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MEME KANSERI MCF-7 HUCRE HATTINDA METABOLIK
YOLLARIN CALISILMASI

OZET

Amac: Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda sik goriilen ve 6liime neden olan
bir hastaliktir. Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde temel bir yaklasimdir. Ancak,
kemoterapinin etkinligini azaltan intrinsik veya edinilmis ilag¢ direnci, hastaligin ilerlemesi,

niiks etmesi ve 6liimle sonuglanmasi gibi 6nemli engellerle karsilastirilabilir.

Doksorubisin (DOX), meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
antrasiklin kemoterapotik ajandir. DOX, DNA'da serbest radikal aracili oksidatif hasar

olusturarak apoptozu indiikleyen bir topoisomeraz II inhibitoriidiir.

Calismanin amaci, doksorubisin duyarli ve direngli meme kanseri (MCF-7) hiicre
hatlarinda hiicreler arasindaki farkliliklar1 arastirmak ve doksorubisine karsi dirence katkida
bulunan metabolik aktivitelerde rol oynayan yolaklarda yeni molekiilleri kesfetmektir. Bu
arastirma, meme kanseri tedavisinde alternatif terapi yaklagimlarimin gelistirilmesine katki

saglamay1 hedeflemektedir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismamizda, doksorubisin duyarli ve direngli MCF-7 hiicre
hatt1 kullanilmis ve doksorubisinin etkileri incelenmistir. MTT yontemiyle 48 saatlik IC50
konsantrasyonu belirlenmistir. Ayrica, metabolik yolakta gorev alan 46 gen iizerinde RT-

gPCR yontemiyle gen ifadesi analizi gerceklestirilmistir.

Bulgular: Doksorubisinin duyarli ve diren¢li MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
klinik ilag¢ olarak etkileri incelenmistir. 48. saat IC50 degeri 0,0027 uM (p<0,001) olarak
bulunmustur. Metabolik yolak analizinde, duyarli MCF-7 hiicre hattinda apoptozun
indiiklendigi tespit edilmistir.

Sonuc¢: Doksorubisinin, direngli MCF-7 hiicre hattinda baz1 yolaklarda direng
gosterdigini, duyarl olan MCF-7 hiicre hattinda ise doksorubisinin hiicreyi nekrotik siirece
stiriikledigini ortaya koymustur. Bu bulgular, doksorubisinin farkl: hiicre hatlar1 iizerindeki
etkilerinin anlagilmasina ve meme kanseri tedavisindeki potansiyel etkinliginin daha iyi

anlasilmasina katki saglayabilir.
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INVESTIGATION OF METABOLIC PATHWAYS IN MCF-7
CELL LINE FOR BREAST CANCER

ABSTRACT

Aim: Breast cancer is a prevalent and fatal disease among women worldwide.
Chemotherapy is a fundamental approach in breast cancer treatment. However, intrinsic
or acquired drug resistance that reduces the effectiveness of chemotherapy presents

significant obstacles such as disease progression, recurrence, and mortality.

Doxorubicin (DOX) is a widely used anthracycline chemotherapeutic agent in the
treatment of breast cancer. DOX induces apoptosis by causing free radical-mediated

oxidative damage to DNA and inhibiting topoisomerase II.

The aim of this study is to investigate the differences between doxorubicin-
sensitive and resistant breast cancer (MCF-7) cell lines and to discover new molecules
involved in pathways contributing to resistance against doxorubicin. This research aims
to contribute to the development of alternative therapeutic approaches in breast cancer

treatment.

Materials and Methods: In our study, doxorubicin-sensitive and resistant MCF-
7 breast cancer cell lines were used, and the effects of doxorubicin were examined. The
48-hour IC50 concentration was determined using the MTT method. Additionally, gene
expression analysis was performed on 46 genes involved in metabolic pathways using
the RT-gPCR method.

Results: The effects of doxorubicin as a clinical drug were examined in
doxorubicin-sensitive and resistant MCF-7 breast cancer cell lines. The 48-hour 1C50
value was found to be 0.0027 uM (p<0.001). In the metabolic pathway analysis,

apoptosis was induced in the sensitive MCF-7 cell line.

Conclusion: Doxorubicin was found to exhibit resistance in certain pathways in
the resistant MCF-7 cell line, whereas in the sensitive MCF-7 cell line, doxorubicin led
the cell towards a necrotic process. These findings can contribute to a better
understanding of the effects of doxorubicin on different cell lines and its potential

efficacy in breast cancer treatment.
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1. GIRIS

Meme kanseri, kadinlarda sik goriilen ve dnemli bir mortalite kaynagi olan

heterojen kotii huylu tiimorlerden biridir.

Son yillarda tan1 ve tedavi alanindaki ilerlemeler, meme kanserinin erken
teshisi ve etkili tedavisi i¢cin 6nemli bir adim olmustur. Bu ilerlemeler, meme kanseri
mortalite oraninda belirgin bir diisiis saglamistir. Meme kanseri tedavisine verilen
yanit, meme kanserinin 6zgiil biyolojik 6zelliklerine baglidir ve bu nedenle meme
kanseri siniflandirmalar1 gelistirilmistir. Bu siniflandirmalar arasinda, diger tiirlerden
daha agresif davraniglar sergileyen iiglii negatif meme kanseri (TNBC) 6ne ¢ikar.
TNBC, 6strojen reseptorleri, progesteron reseptorleri ve ERBB2/HER2 proteini igin
negatif test edildiginde tanimlanir ve genellikle geleneksel sitotoksik sistemik

kemoterapi ile tedavi edilir.

Meme kanseri tedavisi, cerrahi miidahale ve c¢esitli adjuvan terapilerin bir
kombinasyonunu igerir. Baslangi¢ tedavisine genellikle iyi bir yanit alinsa da, tedavi
ilerledik¢e tiimor daha agresif bir fenotipe doniisebilir ve geleneksel tedavilere direng
gelistirebilir. Bu durum, hastaligin niiks etmesine ve giiniimiiz kanser tedavisi i¢in
temel bir sorun haline gelmesine neden olur. Kemoterapotik ajanlar arasinda sikca
kullanilan doksorubisin, TNBC'de diren¢ gelisimine sik¢ca neden olabilir ve bu da
coklu ilag direncine yol agabilir. Bu nedenle, meme kanseri tedavisinde ilag direncinin
gelisimini anlamak ve bu direnci agmak i¢in yeni stratejiler gelistirmek kritik oneme

sahiptir.

Calismamizin odak noktas1 6zellikle doksorubisin duyarli ve direncli Meme
Kanseri (MCF-7) hiicre hattinda metabolik yolakta etkili olan genlerin ekspresyon
seviyelerini incelemek ve molekiiler diizeyde hedefe yonelik yeni inhibisyon
mekanizmalarini kesfetmektir. Bu baglamda, hiicredeki metabolik yolaklarin analizi
yapilarak, hiicre yikimini diizenleyen yolaklar dikkate alinmis ve yeni antitiimoral
hedeflerin belirlenmesi icin g¢alismalar yiiriitilmistiir. Elde edilen veriler, farkh
yolaklar1 hedefleyerek hedefe yonelik bir inhibisyon potansiyelinin varligini
arastirmay1 amaclamaktadir. Ayrica, yaygin olarak bulunan yikim yolaklar1 géz
oniinde bulundurularak, yeni antitiimoral hedeflerin kesfi i¢in ¢aba harcanmistir. Bu

calismanin temel amaci, metabolik yolakta etkili olan yeni molekiillerin kesfiyle



hiicredeki sagkalim ve yasamsal faaliyetlerdeki kaliteyi artirarak etkin tedavi

maliyetlerini azaltmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiridiir ve yeni tedavilerin
gelistirilmesine ragmen, son on yilda 6liim oranlarinda 6nemli bir diisiis gozlenmemistir
(1). Bu durumun bir kismi, meme Kkanserlerinin genetik gesitliliginden
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, tiim meme kanseri alt tiplerine kars etkili tek bir tedavi
mevcut degildir. Meme kanserleri, hormon reseptorii durumlar1 veya BRCA1/2 ve
PIK3CA gibi belirli mutasyonlar temelinde siniflandirilabilir (2,3). Bu siniflandirma,
meme kanseri vakalar1 i¢in en uygun tedaviyi belirlemek i¢in biyo belirte¢ olarak
kullanilabilir. Ancak, bir¢ok meme kanseri tek bir hedefe odaklanan DNA dizinsinde
meydaba gelen mutasyonlar icermez ve tiimor heterojenitesi nedeniyle, hedefe yonelik

tedavilerin tiim meme kanseri hiicrelerini yok etmesi miimkiin olmayabilir (4).

2.1.1. Meme Kanseri Patolojisi

Meme kanseri, belirgin patolojik 6zellikler (6rnegin, duktal, lobiiler, miikinoz vb.)
ve molekiiler 6zellikler (6rnegin, Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptoril
ekspresyonu (PR), HER2 amplifikasyonu ve daha yakin zamanda liimen ve bazal
kanserler gibi transkriptom temelli siniflandirmalar) tarafindan tanimlanan bir dizi
hastaliktir (5-7). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), meme kanserini histolojik &zelliklere
dayanarak smiflandirmistir. Meme kanserinin ¢ogu, %75-80 oraninda invaziv duktal
karsinoma (IDC) veya %10-15 oraninda invaziv lobiiler karsinom, klasik tip (ILC) olarak

siiflandirilmistir (8).
2.1.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

2.1.2.1. Epidemiyoloji: Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en yaygin
goriilen malign tiimorlerden biridir. Onkolojik hasta popiilasyonunun yaklasik %36'sin1
olusturarak 6nemli bir saglik endisesi olusturmaktadir (9,10). 2018 yilinda yaklasik 2.089
milyon kadina meme kanseri tanis1t konmustur. Bu vakalarin biiyiik bir kism1 gelismis
iilkelerde rapor edilmektedir (10,11). Bu artis egilimi, Ozellikle koti beslenme
aliskanliklari, nikotin kullanimi, yogun stres ve diisiik fiziksel aktivite gibi Bati tarz1

yasam bigimleri ile iliskilendirilmektedir (11).



Meme kanseri taramasi genellikle mamografi ile gerceklestirilir ve 6zellikle 50-
69 yas araligindaki kadinlar i¢in 6nerilmektedir (9,11). Mamografinin bu yas grubunda
yiiksek degeri bulunmaktadir. Klasik mamografi, %75-95 hassasiyet ve %80-95 6zgiilliik
seviyelerine sahiptir (12). Siipheli kalitsal meme kanseri vakalarinda, manyetik rezonans
mamografisi tarama testi olarak kullanilmaktadir. Mamografide siipheli bir lezyon tespit
edilirse, genellikle ultrason muayenesi yapilarak ve gerektiginde tiimoriin histopatolojik

muayenesi i¢in kalin igne biyopsisi yapilir.

2.1.2.2. Etiyoloji: Meme kanserinin etiyolojisi, ¢esitli risk faktorlerinin
karmasik etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle meme kanseri dykiisii, pozitif
aile 0ykiisii, obezite, uzun boyluluk, sigara icme, alkol tiikketimi, erken adet gorme, geg
menopoz, hareketsiz yasam tarzi, ¢ocuksuzluk ve hormon replasman tedavisi gibi

faktorlerin bir araya gelmesi, meme kanseri gelisimini artirabilir.

Meme kanseri riskini azaltan faktorler arasinda ise ¢ok dogum yapma, emzirme
Oykiisti, fiziksel aktivite ve kilo kaybi bulunmaktadir. Obezite ve dogurganlik gibi
faktorlerin meme kanseri etiyolojisi tizerindeki etkisi, meme kanseri insidans oranlarinin

yilda yaklasik %0,5 artmasiyla gosterilmistir (1).

Meme kanseri, erkeklerden ¢cok kadinlarda daha sik goriilen bir hastaliktir ve yasla
birlikte ve 1rkla da oldukea iliskilidir. Birinci derece akrabasi meme kanseri olan
kadinlarin, hayatlar1 boyunca meme kanseri gelistirme olasiliginin iki ila ii¢ kat daha fazla

oldugu tespit edilmistir (13).

2.1.3. Meme Kanseri ile Tliskili Genler

Meme kanseriyle iliskili 6nemli genetik risk faktorlerinden biri aile gegmisidir.
Bu aile gecmisi olan meme kanseri vakalari, tiim meme kanseri vakalarimin %S5 ila
%10'unu olusturmaktadir (14). BRCAL, BRCA2, p53, PTEN, STK11 ve CDH1 gibi
yiiksek penetransli mutasyonlarin yani sira, CHK2, ATM, RAD51C, BRIP1 ve PALB2
gibi daha 1limli penetransli varyantlarin meme kanseri ve hastaligi yatkinlastirdigi
bildirilmistir (15,16). Bu genler arasinda BRCA1 ve BRCA2, meme kanseri i¢in ana

yatkinlik gosteren genler olarak kabul edilir ve genetik test onerilir (17).

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarini tagiyan bireylerin meme kanseri gelistirme
riski %47 ile %87 arasinda degisirken, BRCA1 tastyicilarinin yasamlar: boyunca meme
kanseri gelistirme riski %65 ila %80, BRCA2 mutasyon tasiyicilarinin ise %45 ila %85



arasindadir. Yumurtalik kanseri gelistirme riski de onemlidir; BRCA1 tasiyicilarinda

%37 ile %62, BRCA?2 tasiyicilarinda ise %11 ile %23 arasinda degismektedir (18-20).

