506-3p targets
SIRT1 and suppresses AMPK pathway activation to promote hepatic steatosis. Exp
Ther Med. 2021;22(6):1-8.

58



87.

88.

89.

90.

Singh R, Letai A, Sarosiek K. Regulation of apoptosis in health and disease: the
balancing act of BCL-2 family proteins. Nat Rev Mol Cell Biol. 2019;20(3):175-93.
Picca A, Calvani R, Coelho-junior HJ, Marzetti E. Cell death and inflammation: The
role of mitochondria in health and disease. Cells. 2021;10(3):1-17.

Rondelet B, Dewachter C, Kerbaul F, Kang X, Fesler P, Brimioulle S, et al.
Prolonged overcirculation-induced pulmonary arterial hypertension as a cause of
right ventricular failure. Eur Heart J. 2012;33(8):1017-26.

Yenmis G, Besli N, Yaprak Sara¢ E, Hocaoglu Emre FS, Senol K, Kanigiir
Sultuybek G. Metformin promotes apoptosis in primary breast cancer cells by
downregulation of cyclin D1 and upregulation of P53 through an AMPK-alpha
independent mechanism. Turkish J Med Sci. 2021;51(2):826-34.

59