Yaklasik olarak dort veya daha fazla meme kanseri vakasi olan ailelerin yaklasik
%S52'sinde BRCA1 mutasyonlari, %32'sinde ise BRCA2 mutasyonlari bulunmustur (21).
Ancak, BRCA1 ve BRCA2'nin somatik mutasyonlari, sporadik meme kanseri
vakalarinda nadirdir (22,23). 40 yasindan 6nce meme kanserine yakalanan kadinlarda,
BRCAT1 veya BRCA2 mutasyonlarinin yayginligi, daha yasl yaslarda meme kanseri

tanis1 konmus kadinlara gore daha yiiksektir.

BRCA mutasyon tasiyicilarinda tanimlanan birkag¢ taninabilir histolojik 6zellik
bulunmaktadir ve bu mutasyonlarin yaygmhgi, ilgili popiilasyonlarda kurucu

mutasyonlar olarak erken yasta hastaligin baslangici ile iligskilendirilmistir (24—26).

2.1.4. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinin tiim alt tiplerinin tedavisinde genellikle cerrahi, radyoterapi ve

kemoterapi gibi yontemler bir arada kullanilir (27).

2.1.4.1. Cerrahi: Meme cerrahisinin standart yaklasimlar1 genellikle
mastektomi (meme dokusunun tamamen ¢ikarilmasi) veya meme koruyucu cerrahi
(lumpektomi) olarak bilinir. Lumpektomi, meme tiimoriiniin etrafindaki normal dokunun

bir kismiyla birlikte tiimériin ¢ikarilmasini igerir (28).

2.1.4.2. Radyoterapi: Radyoterapi, meme dokusunun bir bdliimiine,
mastektomi sonras1 gégiis duvarina ve bdlgesel lenf nodlarina uygulanabilir. Mastektomi
sonrasi niiks riski yiiksek olan hastalar i¢in bolgesel nod radyasyonuna ek bir radyasyon
takviyesi yapilabilir. Radyoterapi, kisisellestirilmis tedavi ile birlikte es zamanli olarak
uygulanabilir (29). Radyoterapinin 6nemli yan etkilerinden biri kardiyotoksisite
oldugundan, kalp ve akcigerlere maruziyeti en aza indirmek 6nemlidir. Bu nedenle, yan
etkilerin azaltilmasi i¢in farkli teknikler kullanilabilir, bunlar arasinda yiiziistli pozisyon

alma, solunum kontrolii veya yogunluk modiilasyonlu radyoterapi bulunur (30).

Gelismis invaziv meme kanseri, radyoterapi direnci gosterebilir (31). Oksijeni
eksik olan hipoksik tiimoér mikro ¢evresi, artmis hiicre proliferasyonuna, apoptoz
direncine ve radyoterapi direncine neden olabilir (32). Radyoterapi, tiim meme kanseri

alt tiplerini tedavi etmek i¢in kullanilir, ancak ticlii negatif meme kanseri (TNBC) i¢in bu



etkisi daha 6nemlidir, ¢iinkii bu alt tipte kisisellestirilmis tedavi yoktur. Meme koruyucu
cerrahiden veya mastektomiden sonra radyoterapinin TNBC hastalarina faydali oldugu

gosterilmistir (33).

2.1.4.3. Kemoterapi: Meme kanseri kemoterapisi, birkag ailenin sitotoksik
ilaclarint igerir. Bunlar arasinda alkile edici ajanlar, antimetabolitler ve tiibiilin
inhibitorleri bulunur (34). Siklofosfamid, DNA zincirlerinin kirilmasina neden olan bir
nitrojen mostu alkile edici ajamidir (35). Antarsiklinlerin (doksorubisin, daunorubisin,
epirubisin ve idarubisin) mekanizmasi, DNA'ya baglanarak makromolekiiler biyosentezi
inhibe eder (36). Doketaksel ve paklitaksel gibi taksanlar, mikrotiibiillere baglanir ve

hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptozun baslamasina neden olabilir (37).

2.2. HUCRE METABOLIZMASI

Hiicresel metabolizma, biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesi icin
metabolitlerin doniistiiriildiigii kompleks bir biyokimyasal reaksiyon agidir (38,39). Bu
biyokimyasal agin merkezinde, molekiilleri parcalayarak enerji iireten katabolik yollar
bulunur; elde edilen bu enerji ise biyosentetik siire¢ler ve mekanik isler i¢in kullanilir

(40).

Hiicreler, enerji gereksinimlerini karsilamak ic¢in genellikle glikoliz ve oksidatif
fosforilasyon gibi metabolik yollar1 kullanirlar (41). Glikoliz, diisiik bir verimlilige sahip
olmasina ragmen yliksek bir enerji iiretme kapasitesine sahiptir; oksidatif fosforilasyon
ise daha yiiksek bir verimlilikle ¢alismasina karsin daha az enerji iretir (40-42). Bu
farkliliklar, diisiik enerji taleplerinde saf oksidatif fosforilasyondan yiiksek enerji
taleplerinde karisik oksidatif fosforilasyona ve zorunlu fermantasyona (glikoliz + laktat
salim1) metabolik bir gecis oldugunu gésterir (42,43). Ornegin, memelilerde, bu durum
hiicre onarimu gibi yiiksek enerji gerektiren siireglerde yaklasik 2 mol ATP/L/saat enerji

tiiketiminde ortaya ¢ikar (43).

Maksimum biiylime hizin1 veya genel maksimum metabolik hizi stirdiirmek i¢in
belirli bir enerji talebi gereklidir. Maksimum biiylime hizindaki enerji talebi genellikle

yalnizca glikoliz yoluyla saglanabilir (42).

Hiicre metabolizmasi; makromolekiiller ve organel dolu bir hiicresel ortamda
gerceklesir (44). Molekiiler yogunluk, metabolik enzimlerin ve diger hiicresel

makromolekiillerin maksimum yogunluguna bir sinirlama getirir ve bu nedenle



maksimum metabolik hiz1 kisitlar (45). Ayrica, molekiiler yogunluk, diisiikk metabolik
hizlarda kisitsiz enzim yogunlugundan yiiksek metabolik hizlarda kisith enzim
yogunluguna bir gegise isaret eder (46). Hiicreler; metabolik hizi artirmak i¢in metabolik
enzimlerin yogunlugunu artirabilir. Yiiksek metabolik hizlar i¢in yiliksek enzim

yogunlugu, yiiksek verimli yollarin kullanilmasinin nedenidir (45,46).

2.2.1. Glikoz Metabolizmasi

Glukoz, viicuttaki enerji metabolizmasinda hayati bir role sahiptir.
Karbonhidratlar ve proteinler, nihayetinde glikoza pargalanir ve bu da memelilerde temel
metabolik yakit olarak hizmet eder, ayn1 zamanda fetusun evrensel bir yakitidir. Yag
asitleri ise ketonlara metabolize edilir. Ancak, ketonlar glukoneogenezde kullanilamazlar.
Glikoz, cesitli karbonhidratlarin sentezinde birincil dnciidiir; bunlar arasinda glikojen,
riboz, deoksiriboz, galaktoz, glikolipidler, glikoproteinler ve proteoglikanlar

bulunmaktadir.

Diger taraftan, bitkilerde glukoz, karbondioksit ve suyun fotosentez yoluyla
sentezlenmesiyle elde edilir ve nisasta olarak depolanir. Hiicresel diizeyde, glikoz
genellikle dokulara girer ve adenozin trifosfat (ATP)'ye doniiserek enerji saglar. ATP,
viicudun temel enerji birimidir ve hiicre zarlar1 boyunca molekiillerin aktif taginmasi, kas
kasilmas1 ve mekanik islerin gerceklestirilmesi, sentetik reaksiyonlarla hormonlarin,
hiicre zarlar1 ve diger dnemli molekiillerin sentezlenmesi, sinir uyarilarinin iletilmesi,
hiicre bdliinmesi ve bliylimesi gibi bir dizi fizyolojik fonksiyonun gergeklestirilmesine

katkida bulunur (47,48).



2.2.1.1. Glikoliz: Glikoliz, evrim siirecinde ¢ogu organizma tiirinde gelismis
olan ve anaerobik enerji kaynagi olarak islev goren bir metabolik yol olarak kabul edilir
(49). Glikoliz, oksijen gerektirmemesine ragmen anaerobik solunumdaki islevi nedeniyle
hiicresel solunumun baslangi¢c adimini olusturur. Bitkilerde, mikroplarda ve hayvanlarda
bulunan glikoz molekiillerinin oksidasyonunu igerir; bu molekiiller genellikle en 6nemli
organik yakit kaynagidir. Cogu hiicre glikozu tercih ederken (ancak istisnalar arasinda
etanolii tercih eden asetik asit bakterileri gibi 6rnekler bulunur), glikoliz siirecinde her bir
glikoz molekiilii i¢in 2 ATP molekiilii tiiketilir ve 4 ATP, 2 NADH ve 2 piriivat molekiili
iiretilir (50-52). Uretilen piriivat molekiilleri sitrik asit dongiisiinde kullanilabilir veya

diger reaksiyonlarin Onciisii olarak gorev yapabilir.

Glikoliz, hiicrelerin sitoplazmasinda gerceklesen ve glikozun iki piriivat
molekiiliine ayrilmasiyla sonuglanan iki agsamali bir siire¢ olarak kabul edilir. Bu siireci,
biri "yatirinm" asamasi ve digeri "Odeme" asamasi olmak iizere iki asamada
degerlendirebiliriz. Her bir reaksiyon, kendi 0zgiin enzimi tarafindan katalizlenir ve
fosfofruktokinaz enzimi, diizenleme i¢in kritik bir rol oynar, ¢linkii reaksiyon hizini

kontrol eder (49).

Glikoliz, hem aerobik (oksijenli) hem de anaerobik (oksijensiz) kosullarda
gerceklesir. Aerobik kosullarda, piriivat sitrik asit dongiisiine katilir ve oksidatif
fosforilasyon siirecinde net olarak 32 ATP molekiiliiniin tiretilmesine yol agar. Anaerobik
kosullarda ise piriivat, anaerobik glikoliz yoluyla laktata doniisiir ve bu siiregte 2 ATP

molekili tretilir.

Glikoz, alt1 karbon atomu ve alt1 oksijen atomu i¢eren bir monosakkarittir ve bir
hekzoz seklindedir. ilk karbon atomuna bir aldehit grubu baghidir ve diger bes karbon
atomu lizerinde hidroksil gruplar1 bulunur. Glikoliz sirasinda, glikoz sonunda piriivata
pargalanirken ve enerji Uretilirken toplamda 2 ATP molekiili elde edilir (Glikoz + 2
NAD+ + 2 ADP + 2 Pi --> 2 Pirlivat + 2 NADH + 2 H+ + 2 ATP + 2 H20). Hidroksil
gruplari, fosforilasyon reaksiyonlarina izin verir. Glikolizde kullanilan glikozun spesifik

formu genellikle glukoz 6-fosfattir (53).



2.2.1.2. Warburg Etkisi: 1920'lerde, Otto Warburg ve meslektaslari, timor
hiicrelerinin ¢evresel dokuda olaganiistii miktarda glukoz tiikettigini gozlemlemistir ve
ayrica, oksijen varliginda bile glukozun laktata fermantasyona ugradigini kesfetmistir. Bu
kesif sonrasinda "aerobik glikoliz" terimini ortaya c¢ikmustir (54). Ancak, sadece
solunumun tiimdr canliligini siirdiirebilecegi de goriilmiistiir. Bu nedenle, tiimor
hiicrelerinin enerji kaynagmi kesmek i¢cin hem glukozun hem de oksijenin ortadan

kaldirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir (55) .

1929'da Herbert Crabtree, Warburg'un ¢alismasini genisleterek tiimorlerde
glikoliz heterojenligini incelemis ve Warburg'un bulgularini dogrulamigtir, ancak
timorlerdeki solunumun degisken oldugunu kesfetmistir (56). Crabtree, timor
hiicrelerinin sadece aerobik glikoliz sergilemekle kalmadigini, ayni zamanda

fermentasyonda da degiskenlik gdsterebilecegini belirtmistir.

Ancak, Warburg daha sonra aerobik glikolizin temelinin islevsiz
mitokondrilerden kaynaklandigini 6ne siirmiis ve bu olaymn kanserin baslica nedeni
oldugunu iddia etmistir. Bu fenomen, 1970'lerin baslarinda Efraim Racker tarafindan
"Warburg Etkisi" olarak adlandirilmis ve tiimdrlerin solunum yetenegini gosteren dnceki

verilere atifta bulunulmustur (57).

Onkogenlerin kesfi, biiyltime faktorii sinyalizasyonunun onkogenezde baslatici bir
olay oldugu sonucuna varilmasini saglamistir. Boylece, kanser biyolojisinde Warburg'un
hipotezinin yeniden 6énem kazanmasini saglanmistir (58-61). Ancak, yakin zamanlarda
yapilan genetik ve farmakolojik caligmalar, Warburg etkisinin tiimor biiylimesi i¢in

gerekliligini kesin olarak gostermistir.

Tiimor metabolizmas1 tiizerine yapilan orijinal bulgularin yeniden gozden
gecirilmesi, bugiin bile hem aerobik glikoliz hem de mitokondriyal metabolizmanin

hedeflenmesinin gerekliligini ortaya koymaktadir (62—65).

2.2.1.3. Trikarboksilik Asit Dongiisii: Sitrik asit dongiisii, hiicresel
metabolizmanin temel bir bileseni olarak, karbon iskeletlerinin oksidatif
katabolizmasinin son adimlarini gergeklestirir ve bu siire¢, karbonhidratlar, amino asitler
ve yag asitleri gibi ¢esitli biyomolekiillerin parcalanmasinda rol oynar. Her oksidatif adim
sirasinda, nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) veya flavin adenin diniikleotid
(FADH2) gibi bir koenzim azaltilir ve bu azaltilmis koenzimler dogrudan elektron tasima

zincirine katilarak, insan viicudundaki ATP {iretimine 6nemli katkida bulunur.



Sitrik asit dongiisiine dnemli miktarda karbon girisi saglayan asetil-CoA, glukoz
veya yag asitlerinden tiiretilebilir. Bu siireg, pirlivatin asetil-CoA'ya enzimatik
doniistimiini kolaylastiran pirtivat dehidrogenaz kompleksi (PDK) tarafindan baslatilir.
PDK, ii¢ protein alt {initesinden olusur ve toplamda bes kofaktor gerektirir. Her bir
kofaktoriin 6zgiin rolii ve alt iiniteler arasindaki diizenleme, kompleksin etkin bir sekilde
diizenlenmesini saglar. Ozellikle, PDK'nin glukoz metabolizmasinin temel bir

diizenleyicisi oldugu bilinmektedir.

PDK'nin diizenlenmesi kovalent modifikasyon, alosterik diizenleme ve
transkripsiyonel diizenleme mekanizmalar1 araciligiyla gergeklesir. Kovalent
modifikasyon, PDK'nin fosforilasyonunu igerir ve bu, PDK aktivitesinin azalmasina
neden olur. Fosforilasyon durumunu diizenleyen PDK kinaz1 ve fosfataz gibi enzimler,
kompleksin aktivitesini ayarlar. Alosterik diizenleme, {iriin inhibisyonu veya substrat
aktivasyonu gibi dogrudan mekanizmalar araciligryla PDK'nin aktivitesini etkiler. Son
olarak, transkripsiyonel diizenleme, orug¢ ve beslenme kosullarinda {iretilen enzim

miktarina baglidir (66).

Asetil-CoA'nin sentezlenmesinden sonra, sitrik asit dongiisii olarak da bilinen
metabolik bir siire¢ baslar. Bu dongii, mitokondrial matriks i¢inde sekiz adimdan olusur
ve asetil gruplarinin son oksidatif adimlarini icerir. Bu siiregte, iki molekiil karbondioksit
gaz1 salmir ve azalmis koenzimler (NADH, GTP ve FADH?2) iiretilir. Bu redoks
reaksiyonlarinin ayrintili mekanizmalari, molekiiler diizeyde daha iyi anlasilabilir (66—

68).

2.2.1.4. Oksidatif Fosforilasyon: Normal hiicrelerin enerji metabolizmasi,
dengeli bir durumda stirdiiriiliir. Oksijen varliginda, kismi metabolitler mitokondrilerin i¢
zarindaki solunum zinciri enzim kompleksleri I-IV araciligiyla iletilir ve adenozin
trifosfat sentazin (ATPaz) oksidatif fosforilasyonuyla nihayetinde adenozin trifosfatlar
(ATP'ler) sentezlenir (69,70), ki bu sadece tiim hiicre enerji kaynaginin kii¢iik bir kismini
olusturur. Hiicreler iskemi ve hipoksiye maruz kaldiginda hiicresel enerji kaynagin
stirdiirmek i¢in daha fazla glikolizle iligkili enzim aktive edilir (71). Ancak, 1920'lerde
Otto Warburg'un 6ncii ¢aligmasi, normal hiicrelerin oksidatif fosforilasyon araciligiyla
enerji lirettigine karsin, timor hiicrelerinin oksijen arzi yeterli olsa bile enerjiyi genellikle
glikoliz yoluyla iirettigini gostermistir (55). Tiimor hiicrelerindeki bu anormal metabolik

durum, normal ve tiimor hiicreleri arasindaki en 6nemli metabolik fark olarak adlandirilan
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Warburg Etkisi olarak adlandirilir. Warburg Etkisi, fenotip, madde metabolizmasi,
molekiiler diizenleme, proliferasyon, invazyon, bagisiklik kagist ve anjiyogenez uyarimi
gibi tiimor hiicrelerinin olusumu ve gelisimi ile iliskilendirilen ¢esitli 6zelliklerden

sorumludur (72-74).

Genellikle oksijen varliginda glikoliz, glukoz molekiilii basina sadece iki ATP
tiretir, bu da oksidatif fosforilasyon araciligiyla yaklasik olarak her glukoz molekiilii
basina iiretilen ~38 ATP'den ¢ok daha diisiiktiir. Bu nedenle, enerji kaynagi i¢in, enerji
iiretiminin sonraki asamasinda genellikle artan glikoliz yerine, tiimor hiicrelerinin
karmagik ve enerji gereksinimlerini karsilamak i¢in mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu kullanilmalidir. Genellikle tiimdr hiicrelerinde glikolizin toplam ATP'ye
katkis1 %1 ile %64 arasinda degismektedir (75). Ancak, daha fazla arastirma verisi ile,
timdr hiicrelerinin hala goreceli olarak tam mitokondri ve oksidatif fosforilasyon

yetenegini korudugu ortaya ¢gikmustir.

Glikoliz ile tiimor hiicreleri belirli kosullar altinda mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu kullanmaya tesvik edilebilir ve tiimor hiicrelerinin  korudugu
mitokondriyal oksidasyon kapasitesi sadece enerji talebini karsilamakla kalmaz. Bu
ayarlanmis eylemler, baslica olarak anormal fenotipleri, fonksiyonel doniistimleri veya i¢

ve dis uyaricilardan kaynaklanan diger fiziksel ve kimyasal faktorleri tetikler (76,77).

Glikoliz ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, tiimor hiicrelerinin metabolik
plastisitesi adi verilen ¢esitli ve sofistike bir metabolik fenotipi olusturur. Timor
hiicrelerinin metabolik plastisitesi, hiicrelerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlara uyum
saglamalarini saglayarak tiimor olusumu ve gelisiminin tiim yonlerinde ytiksek plastiklik
ve yayilabilirlik kazanmalarini1 saglar (78,79), bunlar arasinda baslangi¢ ve ilerleme yer

alir.

Ancak, tiimor hiicrelerinin glikoliz ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS)
dengesini dengelemek icin gen diizenlemelerini nasil koordine ettikleri ve bunun
sonucunda metabolik plastisitelerini diizenleyerek olusumlarini ve gelisimlerini nasil
etkiledikleri hala bilinmemektedir. Bu konu sorular1 ayn1 zamanda mevcut arastirmanin
odak noktalar1 ve zorluklaridir ve klinik tedavi i¢in firsatlar ve zorluklar getirir. Timor
olusumu siireci tiimor olusumunun baglatilmasi, kontrolsiiz  proliferasyon,
programlanmamis hiicre 6liimii, timor mikrogevresinin (TME) gelisimi ve invazyon ve

goc¢ yeteneginin kazanilmasi gibi birgok asamayi igerir (80).
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Baslangic asamasini takiben tiimor hiicrelerinin ilerlemesi, hiicre dongiisii
bozukluklar1 ve immiin gézetim fonksiyonunun bozulmasi ile bir dizi gen mutasyonu
veya genom degisiklikleri tarafindan tetiklenir, bu da hiicrelerin siirekli bdliinmesine,
apoptozdan  ka¢inmalarina, immiin fagositoza kaginmalarina ve biiylimeyi
engellemelerine neden olur (81-84). Bu kontrolsiiz hiicre durumu giderek birikir ve
nihayetinde tiimor olusumuna yol acar. Tiimor olusumunun baslangi¢ asamalarinda,
bircok metabolik yolun tiimdr olusumunda ve gelisiminde 6nemli diizenleyici roller
oynayabilecegi ortaya ¢ikar (85-87). Daha da 6nemlisi, yogun biiyiimenin ihtiyaglarin
karsilamak icin kanser hiicreleri, bir¢ok onkogeni iceren metabolik modelini ayarlamak,
biitiinlestirmek ve degistirmek zorundadir (88, 89). Glukoz tasiyict tip 3'iin (GLUT3)
non-malignant meme kanseri hiicrelerinde asir1 ekspresyonu, epidermal biiylime faktorii
reseptoriiniin  (EGFR), MAP kinaz-aktive protein kinazinin (MAPK), RAC-beta
serin/treonin protein kinazinin (Akt) ve diger sinyal yolaklarinin aktivasyonunu artirabilir
ve glukoz metabolizmasint ve ilgili onkogenlerin ekspresyonunu artirarak hiicre

doniistimii riskini artirabilir (90).

Sinirsiz proliferasyon yetenegine sahip tiimdr hiicreleri, ¢evresel ortamda normal
hiicreleri yavasga degistirir, miimkiin olan tiim besin maddelerini emer, anjiyogenezi
tesvik eder ve daha sonra kanser hiicrelerini daha da gelistirir. Ortam biiylime ihtiyaclarini
karsilayamadiginda, tiimor hiicreleri endojen diizenleyici molekiillerin ifade modelini ve
hiicre fenotipini degistirir, invazyon faktorleri salgilar, TME'yi disaridan etkiler, kan
dolagimina niifuz eder ve disartya dogru yayilir. Bu siirecte, tiimor hiicreleri metabolik
plastisite diizenlemesi yoluyla adaptif stratejilerini ayarlar, bu da besin maddelerinin
emilim modunu ayarlamak gibi degisiklikleri icerir ve bununla birlikte glikolizden
OXPHOS'a dontigiimii igerir (91,92). Bagka bir 6rnek, infiltratif bagisiklik hiicrelerinin
metabolik yeniden diizenlenmesine yol agarak sonunda kaginmasina izin vermek igin

timor mikrogevresini laktik asit salgilayarak ayarlamaktir (93-96).

Daha sonra, metastatik tiimor hiicreleri kan ve lenfatik dolasim yoluyla seyahat
eder, cesitli yollarla bagisiklik hiicrelerinin gozetiminden kagar, kan damar1 duvarim
infiltr eder ve ardindan karsilikl1 dolasim i¢in ikinci dikilebilir alan1 ulasir. Bu siirecte,
timor hiicreleri de glikoliz ve OXPHOS'un metabolik siireclerini yeniden diizenleyerek

birgok sekilde metastaz yeteneklerini ve invazyonlarini etkileyebilir (97-100).

12



Bu nedenle, tiimor hiicre gelisiminin tiim asamalarinda, bazi faktorlerin ve
yollarin gelecekteki tiimor egilimlerini etkileyebilecegi, dolayli veya dolayli olarak
metabolizmay1 diizenledigi ve metabolik plastisitenin diizenlenmesinin de tiimor
hiicrelerinin hizli biiylimesini ve diger ihtiyaclarimi etkileyebilecegi unutulmamalidir
(101). Glikoliz ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon arasindaki plastisitenin
diizenlenmesi, tiimor hiicrelerinin temel 6zelliklerinden biridir (89,101). Bu metabolik

plastisite, ayn1 zamanda antikanser ilaglarin performansini da etkiler.

2.2.1.5. Glukoneogenez: Glikoneogenez, glukozun olmayan karbonhidrat
substratlarini (6rnegin laktat, amino asitler ve gliserol) glukoza doniistiiren biyokimyasal
bir siirectir. Bu siirecte, laktat ve alanin gibi substratlar dncelikle piriivate dontistiirtiliir.
Daha sonra, piriivat mitokondriye girer ve piriivat karboksilaz enzimi tarafindan
oksaloasetata karboksile edilir. Oksaloasetat, malata indirgenir ve sitoplazmaya taginmak
tizere geri donistirilir (102,103). Sonrasinda, sitoplazmik PEP karboksikinaz enzimi
tarafindan fosfoenolpiriivate dekarboksilasyon gerceklestirilir ve fosforile edilir. Bu
asamadan sonra, PEP glikoneojenik dongiiye dahil olur. Ters glikoliz ad1 verilen bir dizi
adimdan sonra, fruktoz 1,6-bifosfat verimli bir sekilde fruktoz 6-fosfata donuistiiriiliir. Bu
dontisiim, fruktoz 1,6-bifosfataz ve fosfoglukoizomeraz enzimleri tarafindan
gerceklestirilir. Son olarak, glukoz-6-fosfat, glukoz-6-fosfataz enzimi tarafindan
defosforile edilerek glukoza doniistiiriiliir. Diger glikoneojenik amino asitler, dérnegin
aspartat ve glutamat, alanin veya glikoneojenez i¢in trikarboksilik asit dongiistindeki
belirli ara maddelere daha dolayli yollarla doniistiiriiliirler. Adipoz doku iginden
plazmaya salian gliserol, karacigerde alinir ve daha sonra glukoneojenik yola giren

dihidroksiaseton fosfatina dontistiirtiliir.

Glikoneogenez teorik olarak glikolizle ters yonliidiir, ancak glikolizde ii¢ ana
irreversible kinaz reaksiyonu, yani glukokinase, fosfofruktokinaz-1 ve piriivat kinazi
tarafindan katalizlenirken, glikoneojenezde bu reaksiyonlar dort benzersiz glikoneojenik
enzim olan pirtivat karboksilaz, fosfoenolpiriivat karboksikinaz, fruktoz 1,6-bifosfataz ve

glukoz-6-fosfataz tarafindan agilmaktadir (104).

2.2.1.6. Pentoz Fosfat Yolu: Pentoz Fosfat Yolu (PPP), ayn1 zamanda heksoz
monofosfat santi veya fosfoglukonat yol olarak da bilinir ve glukoz metabolizmasinda
onemli bir rol oynar. PPP, riboz-5-fosfat (R5P) iiretiminde kritik bir rol oynar ve

sitoplazmik rediiksiyon-oksidasyon (redoks) homeostazini diizenler (105).
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Diger metabolik yollar gibi, PPP tarafindan ATP {iretilmez. Ancak, hiicrenin
hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in kritik olan NADPH ve R5P'min ana kaynagidir.
NADPH, yag asitleri, steroidler, niikleotidler ve gerekli olmayan amino asitlerin
biyosentezi i¢in gereken bir indirgeyici kofaktordiir (106). R5P ise niikleotid sentezi igin
gereklidir.

Bu nedenle, PPP, neoplastik doniisim i¢in temel bir glukoz katabolik ve
indirgeyici anabolik yol olarak hizmet eder. Ayrica, PPP enzimleri arasinda yer alan

G6PD gibi enzimlerin, kanser 6nleme ve tedavisi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (105).

PPP'nin oksidatif fazinin ilk ve hiz sinirlayict enzimi olan G6PD, bir¢ok kanser
tipinde yukar regiile edilmistir. G6PD'nin asir1 ifadesi, DNA sentezi, DNA onarimi,
hiicre dongiisti diizenlemesi, redoks homeostazi, ¢cogalma, epitelyal-mesenkimal gecis,
invazyon ve metastazi etkilerken, artmig GO6PD aktivitesi tiimér hiicrelerinin
kemoterapotik ilaglara direncini tesvik etmektedir. Bu nedenle, G6PD inhibisyonunun,

timor hiicrelerinde kemoterapi direncini tersine ¢cevirmede faydali oldugu gosterilmistir

(107).

2.2.2. Protein Metabolizmasi

Proteinler, hiicresel aktivitelerin ve viicut metabolizmasinin bir¢ok yoniiniin
temelini olusturan 6nemli makrobesin maddeleridir. Protein sentezi, baslica amino asit
(AA) miktar tarafindan kontrol edilir ve bu miktar, sentez i¢in gereken protein sayist ve

sentetik siireci stirdiirmek i¢in gereken enerji gereksinimleriyle dogrudan iligkilidir (108).

Amino asitler (AA'ler), viicut i¢inde bir¢ok kritik fonksiyonu yerine getirirler.
Memeliler i¢in azotun temel kaynagi olduklarindan, AA'lerin sagladig1 azot, ana enerji
molekiilleri (6rnegin, ATP, ADP, IMP) ve/veya niikleik asitlerin (6rnegin, DNA/RNA)
onciillerinin sentezi igin kritik 6neme sahiptir. Ayrica, nitrik oksit (NO) gibi 6nemli
biyokimyasal sinyal yolaklarini diizenleyebilecek bilesiklerin liretiminde de kullanilirlar.
Iskelet kaslarindan ve/veya dolasan visseral proteinlerden salman AA'larin
deaminasyonu, sonraki biyokimyasal doniisiimler i¢in uygun olan oksijen ve hidrojen

bakimindan zengin bir karbon iskeleti olusturur (108).

Bu karbon iskeleti, karaciger tarafindan glukoneogenez yoluyla glikoz ve lipidler
gibi diger onemli makromolekiillerin iiretimi i¢in kullanilabilir. AA kaynakli karbon

iskeleti ayrica Krebs dongiisiinii besleyen ara maddelerin liretiminde kilit rol oynar ve
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daha sonra enerji ve/veya diger metabolik ara maddelere dontstiiriilir. Bu nedenle,
AA'lar, viicut metabolik ihtiyaglarina bagl olarak enerji, karbonhidratlar, lipitler ve
biyokimyasal ara maddelere doniistiiriilebilen "biyokimyasal totipotent molekiiller"

olarak degerlendirilebilirler (109,110).

2.2.3. Lipid Metabolizmasi

Lipitler, proteinler ve niikleik asitlerle birlikte biyolojik zarlarin temel bilesenleri
ve hiicreleri olusturan yap1 taglaridir. Ayrica, lipitler enerji depolama ve
metabolizmasinda kullanilir ve birgok hiicresel aktivite i¢in sinyal molekiilleri olarak
onemli roller iistlenir. Lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, lipid alimi, sentezi ve
hidrolizi gibi siiregler, hiicresel homeostazin korunmasi igin esastir (111). Timor
ilerlemesi sirasinda besin maddelerinin siirekli olarak degistigi tiimor mikrogevresinde
kanser hiicreleri, hizli proliferasyon, hayatta kalma, go¢, invazyon ve metastazlarini

desteklemek i¢in lipid metabolizmasini kullanir.

Glikolipitler ve fosfolipitler (fosfogliseritler ve sfingolipitler alt kategorilere
ayrilir), kolesterol ile biyolojik zarlarin baslica bilesenlerini temsil eder. Kolesterol ayrica

yagda ¢ozilinebilen vitaminlerin ve steroid hormonlarinin sentezi igin bir substrattir (112).

Glikolipitlerin ve fosfolipitlerin baslica bilesenleri olarak yag asitleri (YAs),
trigliseritler olusturmak i¢in bir gliserol parcgasiyla esterlestirilebilir. Bunlar, yiiksek besin
maddesi bulunabilirliginde sentezlenen ve lipid damlaciklarinda depolanan polar
olmayan lipitlerdir ve enerji stres kosullarinda ATP iiretmek i¢in yag asidi oksidasyonu
(FAO, ayn1 zamanda B-oksidasyon olarak da adlandirilir) ile hidrolize edilir. Enerji
metabolizmas1 ve zar olusumunun yani sira, lipitler, zar lipitlerinin fosfolipaz bagimli
hidrolizasyonu ve esansiyel FA'larin sentezi yoluyla tiiretilen ikincil habercileri

olustururlar.

Bunlarin bulunabilirligi biiytlik 6l¢iide diyetle alinan lipitler tarafindan belirlenir
(113). Fosfolipazlar (PLC, PLD ve PLA), diasilgliserol, fosfatidik asit, lizofosfatidik asit
ve arakidonik asit gibi bir¢ok biyoaktif ikincil haberci {iretebilirler. Bu molekiiller, RAS,
fosfoinositid 3-kinazlar1 (PI3K'ler), protein kinaz C, RAC, RHO ve tiimér olusumunu

tesvik edebilen diger birkag sinyal ekseni aktivasyonunu tetikler (113,114).

Ayrica, oksisterol ve kolesterol de dahil olmak {izere steroller, sterol regiilator

element (SRE) baglayici protein (SREBP) aktivasyonunun downstream gen ekspresyonu
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icin kritik diizenleyicileridir ve bu nedenle seviyeleri kanserde lipojenezi etkiler.
Kolesterol, sinyallesme i¢in lipid raftlarinin bir bilesenidir ve Hedgehog sinyallesme
aktivasyonu i¢in Hedgehog ve Smoothened proteinlerini kovalent olarak modifiye

edebilir (115,116).

2.3. ENERJi METABOLIZMASI

Yasayan hiicrelerdeki biiyiime, substrat katabolizmasi ile net biyokiitle olusumu
ve bakim siireclerinin birlesimi sonucu meydana gelir. Bu siirecler, iyonik gradyanlarin
stirdiiriilmesi, protein, lipid ve niikleik asit doniisiimii gibi metabolik siireglerin yani sira
ATP/ADP ve NADH/NAD+ molekiillerinin etkilesimlerini igerir. Bilylime esnasinda,
anabolik yollar ATP tiiketir ve NADH {iretirken, katabolik yollar, 6rnegin mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon, ADP ve Pi'den ATP sentezler ve NADH'yi NAD+ haline
dontistiirerek enerji saglar. Dolayisiyla, biiyiime i¢in gerekli olan hem ATP hem de
NAD+ molekiilleri, bu molekiillerin bulunabilirligine baghdir. Hiicre enerji
metabolizmasi, ATP sentezi ile iliskili olan metabolik yollar1 icerir ve NADH

dontigiimiine baghdir (117).

ATP sentezi, ya substrat diizeyinde fosforilasyon yoluyla (glikoliz ve Krebs
dongiisii) ya da oksidatif fosforilasyon yoluyla gerceklesir. NADH, fermantasyon veya
mitokondri i¢ zarindaki solunum zinciri ile oksitlenebilir. Glikoliz, glukozun piriivate
katabolizasyonunu saglar ve her bir glukoz molekiilii basina 2 ATP iiretir. Mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon, mitokondri i¢ zarinda bulunur ve redoks enerjisini fosfat
potansiyeline doniistiiriirken, proton elektrokimyasal potansiyeli membran boyunca bir
ara¢ olarak kullanir. Solunum zinciri, redoks reaksiyonlarini g¢iftlestirerek protonlar

digariya atarak enerji iiretir (117).

2.4. ANTRASIKLINLER

Antrasiklin antibiyotikler, aktinobakteri Streptomyces peucetius'tan izole edilen
dogal iirlinlerdir. Daunorubisin (DNR) fare modellerinde tiimor kii¢tilmesini indiikleyen
ilk bilesik olmus ve sonrasinda pediyatrik akut 16semi tedavisinde etkileyici klinik
aktivite gostermistir (118). 1970'lerdeki daha fazla arastirma, hidroksile daunorubisin
tiirevidir ve son derece genis bir terapdtik aktiviteye sahip olan doksorubisinin (DOX)
kesfine yol agmistir. DOX, Hodgkin dis1 lenfoma, Hodgkin lenfoma, multipl miyelom ve

ayrica akciger, over, mide, tiroid, meme, sarkom ve pediyatrik kanserler dahil olmak
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tizere bircok tiimor tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna karsilik,

DNR genellikle akut 16semi indiiksiyon tedavisinde sinirlidir (119).

Epirubisin (EPI), mide ve meme kanseri tedavisinde etkin olan daha az
kardiyotoksik bir doksorubisin analogudur. IDA, akut miyeloid I6semi (AML)
indiiksiyon tedavisi i¢in gelistirilmis bir daunorubisin analogudur ve son olarak, erken
mesane kanserinin intravezikal tedavisinde etkili olan bir antrasiklin olan valrubicin
bulunmaktadir. Antrasiklinler, onkolojide kullanilan diger herhangi bir antitiimér ilaca
kiyasla en genis klinik kullanim araligina sahiptir. Kardiyak toksisite ve
miyelosupresyonu igeren iyi tanimlanmis bir toksisite profiline ragmen, antrasiklinler

stk¢a kombinasyon kemoterapi rejimlerinde kullanilmaktadir (119).

Tiim antrasiklinler, bir glisidik bag ile bir aminoseker olan daunosamin ile bagl
bir kinon igeren rijit planar aromatik bir halka yapisini paylasir (118). Antrasiklin halka
yapisinda ortak bir kinon pargasinin bulunmasi 6nemli bir klinik 6neme sahiptir. Bu
kimyasal grup, antrasiklin kaynakli kardiyotoksisiteye neden olduguna inanilan son
derece reaktif kimyasal tiirlerin olusumuna neden olabilen oksidasyon-indirgeme

reaksiyonlarina kolayca katilabilir.

DOX, yalnizca bir C-14 hidroksil grubunun varligi ile DNR'den farklidir. EPI,
DOX'un epimeridir ve sadece seker iizerindeki C-4 hidroksil grubunun yoneliminde
farklilik gosterir. Bu miitevazi yapisal degisiklik, EPI'nin kardiyak toksisitesini azaltirken
genis antikanser aktivitesini korur. IDA, C-4 metoksi grubu olmayan bir DNR

analogudur, bu da artmus lipofiliklik saglar.

Antrasiklinlerin karmagsik aromatik yapilari nedeniyle, ultraviyole ve goriintir 15181
emerler ve bilesiklere derin turuncu-kirmizi1 bir renk saglarlar. Fotosensitif olduklarindan,
hazirlik ve uygulama sirasinda dogrudan 1s13a maruz kalmaktan kac¢iilmalidir.
Baslangigta, antrasiklinlerin etki mekanizmasi kesin olarak tanimlanmamistir (120).
DNA interkalasyonu, antrasiklinlerin tanimlanan ilk etki mekanizmasiydi. 1984'te, klinik
kullanimin yirmi yilinin ardindan, kesin etki hedefi topoisomeraz Ila enzimi (TOPO Ila)
olarak karakterize edilmistir (121,122). Antrasiklinler, TOPO Ila'nin religasyon
reaksiyonunun inhibisyonunu indiikleyerek proteinle baglantili ¢ift ve tek sarmal DNA
kiriklarinin birikimine neden olur, bu da nihayetinde sitotoksik DNA hasar1 ve hiicre
Oliimiine yol acar. Bununla birlikte, antrasiklinlerin DNA TOPO Ila kesikleme

kompleksini nasil stabilize ettigiyle ilgili kesin adimlar tam olarak anlagilmamistir ve
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aslinda DNA interkalasyonundan bagimsiz olabilir. Gen mutasyonlar1 veya TOPO Ila'nin
indirgenmesi sonucu olusan ilag¢ direnci laboratuvar ¢alismalarinda karakterize edilmistir

(122).

Antrasiklinler, hiicrelere pasif diflizyon yoluyla girer. Bu, hiicre iginde
birikimlerinin, hiicre disindaki ila¢ seviyelerinden 10 ila 500 kat daha yiiksek
konsantrasyonlara ulagmasina neden olur. Antrasiklinlerin tiimii, P-glikoprotein aracili
ilag atilim pompasi i¢in substratlardir. MDR-1 ile iliskili pleiotropik ilag direnci,
hematolojik ve pediatrik kanserlerin tedavisinde ve meme kanseri gibi diger timdrlerde

klinik ila¢ duyarliliginin ana belirleyicisi olabilir (123).

2.4.1. Doksorubisin

Doksurubisin, Streptomyces peucetius bakterisinden elde edilen bir antibiyotiktir
ve 1960'lardan beri kemoterapotik bir ajan olarak genis bir kullanima sahiptir.
Doksurubisin, kemoterapdtik ajanlarin  antrasiklin  grubunun bir pargasidir; diger
antrasiklinler arasinda daunorubisin, idarubisin ve epirubisin bulunur. Genellikle,
doksurubisin, yetiskin ve pediatrik hastalarda kati timérlerin tedavisinde kullanilan bir
ajandir. Doksurubisin, yumusak doku ve kemik sarkomalarini, meme, yumurtalik,
mesane Ve tiroid kanserlerini tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Ayrica, akut lenfoblastik
l6semi, akut miyeloblastik 16semi, Hodgkin lenfoma ve kiiciik hiicreli akciger kanserini

tedavi etmek i¢in de kullanilir (124-127).

Doksurubisinin temel etki mekanizmasi, ilacin DNA baz g¢iftleri arasina girmesi
yetenegiyle, DNA ipliklerinin kirilmasina ve hem DNA hem de RNA sentezinin inhibe
edilmesine neden olmasidir. Doksurubisin, topoisomeraz Il enzimini inhibe ederek, DNA
hasarima ve apoptozun indiikle edilmesine neden olur. Demir ile birlestiginde,
doksurubisin ayrica serbest radikal araciligiyla DNA'ya oksidatif hasar da meydana

getirerek, DNA sentezini daha da sinirlar (128).

2.5. HUCRE OLUM MEKANIZMALARI

Hiicre 6liimii, genellikle apoptoz ve nekroz olmak iizere iki ana sinifa ayrilir.
Apoptoz, cesitli hiicresel sinyal yolaklar tarafindan diizenlenen bir tiir "programlanmis
hiicre 6limii" olarak tanimlanir ve hiicre i¢inde bir intihar mekanizmasi olarak islev goriir
(129). Bir hiicrenin apoptotik olarak siniflandirilabilmesi igin, niikkleer yogunlasma ve

parcalanma, kromozomal DNA'nin interniikleozomal fragmanlara boliinmesi ve o6li
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hiicrenin apoptotik cisimlere paketlenmesi ve plazma membraninin biitiinliigliniin
korunmas: gibi belirli morfolojik 6zelliklerin gdzlemlenmesi gerekir. Apoptotik cisimler
daha sonra fagositoz yapan hiicreler tarafindan tanmnir ve uzaklastirilir; bu nedenle
apoptoz sirasinda etrafinda iltihaplanma olmaz. Apoptozun morfolojik 6zellikleri,
kaspazlarin (sistein proteazlarmin) 6lim reseptorii baglanmasi veya mitokondrilerden
apoptotik aracilarin salinmasi gibi siireclerle aktive edilir. Apoptoz sirasinda enerji
tikketimi olmasi nedeniyle ATP gereklidir; bu nedenle apoptoz, diizenli ve diizenlenmis

bir 6lum stuirecidir.

Apoptozun aksine, nekroz geleneksel olarak bir intihar mekanizmasi degil, bir tiir
pasif hiicre 6liimii sekli olarak kabul edilmistir. Nekroz, hiicrenin ATP tiikenmesi sonucu
biyoenerjetik bir felaketin meydana gelmesiyle ortaya cikar ve genellikle toksik saldirilar
veya fiziksel hasar gibi hiicresel 'kazalar' tarafindan tetiklenir. Nekroz sirasinda
sitoplazmanin bosalmasi, plazma membraninin pargalanmasi ve 6li hiicre ¢evresinde
iltihaplanmanin indiiklenmesi gibi belirgin morfolojik o6zellikler goriilir. Nekroz
sirasinda, genellikle niikleer morfolojide degisiklikler meydana gelir ancak apoptotik
hiicre 6liimiiniin karakteristik 6zelligi olan organize kromatin yogunlasmasi ve DNA'nin

200 bp fragmanlara parcalanmasi gdzlenmez.

Son yillarda, hiicrelerin apoptoz disindaki mekanizmalarla da 6lebilecegi fikri
giderek kabul gormektedir. Bu alternatif hiicre 6liimii mekanizmalar1 programlanmis
nekroz veya otofajik hiicre 6liimii olarak adlandirilir ve siniflandirilir. 'Programlanmis’
terimi, hiicresel sinyal yollarmin nekrozu belirli uyaricilara yanit olarak 'kazara' degil,
belirli bir program dahilinde baslattigini ima eder. Programlanmis nekroz kavrami
literatiirde birkag yildir mevcuttur. Iki siire¢ arasinda morfolojik benzerlikler olmasina
ragmen, otofajik hiicre dliimii geleneksel olarak nekrozdan ayri bir non-apoptotik 6liim
bi¢cimi olarak smniflandirilmigtir. Otofaji, kelimenin tam anlamiyla, kendini yemek
anlamina gelir. Bu siirecte, hiicreler besin stresi donemlerinde hayatta kalma
mekanizmasi olarak enerji iiretimi i¢in hiicresel bilesenlerin pargalanmasina baslarlar.
Otofaju siireci, ¢ift zarl bir vezikiiliin olusumuyla baslar ve sitoplazmanin ve organelin
iceri alinmasini saglar. Bu otofagosom daha sonra igerigi parcalayip geri doniistiiren
lizozomla birlesir. Otofaji, hiicrenin enerjiye ihtiya¢ duydugu zamanlarda hiicreye enerji
saglamakla birlikte, zarar gérmiis organel ve uzun Omiirlii proteinlerin doniisiimii i¢in de

bir mekanizma saglar.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma projesi Saglik Bilimleri Universitesi, Hamidiye Saglik Bilimleri
Enstitlisti Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) destekleme birimi destegine basvurulmus
ve gerekli izin almmustir. Arastirmanin laboratuvar calismalar1 Saglik Bilimleri

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. Kullamilan Kitler

Calisma kapsaminda kullanilan kitler Tablo 3.1.” de belirtilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan kitler

Kullanilan Kitler

RNA izolasyon Kiti (Analytik Jena Innuprep)
CDNA Sentez Kiti (SensiFast BioLine)
MTT Hiicre Canlilik Kiti (Roche)

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD)

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Calisma kapsaminda kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.2’ de belirtilmistir.
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Tablo 3.2: Kullanilan sarf malzemeler

Kullanmilan Sarf Malzeme

MCF-7 Hiicre Hatt1 (ATCC No; HTB 22)

Doksorubisin Antrasiklin

DMEM high-glucose (Euroclone)

L-glutamin-100X (Euroclone)

Penisilin/streptomisin 100X (Euroclone)

SYBR Green Master mix (Euroclone)

gqPCR Primer Seti (Sigma-Aldrich)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich)

Tripsin- EDTA %0,25 (Merck-Millipore)

Dulbecco’s Fosfat Tampon Cozeltisi (DPBS) (Merck-Millipore)

Tripan mavisi (Merck-Millipore)

Diimetil Siilfoksit (DMSO) (Merck-Millipore)

Etil Alkol (Merck - Millipore)

Flow (akis) Sitometre Soliisyonu (Beckmann Coulter)

25 c¢cm? hiicre kiiltirti flaski (EuroClone)

75 em?2 hiicre kiiltiirti flaski (EuroClone)

100 mm hiicre kiiltiirii petri (EuroClone)

qPCR Plakalar1 (Axygen)

0,25um siringa ucu filtre (Merck-Millipore)

50 ml enjektor (steril) (Beybi)

2 ml kriyotiip (Sorfa)

Hiicre Sayim Kartusu TC10/20 (BioRad).

2 ml Santrifiij Tiipii (Isolab) (Eurclone)

15 ml Santrifiij Tiipii (isolab)

50 ml Santrifiij Tiipii (Isolab)

5 ml serolojik pipet (Euroclone)

10 ml serolojik pipet (Euroclone)

25 ml serolojik pipet (Euroclone)

10 ul filtreli pipet ucu (EuroClone)

100 wl filtreli pipet ucu (EuroClone)
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3.1.3. Kullamilan Cihazlar

Calismada kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3.3’ de belirtilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan cihazlar listesi

Kullamlan Cihaz
gRTPCR Cihazi Analytik Jena QTower3

Semi-Dry Western Blot Sistemi (Analytik Jena)

Sinif II Hiicre kiiltiirii kabini Eurclone (Safemate Eco 1,2)

Hiicre sayim cihazi (Biorad TC20)

Hiicre Goriintiileme Sistemi (Biorad)

Akis Sitometresi (Beckmann Coulter CytoFlex)
CO? Inkiibator (MCO-170AICUV)

Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Saf (distile) su cihaz1 (Merck-Millipore)

Masaiistii Otoklav

RNA izolasyon Kabini (Yerli Uretim)

Masaiistli Sogutmali Santrifilij (Eppendorf)
Mikropipet Seti (10-100-1000) (Eppendorf)
Cok Kanall1 Mikropipet Seti (Eppendorf)

Pipetor (Eppendorf)
Isitic1 Blok (Isolab)
Vorteks (Isolab)

Su Banyosu (Isolab)

Buz Makinas1 (HIMS- 50)
+4 °C Buz Dolabi (Ugur)
-20 °C Buz Dolab1 (Ugur)
-20 °C Buz Dolab1 (Binder)

3.2. HUCRE KULTUR CALISMALARI

Doksorubisin duyarli ve direngli MCF-7 hiicre hatti kullanilarak, belirlenen
metabolik yolak molekiillerinin ve klinik ilacin hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla etkinliginin

arastirilmasi amaciyla asagida belirtilen ¢caligmalar gerceklestirilmistir.
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3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

MCF-7 doksorubisine duyarli ve diren¢li hiicre hatti meme kanseri hiicreleri
(ATCC no: HTB 22) igin DMEM besiyeri hazirlanmistir. 445 ml DMEM besiyerine %10
oraninda 50 ml sigir fetiis serumu (FBS) ile birlikte Sml 10u/ml pen/strep (penisilin-

streptomisin) eklenerek hazirlik siireci tamamlanmastir.

Hazirlanan besiyeri, 0,22 pm por capl filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve
ardindan +4°C'de buzdolabinda saklanmistir. MCF-7 hiicre hattina uygulanan bu besiyeri,
%5 CO2, 37°C sicaklik ve %95 nem iceren CO: inkiibatoriinde inkiibasyon saglanarak

hiicrelerin biiytimesi ger¢eklestirilmistir.
3.2.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

MCF-7 doksorubisine duyarl ve direngli meme kanseri hiicre hatt1 hiicrelerinin
temel fizyolojik ve genomik aktiviteleriyle birlikte metabolik faaliyetlerinde herhangi bir
zarar gormeden uzun siire saklanabilmesi adina -196°C’de s1v1 azot tanklarinda kriyovial
tiiplerinde dondurulmus bir sekilde saklanma islemi gerceklestirilmistir. Sivi azot i¢inde
saklanan bu hiicreler 6zellikle diisiik pasaj sayisinda sahip olmakla birlikte caligmalara
sirasinda olusabilecek kontaminasyon gibi durumlarda hiicre kaybinin Oniine
gecmektedir. S1vi azot tankinda bekletilen hiicreler 6zelliklerini kaybetmeden uzun siire
saklanabilmekte ve aktivitelerini koruyabilmektedirler. Calismamizda ihtiya¢ duyulan
MCEF-7 hiicreleri s1v1 azot tankindan ¢ikarildiktan sonra kriyovial tiip i¢indeki hiicrelerin
hizlica erimesi saglanip uygun besiyerinin aktarimi gerceklestirilmistir. Ortaya ¢ikan
hiicre siispansiyonu 5 dakika 2000 rpm’ de santrifiij edildikten sonra ¢oktiiriilen pellette
hiicreler barinirken, tistteki fazda ise dimetilsiilfoksit (DMSO) bulunur. Dimetilsiilfoksit
hiicre tizerinde toksit etkiler olusturur bu ylizden atilmasi gerekir. Pellet tizerinde 1ml
besiyeri eklenmesi saglanarak T25 veya T75 flakslara hiicrelerin ekimi gerceklestirilirdi.

Co2 inkiibatdre biiyiimesi igin kaldirild.
3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

T25 flasklarda biiyliyen hiicreler, %85-90 yogunluga ulastiginda yeniden
pasajlandi. Hiicreler istenen yogunluga ulastiginda flask igindeki besiyeri ortamdan
uzaklastirilarak, hiicreler steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Ardindan
ortamdaki PBS uzaklastirilarak hiicrelerin flasktan ayrilmasi ve kaldirilabilmesi igin

Uremekte olan hiicre pasajlari, %80-90 yogunluga (confluent) ulasinca yeniden
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pasajlandi. Bu amagla iiremekte olan hiicreler istenen ¢ogunluga ulastiginda flasklarin
icerisindeki besiyeri pipetle alinarak steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) (25 cm? i¢in 2
ml) ile yikandi. Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicrelerin yapistiklar1 alandan
kaldirilmasi i¢in 3 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde 10 dakika bekletildi.

% 0,25 tripsin-EDTA ve hiicre karigimi 15 ml'lik falcon tiipe alinarak tripsin
inhibisyonunu 6nlemek amaciyla tripsin miktarinin iki kat1 kadar besiyeri eklendi. 10
dakika boyunca 1300 rpm'de santrifiijiin ardindan % 0,25 tripsin-EDTA bu
siispansiyondan uzaklastirildi. Hiicrelerin yeni besiyeri ile silispansiyonu saglanarak 4
adet T25 flaska boliinerek pasajlanmasi gergeklestirildi. Flasklar, sonrasinda %5 CO2,
37°C sicaklik ve %95 igeren CO?2 inkiibatoriinde inkiibe edildi.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flasklarda hiicrelerin substrat yiizeyinden ¢ikarilmasi i¢in %0,25 tripsin-EDTA
cozeltisi kullanildi. Bu islem sonrasinda, hiicreler santrifiij edilerek %0,25 tripsin-EDTA
iceren besiyerinden uzaklastirildilar. Hiicre pelletine 1 ml besiyerinin eklenerek
sulandirilmasi saglandi. Tripsin miktarinin iki kati kadar besiyeri kullanilarak hiicrelerin
enzimatik aktivitesi inhibe edildi. Hiicreler pipetleme islemi uygulanarak siispansiyon
haline getirildi ve ardindan 15 ml'lik falcon tiiplere transfer edildi. Hiicre siispansiyonu,
10 dakika boyunca 1300 rpm'de santrifiij edilerek siipernatant ayristirildi. Daha sonra,
900 pl besiyeri ile hiicre pelleti sulandirildi ve hiicreler sayildi. Kriyo tiiplerine, 100 pl
DMSO (dimetil siilfoksit) ve 900 pl besiyeri ile hazirlanan siispansiyon eklenerek, bu

tiipler -80°C'de derin dondurucuda saklanmak iizere hazirlandilar.

3.2.5. Hiicre Sayimi

Hiicre siispansiyonundan 10 pl alindi ve eppendorf tiipe kondu. Hiicre
stispansiyonun iizerine 10 pl tripan blue boyasi eklendi ve pipetaj islemiyle karistirilmasi
sagland1. (Tyrpan blue membran biitiinliigii bozulmus 6li hiicreleri mavi renge boyar,
canli hiicreler boyanmazlar). Bu kairigsim Neubauer lami lizerine konularak 4 bélmedeki
hiicreler sayilmistir. Alandaki hiicreler sayildiktan sonra ortalamalar1 alinarak 1 ml” deki
hiicre sayisi/ml: 4 alamin ortalamasi x Diliisyon Faktorii x 10* formiilii yardimiyla
hesaplandi. Diliisyon katsayis1 toplam hacmin hiicre slispansiyonu hacmine orantilanarak

hesaplanmastir.
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3.2.6. Hiicrelerin Plakalara Ekimi

Hiicre sayimi islemi tamamlandiktan sonra hesaplanan diliisyonlar hazirlandi ve
en etkin doz saptanmaya calisild1. Hiicreler, her kuyucukta 100 ul ¢ de 10° hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Ekilen hiicreler, %5 CO2, 37°C sicaklik ve %95
nem iceren CO2 inkiibatoriinde 24 saat boyunca inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon
siiresinin ardindan, klinik etken madde doksorubisinin hiicre hatt1 tzerindeki farkl

konsantrasyonlardaki etkinlikleri in vitro kosullar altinda degerlendirildi.

Hiicre canlilik seviyeleri, MTT analizi kullanilarak belirlendi ve plate reader ile

570 nm dalga boyunda yapilan okumalarla 6l¢iildii.
3.2.7. MTT deneylerinin yapilmasi

MTT analizi, hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicrelerin hayatta kalma, ¢cogalma ve
metabolik aktivitelerini degerlendirmek i¢in kullamilan bir yontemdir. Bu yontem,
hiicrelerin metabolik aktiviteleriyle iliskilendirilen bir bilesik olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) kullanilarak gergeklestirilir.

MTT, hiicrelerin metabolizmas1 sonucu aktif hiicreler tarafindan indirgenen bir
bilesiktir. MTT'nin indirgenmesi, mitokondriyal solunum ve hiicresel redoks aktiviteler
gibi metabolik aktivitelerin bir gostergesi olarak kabul edilir. MTT'nin indirgenmesi
sonucunda ortaya ¢ikan formazan iriini, hiicrelerin canliligim1 ve metabolik aktivitesini
yansitir. Bu nedenle, MTT analizi hiicrelerin canlilik ve metabolik aktivitelerini

belirlemede yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

MTT analizi i¢in, 48 saatlik inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu plakalardaki
her bir kuyucukta bulunan 100 pl siispansiyona MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolyum Bromid) soliisyonundan 10 pl ilave edildi. Daha sonra, 96 kuyucuklu
plak, 3 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Bu siirenin sonunda, hiicre ylizeyinde kalan
besiyerleri atildi ve 100 pl DMSO (Dimetil Siilfoksit) eklenerek 20 dakika daha
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonun ardindan, plakadaki her bir kuyucuktaki
absorpsiyon degerleri, plaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda dlgiilerek okuma
gerceklestirildi. Yapilan hesaplamalar sonucunda %50 baskilayict konsantrasyon (IC50)

degeri logaritmik olarak hesaplandi.
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3.2.8. IC50 Degerinin Belrilenmesi

Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre viabilite egrisi
belirlenerek %50 baskilayict konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik egim grafigi ile
hesaplanda.

Hiicre Canlilik Yiizdesi Hesaplama= (Materyalin optik yogunlugu/Kontroliin
optik yogunlugu) *100

3.3. TOTAL RNA iZOLASYONU

Doksorubisine duyarli ve direngli MCF-7 hiicre hatt1 hiicrelerinden total
riboniikleik asit (RNA) izolasyonu, innuPREP RNA Mini Kiti 2.0 kullanilarak
gerceklestirildi. RNA izolasyonu, kiti saglanan protokole uygun olarak tamamlandi.
MCF-7 hiicre hattinda belirlenen IC50 degerlerinin molekiiler diizeydeki etkilerini
belirlemek amaciyla, MCF-7 hiicrelerinin ekimi 6 kuyucuklu plakalara gerceklestirildi.

Ekim sonrast hiicreler, %5 CO2, 37°C sicaklik ve %95 nem iceren CO2
inkiibatoriinde 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan belirlenen
konsantrasyonlarda doksorubisin uygulandi ve tekrar 24 saat inkiibasyona birakildi. 48
saatlik inkiibasyonun sonunda, plaklara yapigmis hiicreler %0,25 tripsin-EDTA ile
kaldirildi. Hiicre silispansiyonu mikrosantrifiij tlipline alimarak 3000 rpm'de 5 dakika

siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirildi ve pellet elde edildi.

Elde edilen pellet lizerine 400 pl RL lysis solution eklenerek 2 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra, pellet pipetaj1 yapildi ve 3 dakika daha oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan, recevier tiip icerisine spin filter D yerlestirildi ve
inkiibasyonda bekleyen siispansiyon buraya aktarildi. 2 dakika boyunca 14.000 rpm'de
santrifiij 1slemi gerceklestirildi. Santrifiij islemi sonrasinda spin D ile elde edilen DNA
atildi ve alttaki siipernatanta %70'lik 400 pl etil alkol ilave edilerek pipetaj islemi
gerceklestirildi.

Yeni bir receiver tiip igerisine spin filtre R yerlestirildi ve {izerine bu siispansiyon
aktarilarak 2 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifii
sonrasinda spin filter R'ye 500 pl washing solution HS eklenerek 1 dakika boyunca
11.000 rpm'de santrifiij islemi gerceklestirildi. Bu islemin ardindan, spin filter R yeni bir

receiver tiipe alinarak iizerine 700 ul washing solution LS eklenerek 1 dakika boyunca
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11.000 rpm'de santrifiij edildi. Daha sonra, yeniden 3 dakika daha 11.000 rpm'de santrifiij
edildi.

Yeni bir kapakli elution tiip i¢ine spin filter R yerlestirildi ve lizerine 50 pul RNase
Free Water eklenerek 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan, 1 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifiij edilerek buz listiinde bekletilmeye
alindi. Elde edilen RNA'larin konsantrasyonlari ng/ul cinsinden spektrofotometre

(Eppendorf) ile 6lctilerek A260/280 degerleri analiz edildi.
3.3.1. Total RNA Konsantrasyonunun Olciilmesi

Spektorfotometrik dlgiimler neticesinde elde edilen RNA’ larin 260nm ve 280 nm
dalga boyunda 15181 sogurma (O.D.) dl¢iimii sayesinde RNA konsantrasyonu ve saflik

derecesi ortaya konmustur.
3.3.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Bu ¢alismada, doksorubisine duyarli ve direngli MCF-7 hiicre kiiltiirlerinden izole
edilen RNA'larin analizi i¢in SensiFAST cDNA Sentez Kiti kullanilarak ¢cDNA elde
edilmistir. Daha sonra, sentezlenen cDNA'lar kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qQRTPCR) islemi ile Thermo Fisher Scientific'in qPCR (5020) cihaz
kullanilarak ¢ogaltilmistir. Sentez i¢in, 20 pl'lik karisimlar hazirlanmis ve bu karisimlar
ic adet Eppendorf tiipiine yerlestirilerek sentez islemi gerceklestirilmistir. Sentez siireci
i¢cin cihazin termal dongii ayarlari, iiretici tarafindan saglanan kiti protokoliine uygun
olarak ayarlanmistir. Elde edilen cDNA'lar, ters transkripsiyon sonrasi ger¢eklestirilen

gPCR analizleri i¢in -20°C'de saklanmistir.
3.3.3. Kanser Metabolizmasindaki Sinyal Yolak Analizi

Calismamizda, klinik ilag doksorubisine duyarli ve direngli MCF-7 hiicre
hatlarinda IC50 degeri hesaplanan doksorubisinin, 46 farkli genin ekspresyon seviyeleri
tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu genler kanser metabolizmasiyla iligskilendirilmis olup
aktivasyon seviyelerindeki degisikliklerin sinyal yolaginin aktivitesiyle dogrudan iligkili
oldugu bilinmektedir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, gen ifade seviyelerindeki
farkliliklarin tespit edilmesi durumunda, bu genlerin molekiiler temellerinin aragtirilmasi

amaclanmustir.

Analiz siirecinde kullanilan bilesenlerin miktarlariyla birlikte detaylar1 Tablo

3.4'te sunulmustur. Deneyler, ¢alisma i¢in belirlenen genlere iliskin primerlerle birlikte
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SYBR Green Master Mix (EuroClone) ve RT-qPCR analizi, kit protokoliine gore

planlanmis ve calisilmigtir. Protokolde belirtilen kontrol amacli genler icin ACTINB ve

GAPDH housekeeping olarak kullanuilmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan RT-gpcr Karisim Bilesenleri

RT-qPCR Karisim Bilesenleri Hacim (ul)
SYBR green master mix 10
Primerler 1,5
cDNA 1
dH,O 7,5
Toplam 20

RT-gPCR reaksiyonu igin tablo 3.5’de verilen kit protokoliine uygun olarak
planlanmis ve calisilmistir. RT-qPCR karisimi; Analitik Jena qTOWER3 RT-qPCR

cihazina,96 kuyucuklu plakaya tablo 3.5’deki protokole uygun sekilde yiiklenmistir. RT-

qPCR analizi i¢in kullanilan genlerin listesi Tablo 3.6'te yer almaktadir.

Tablo 3.5: RT-qPCR protokolii

Siire Sicakhik Termal Dongii
5dk 95°C 1

15sn 95°C 40

30sn 60 °C Floresan Okuma
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Tablo 3.6: RT-qPCR analizinde kullanilan genlerin listesi

ACADL GOT1 TKTLI PDE4D MAT2A PSPH
AMPD3 NME2 ACO2 UCKLI PFKFB4 DNMT1
GNPNAT1 PRPS1 DHFR SDHA SLC2A1 ACSL4
MTR TK1 HMGCS1 ECSL3 ACSS3 ADCY3
PHGDH ACLY PAFAH1B2 ENOL1 G6PD FH
SLC7A11 CPTI1C SCD LDHALGA ME1 IDH1
ACATI HK?2 TPI1 PDK2 PGAMI

BCAT1 OGDH ACSL1 SLCIAS SLC2A2

Calismamizin sonuglar1 dogrultusunda elde edilen veriler, gen ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi ig¢in 2-AACt metodu kullanilarak analiz

edilmistir.
3.4. FLOW SITOMETRI ANALIZLERI

Flow sitometri, hiicrelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini hizl1 bir sekilde analiz
etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, hiicrelerin boyutu, karmasikligi, hiicresel
DNA igerigi, ylizey proteinleri ve hiicre ici bilesenler gibi ¢esitli 6zelliklerini belirlemek
icin kullanilir. Flow sitometrisi, bir akis hiicresi i¢indeki hiicrelerin tek tek gectigi bir
lazer 1s1n1 kullanarak ¢alisir. Bu islem sirasinda hiicreler, lazer 1sinina maruz kaldiklarinda
farkli 6zelliklerine goére farkl sekilde 1s1k sagarlar ve bu 1s1ik sinyalleri detektdrler
tarafindan ol¢iiliir. Bu sayede, binlerce hiicre hizli bir sekilde analiz edilebilir ve hiicre
popiilasyonlar1 arasindaki farkliliklar belirlenebilir. Flow sitometrisi, hiicre dongiisi
analizi, hiicre apoptozis tespiti, immiinofenotipleme ve hiicre i¢i protein miktari tespiti
gibi bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir ve biyolojik aragtirmalarda énemli bir
ara¢ olarak kabul edilmektedir. Flow sitometri (Cytoflex Flow Cytometer, Beckman
Coulter) ile MCF-7 transfekte hiicrelerde apoptotik analizler i¢in deneyler yapildi. Bu

deneyler i¢in Annexin-V ve PI boyalar1 kullanildi.
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Annexin V, hiicre 6liimii (apoptoz) aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir
protein testidir. Bu test, hiicre o6liimii silirecinin erken asamalarini belirlemek igin

kullanilir.

PI (propidyum iyodiir), niikleik asit boyama maddesi olarak kullanilan bir floresan
bilesiktir. P1, hiicre zar1 hasar1 olan veya 6lmiis hiicrelerde niikleer DNA'y1 boyamak i¢in
kullanilir. Canli hiicrelerde PI, zarlarindan gegemez ve bu nedenle icerideki niikleik
asitleri boyamaz. Ancak, zar hasar1 olan veya 6lmiis hiicrelerde, PI hiicre i¢ine girer ve
DNA'ya baglanir, boylece bu hiicrelerin floresan 6zelliklerini degistirir. Her iki boyanin
farkli ozelliklerinde yararlanilarak hiicrelerin DNA igerigine bagli olarak hiicre

dongiisiiniin hangi evresinde oldugunu analizlerle ortaya konmustur.
3.4.1. Anneksin V ve Apoptoz Analizi

Anneksin V, hiicre membranindaki fosfatidilserin ad1 verilen bir lipit olan hiicre
O0lumii sirasinda disartya dogru ekspozede oldugunda baglanir. Normalde, saglikli
hiicrelerde fosfatidilserin i¢ kisimda yer alir, ancak apoptoz siirecinde hiicre membrani
degisir ve fosfatidilserin disartya dogru tasinir. Annexin V, bu disa dogru tasinmis

fosfatidilserine baglanarak apoptotik hiicreleri belirler.

Hiicre hattina uygulanan klinik ila¢ doksorubisinin, doksorubisine duyarli ve
direngli MCF-7 hiicre hattindaki apoptoz oraninin belirlenebilmesi i¢in ‘Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit” (Sigma-Aldrich) ve PI boyama yontemi uygulandi.
Doksorubisine duyarli ve diren¢li MCF-7 hiicreleri ayr1 ayr1 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakasma 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi. Her iki hiicre hatt1 i¢in daha
onceden belirlenmis olan molekiiller ile belrilenmis olan sitotoksik konsatrasyon ile 48
saat boyunca inkiibasyon saglandi. 48’ lik inkiibnasyobnun ardindan her iki hiicre hatt1 5
ml fosfat tamponlu salin (PBS ile iki kez yikandi. Yikanan hiicrelere tripsin uygulanarak
kalkmalar1 saglndi ve 400 rpm’ de 5 dk. santrifiij edildi. Bu igslemden sonra hiicreler
binding buffer homojenizasyon salandi. Homojen karigimdan 200 pl alinarak flow
sitometri tlipiine aktarimi saglandi. Homojen karisimdan geriye kalan miktar buz iistiinde
bekletildi ve korundu. Flow tiipiiniin i¢inde yer alan 200 pl homojen karisima 3 pl
ApopNexinTM FITC ve 2 pl 100X propidyum iyodiir (PI) eklenerek karistirildi. Bu
karisim karanlik odada, oda sicakliginda (25°C” de) 15 dk. inkiibasyona tabi tutulduktan

sonra flow sitometride Olclimler gerceklesitrildi. Analiz siliresince nekrotik hiicrelerin
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yiizeylerindeki Anneksin-V baglanmasi ve propidyum iyodir etkisiyle hiicre

dongiilerinin evreleri goriintiilendi.

Flow sitometride Annexin-V testi hiicrelere uygulanarak 46 kanser

metabolizmasinda iligkili genin sinyal yolagi analizi yapildi.
3.5. ISTATISTIKSEL YONTEMLER VE ANALIZI

Veri analizinde Kolmogorov-Smirnov testiyle verilerin miktar olarak
dagilimlarinin kontriilii saglandi. Sonrasinda, tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) yapildi. Cesitli gruplar arasinda anlamlik noktasinda Student-Newman-Keuls
testi ve ikili karsilastirmalar i¢in de Student t testi kullanildi. Gen ekspresyon ifadeleri
icin 2—AACt yontemi kullanildi. Yolak analizi ve istatstiksel hesaplamalar i¢in Reactome
ve Enrich veri tabanlar1 kullanildi. Hiicre hattindaki sitototksik etkileri belrileyebilmek
adina elde edilen veri setleri GraphPad Prism 5.0 programiyla analiz edildi. Elde edilen
veriler tablolar halinde standart sapma degerleri belrielnerk sunuldu. Kantitatif veriler
tablolar halinde + standart sapmalarla sunuldu. Calismadaki tiim analizler % 95 giiven
diizeyinde gerceklestirlmesi saglandi. Elde edilen p degerleri 0.05’ ten kiiciik olan

degerler anlamli veri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE KULTUR ANALIiZ BULGULARI

4.1.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Bu ¢alismada, MTT deneyleri i¢in dncelikle MCF-7 hiicre hattinda hiicreleri, her
bir kuyucukta 100 pl hacminde 105 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekim
gerceklestirildi. Ekilen hiicreler, %5 CO2, 37°C sicaklik ve %95 nem igeren CO2
inkiibatoriinde 24 saat boyunca inkiibe edildi. Klinik ila¢ olan doksorubisini MCF-7 hiicre
hattindaki canlilik deneyleri i¢in kiiltiir kaplarinda yeterli hiicre sayisina ulasildiginda
hiicreler kaldirilarak kuyucuk basi 100 uL’de 5x10° hiicre olacak sekilde (n=5) 96
kuyucuklu hiicre plakalarina ekildi. Hiicrelerin plakalara 24 saat tutunmasinin ardindan
¢oziinen maddeler kuyucuklarda azalan dozlarda (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156,
0.078 mM) uygulandi. 24 saatlik uygulama efektif sonuclar elde edilmedi. 48 saat
uygulama yapildi. 48 saatlik siirecin ardindan MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak sitotoksik
etkileri MTT analizi ile degerlendirildi.

4.1.2. MCF-7 Hiicre hattinda Doksorubisin Uygulama Analizleri

Hiicre Kkiiltiirii caligmalar1 neticesinde 24 saatin sonunda 96 kuyucuklu
plakalardaki besiyeri uzaklastirilmistir. Klinik ilag belirlenen yogunluklarda 100 ml
besiyerine eklenerek hiicrelere verilmistir. Hiicreler 48 saat siireyle, %5 CO?, 37°C

sicaklik ve %95 nem iceren CO? inkiibatdriinde inkiibasyona birakilmistir

48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan, MTT analizi i¢in tarama testleri
yapilmis ve 570 nm dalga boyunda plate reader'da okumalar gerceklestirilmistir. MTT
yontemiyle gerceklestirilen canlilik testleri sonucu elde edilen veriler GraphPad Prism
10.2.2 programi kullanilarak gergeklestirilmis ve IC50 degeri belirlenmistir. MCF-7
hiicre hattinda elde edilen IC50 degeri Tablo 4.1° de verilmistir.
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Tablo 4.1: Doksorubisin’in MCF-7 hiicre hattinda 48. saatteki IC50 degeri

Molekiil IC50 Degeri (48 Saat)
Doksorubisin 0.02717

Doksorubisin klinik ilacinin yapilan ¢aligmalarda GraphPad GraphPad Prism
10.2.2 araciligiyla 48. saat IC50 degeri 0.02717 belirlendi.

4.1.3. MCF-7 Hiicre Hattinda Doksorubisin Sitotoksisite Olciimleri

Doksorubisin seri dozlarda (10), (5), (2,5), (1.25), (0,625), (0,3125), (0,156),
(0,0078) mM/ml olarak 8 farkli konsantrasyonlarda 48 saat MCF-7 hiicre hattinda
uygulanmistir. MTT yOntemiyle sitotoksik etkileri analiz edilmistir. Elde edilen veriler
kontrol gruplartyla kiyaslanarak, uygulanan dozlardaki farkliligin, farkli oranlarda hiicre
canlilik seviyeleri uygulama dozlarindaki farkliligin farkli oranlarda canlilik seviyeleri
olusturdugu istatistiksel olarak gézlemlendi (p<0,05). Tablo 4.2° de sitotoksik etkileri

verilmigtir.

Tablo 4.2: Doksorubisin ’in 48 saatlik inkiibasyon ve seri diliisyonlardaki sitotoksik

etkileri
Konsantrasyon Doksorubisin 48. Saat Canlilik Oranm1 %

10mM 29,32
5mM 29,74
2,5mM 30,66
1.25mM 22,54
0,625mM 49,69
0,3125mM 68,04
0.156mM 76,24
0.0078mM 76,85

Kontrol 100

Doksorubisin’in MCF-7 hiicre hattinda 48 saat uygulanmasi sonucu elde edilen %

canlilik degerleri grafigi Sekil 4.1’te verildi.
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DOKSORUBISIN MCF-7 48. SAAT GRAFIGIi
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Sekil 4.1: Doksorubisinin seri diliisyonlardaki 48. saatteki % canlilik grafigi

4.1.4. MCF-7 Hiicre Hattinda Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi

MCF-7 hiicre hattinda apoptotik etkilerin degerlendirilmesi noktasinda yapilan
flow sitometri analizlerinde 48 saatlik uygulama sonrasinda doksorubisine direngli MCF-
7 hiicre hattinda apoptoz oraninin yaklagik % 12; doksorubisine duyarlit MCF-7 hiicre
hattinda apoptoz oraninin yaklasik % 29 oldugu ortaya konmustur. Elde edilen verilerin

kontrol grubu ile yapilan analizinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,005).

Flow sitometri ile analizlerinin yapilabilmesi adina doksorubisin uygulanan;
doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hatlar1 Anneksin V ve PI ile boyanarak flow
sitometride analizleri gerceklestirilmistir. Sonuglar1 Sekil 4.2° teki grafikte ortaya

konmustur.
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Sekil 4.2: MCF-7 Doksorubisin direngli hiicrelerinde IC50 konsantrasyonlarinda 48

saatlik stire ile uygulanan Doksorubisin molekiiliiniin Anneksin V sonuglari

Flow sitometri ile analizlerinin yapilabilmesi adina doksorubisin uygulanan;
doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hatlar1 Anneksin V ve PI ile boyanarak flow
sitometride analizleri gerceklestirilmistir. Sonuclar1 Sekil 4.3° teki grafikte ortaya

konmustur.
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Sekil 4.3: MCF-7 Doksorubisin duyarli hiicrelerinde IC50 konsantrasyonlarinda 48

saatlik stire ile uygulanan Doksorubisin molekiiliiniin Anneksin V sonuglari
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4.2. SINYAL YOLAK ANALIiZLERININ DEGERLENDIRILMESI

4.2.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi

MCF-7 hiicre hattinda apoptotik etkilerin degerlendirilmesi noktasinda yapilan
flow sitometri analizlerinde 48 saatlik uygulama sonrasinda doksorubisine duyarlt MCF-
7 hiicre hattinda apoptoz oraninin yaklasik % 29; doksorubisine direngli MCF-7 hiicre
hattinda apoptoz oraninin yaklasik % 12 oldugu ortaya konmustur. Elde edilen verilerin

kontrol grubu ile yapilan analizinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,005).

Flow sitometri ile analizlerinin yapilabilmesi adina doksorubisin uygulanan;
doksorubisine duyarli ve direncli MCF-7 hiicre hatlar1 Anneksin V ve PI ile boyanarak

flow sitometride analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar1 Tablo 4.3” teki grafikte ortaya

konmustur.

Tablo 4.3: Apoptoz analizi sonrasi veriler

Anneksin-V Analiz Bolgeleri

Q1 Q2 Q3 Q4
MCF-7 Duyarh / 0,00 0,00 99,50 0,50
Boyali Kontrol
MCF-7 Duyarly 0,01 0,00 99,99 0,00
Boyasiz Kontrol
MCF-7 Duyarh / 16,08 22,66 55,14 6,13
Doxo
MCF-7 Direncli / 0,00 0,00 99,97 0,03
Boyali1 Kontrol
MCF-7 Direngli/ 0,05 0,05 99,87 0,02
Boyasiz Kontrol
MCF-7 Direncli/ 1,23 7,21 87,41 4,15
Doxo

4.2.2. Doksorubisine Duyarh ve Direncli MCF-7 Hiicre Hattinda Gen

Ekspresyon Analizlerinin Degerlendirilmesi

Calismada elde edilen veriler neticesinde klinik ila¢ olan doksorubisinin
hesaplanan IC50 degeri gen ekspresyon analizinde kullamldi. Ilk olarak doksorubisine

duyarli MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak gen ekspresyon degerleri belirlendi. Genlere ait
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ekspresyon degerleri 2-AACT metodu kullanilarak hesaplandi. Referans gen olarak
GAPDH ve ACTINB genleri kullanildi.

ACT = CT 6rnek — CT referans
AACT = ACT molekiil uygulanmis 6rnek — ACT kontrol

Klinik ila¢ olan doksorubisinin anti tiimoral etkinin molekiiler diizeyde
belirlenebilmesi adina, ilgili genlerde molekiiler diizeydeki ekspresyon seviyeleri RT-
gPCR yontemi ile ortaya kondu. Ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore oranlanarak
hesaplandi. Elde edilen verilen dogrultusunda genlerdeki ekspresyon diizeylerindeki artis
ve azaliglar belirlendi. Log2 Fold Change (Log2FC) ile logaritmik olarak gen ekspresyon

seviyeleri hesaplandi.

Pozitif Log2 FC> 2,00 degerine sahip genler yukar: regiile olarak tanimlandi.
Negatif Log2 FC <0.5 degeri olan genler asag regiile olarak degerlendirildi.

46 gen ile yapilan kanser yolak analizinde doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre
hattinda 45 genin doksorubisin i¢in, kontrol genlerine gore ekspresyonlariin azaldigi
(p<0,05) tespit edildi. Bu genler GNPNAT1, BCAT1, NME2, PRPS1, TK1, ACO2,
DHFR, HMGCS1, DNMT1, IDH1, UCKL1, SDHA, ENO1, PDK2, ACSL4, FH,
MAT2A, ACSS3, ME1, ACADL, AMPD3, GOT1, ACLY, CPT1C, OGDH, PSPH, SCD,
ACSL1, PDE4D, ECSL3, LDHALGA, SLC1A5, PFKFB4, SLC2A1, G6PD, PGAML,
MTR, PHGDH, SLC7A11, ACAT1, HK2, TKTL1, SLC2A2, PAFAH1B2, TPI1 dir

Yapilan analizlerde 1 genin ekspresyon seviyesinin kontrol genlerine kiyasla
artt1g1 (p<0,05) tespit edildi. Bu gen ADCY3’ tiir.

Gen ekspresyonlari azalan ve artan genlerin listesi Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 te

verildi.
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Tablo 4.4: Doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin 48 saat maruziyet

sonrasi sinyal yolaklarinda ekspresyonu azalan genler

Tablo 4.5: Doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin 48 saat maruziyet

sonrast sinyal yolaklarinda ekspresyonu artan genler
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Enrichr veri tabanindan Doksorubisin molekiiliiniin, doksorubisine duyarli MCF-
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Sekil 4.4: Doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hattinda etkiledigi sinyal yolak genel analizi

Reactome veri tabanindan alinan Doksorubisinin, Doksorubsine duyarlt MCF-7

hiicre hattinda etkiledigi sinyal yolaklar1 Sekil 4.5’de verildi.
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Doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda 46 gen ile yapilan kanser yolak
analizinde 19 genin klinik ilag doksorubisin i¢in, kontrol genlerine gore kiyaslandiginda
ekspresyon seviyelerinin azaldig1 (p<0,05) tespit edildi. Bu genler GNPNATI1, BCAT]I,
NME2, PRPS1, TK1l, ACO2, DHFR, HMGCS1, DNMT1, IDH1, UCKL1, SDHA,
ENOI1, PDK2, ACSL4, FH, MAT2A, ACSS3, ME1’ dir.

Yapilan analizlerde 17 genin gen ekspresyon seviyelerinde kontrol genlerine artis
oldugu (p<0,05) tespit edildi. Bu genler ACADL, AMPD3, GOTI1, ACLY, CPTIC,
OGDH, PSPH, SCD, ACSL1, PDE4D, ECSL3, LDHALG6A, SLC1A5, PFKFB4,
SLC2A1, G6PD, PGAMI”’ dir.

Bu genlerden 10 tanesinin gen ekspresyon seviyelerinden bir degisiklik tespit
edilmedi. Bu genler, MTR, PHGDH, SLC7A11, ADCY3, ACAT1, HK2, TKTL1,
SLC2A2, PAFAHIB2, TPI1’ dir. Gen ekspresyonlar1 azalan, degismeyen ve artan
genlerin listesi Tablo 4.6, Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de verildi.

Tablo 4.6: Doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin 48 saat maruziyet

sonrasi sinyal yolaklarinda ekspresyonu azalan genler

Gen Adi AACT Gen Ad1 | AACT Gen Ad1 | AACT
GNPNAT1 |-1,54 HMGCS1 |-1,46 ACSL4 |-2,63
BCAT1 -1,14 DNMT1 |[-1,66 FH -1,90
NME2 -3,08 IDH1 -1,34 MAT2A |-1,40
PRPS1 -1,36 UCKL1 -1,69 ACSS3 |-3,24
TK1 -2,18 SDHA -1,89 ME1 -1,62
ACO2 -2,12 ENO1 -1,43

DHFR -2,80 PDK?2 -1,42

Tablo 4.7: Doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin 48 saat maruziyet

sonrasi sinyal yolaklarinda ekspresyonu artan genler

Gen Adi AACT Gen Adi AACT Gen Ad1 | AACT
ACADL 64,67 PSPH 3,54 SLC1A5 |4,36
AMPD3 5,56 SCD 3,06 PFKFB4 | 3,96
GOT1 2,98 ACSL1 3,26 SLC2A1 |5,22
ACLY 10,52 PDE4D 2,03 G6PD 3,08
CPT1C 24,17 ECSL3 5,12 PGAM1 |2,05
OGDH 2,74 LDHALGA |3,54
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Tablo 4.8: Doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin 48 saat maruziyet

sonrasi sinyal yolaklarinda ekspresyonu degismeyen genler

Gen A
SLC7AL1

Enrichr veri tabanindan Doksorubisin molekiiliiniin, doksorubisine diren¢li MCF-

7 hiicre hattinda etkiledigi sinyal yolak genel analizi Sekil 4.6’de verildi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Son on
yilda yeni tedavilerin gelistirilmesine ragmen 6liim oranlarinda kayda deger bir
azalma gozlenmemistir. Bu durumun bir kismi, meme kanserlerinin genetik
heterojenliginden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, mevcut durumda, tiim meme

kanseri alt tiplerine yonelik tek bir etkili tedavi bulunmamaktadir.

Doksorubisin, meme kanserinin tedavisinde etkili olan bir kemoterapi ilacidir.
Ancak, doza bagli yan etkilerin olmasi, ilaca karsi diren¢ gelismesi ve kanser
hiicrelerine kars1 diisiik seciciligi gibi nedenlerle doksorubisinin klinik kullanimi

sinirlidir.

Klasik tedavi protokolleri, artik toksik etkilere ve kisa slirede direng gelisimine
neden oldugundan, yeni tedavi protokolleri arayisi i¢indedir. Bu yiizden, giincel
tedavide kullanilan antitiimoral ajanlarin ve yeni yolak analizlerinin arastirilmasi

onemlidir (130).

Insan hiicrelerindeki metabolik siirecler, alinan besinlerin oksidasyonu yoluyla
enerji iiretir ve ayn1 zamanda diyette alinmayan ¢esitli temel molekiillerin sentezini
saglar; ayrica endojen olarak {iretilen veya hiicre disi ortamda bulunan toksik
maddelerin deaktive edilmesini ve wuzaklastirilmasint medyan eder. Enerji
metabolizmas1 siiregleri, karbonhidrat tiiretilmis veya lipid tiiretilmis molekiilleri
igerip icermedigine bagl olarak iki gruba ayrilabilir ve her grupta, bu molekiillerin
parcalanmasi ve oksidasyonuyla enerji tiretmekten sorumlu siiregleri, sentezlerini ve
depolanmalarin1 igeren siireclerden ayirmak yararlidir. Sentetik reaksiyonlar,
niikleotidler, amino asitler ve ilgili molekiiller ve porfirinler gibi son {iriinlerin
kimyasal dogasi agisindan uygun bir sekilde gruplandirilir. Detoksifikasyon
reaksiyonlar1 (biyolojik oksidasyonlar) aymi sekilde, zehirin kimyasal dogasi
agisindan uygun bir sekilde siniflandirilir. Ayni1 zamanda, tiim bu siirecler siki bir
sekilde entegre edilmistir. Enerji liretimi reaksiyonlarinin ara maddeleri, amino asitler
ve diger bilesiklerin biosentezleri i¢in baslangi¢ malzemeleridir; genis-spektrumlu
oksidoreduktaz enzimleri hem detoksifikasyon reaksiyonlarinda hem de

biosentezlerde rol oynayabilir ve hormon aracili sinyalleme siiregleri, enerji iireten ve
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enerji depolayan reaksiyonlarin isleyisini koordine etmek ve bunlar1 diger biosentez

siireclerine baglamak i¢in islev goriir.

Metabolik siliregcteki yolak analizleri 6zellikle metabolizmadaki bu
degiskenlerin 6zellikle kanser tedavisini yonlendirmesi ve yeni tedavi yaklagimlarin

ortaya konmasi adina 6nemlidir.

Bu calismada, doksorubisine duyarli ve direngli MCF-7 hiicre hattinda,
klinikte kullanilan bir ilag olan doksorubisinin metabolik aktivite lizerindeki etkilerini
aragtirmak amaciyla 46 genden olusan bir gen setinin yolak analiziyle ekspresyon
seviyelerini inceledik. Deney prosediiriine bagli hiicrelerin plakalara 24 saat
tutunmasinin ardindan ¢6ziinen maddeler kuyucuklarda azalan dozlarda (10, 5, 2.5,
1.25, 0.625, 0.3125, 0.156, 0.078 mM) uygulandi. 24 saatlik uygulama efektif
sonuglar elde edilmedi. 48 saat uygulama yapildi. 48 saatlik siirecin ardindan MCF-7
hiicre hatt1 kullanilarak sitotoksik etkileri MTT analizlerini degerlendirdik.

Karbonhidratlar, insan diyetinin 6nemli bilesenleridir ve bunlardan elde edilen
ozellikle glukoz olmak iizere monosakkaridlerin katabolizmasi, insan enerji
metabolizmasinin 6nemli bir pargasidir (131). Glukoz, piriivat'a (glikoliz) katabolize
edilebilir ve c¢esitli kaynaklardan sentezlenen piriivat, glukoz olusturmak igin
metabolize edilebilir (glukoneogenez). Glukoz, glukoz fazlasi kosullarinda glikojene
polimerize edilebilir (glikojen sentezi), ve stres veya ac¢lik durumunda glikojen
glukoza pargalanabilir (glikojenoliz). Diyette yaygin olarak bulunan diger

monosakkaritler, fruktoz ve galaktoz, glukoza doniistiiriilebilir.

Disakkarit laktoz, anne siitiindeki baslica karbonhidrattir ve emziren meme
bezi tarafindan sentezlenir. Pentoz fosfat yolu, glukozdan ¢esitli monosakkaritlerin
sentezine izin verir, bunlar arasinda pentoz riboz-5-fosfat ve diizenleyici molekiil
ksiliiloz-5-fosfat bulunur, ayrica biyosentetik siiregler i¢in indirgeyici esdegerlerin
olusturulmasini saglar. Glukuronattan glukoz 5-fosfat sentezi ve glikozaminoglikan
metabolizmas1 da karbonhidrat metabolizmasinin bir parcasi olarak belirtilmistir

(131).

ENOI, glikolitik yolun kritik enzimlerinden biri olan, onkogenik 6zelliklere
sahip coklu islevli bir proteindir: tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu, goc¢iinii ve

invazyonunu tesvik ederek ¢esitli timorlerin hizlanmis ilerlemesine neden olur (132).
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PFKFB4 tarafindan kodlanan protein, glikolitik yan iiriin fruktoz-2,6-
bisfosfatin (F2,6BP) konsantrasyonunu diizenleyen dort iki islevli kinaz/fosfatazdan
biridir. Kodlanan protein, kanser hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir ve
hipoksi tarafindan indiiklenir. Bu protein, hipoksi kosullar1 altinda kanser hiicrelerinin

hayatta kalmasi i¢in gereklidir (133,134).

SLC2A1, memeli kan-beyin bariyerindeki 6nemli bir glikoz tasiyicisini kodlar.
Kodlanan protein esas olarak hiicre zarinda ve hiicre yiizeyinde bulunur. Bu gendeki

mutasyonlar, paroksismal eforun neden oldugu diskinezisi olan bir ailede bulunmustur

(135).

G6PD geni, glukoz-6-fosfat dehidrojenazi kodlar. Bu protein, ana islevi
oksitleyici maddelere karst savunmada ve indirgeyici biyosentetik reaksiyonlarda
onemli bir elektron dondrii olan NADPH'yi liretmek olan, X'e bagli bir referans geni

tarafindan kodlanan sitozolik bir enzimdir (136,137).

Metabolik enzim fosfogliserat mutaz enzimi 1 (PGAML1), glikoliz yolunda
onemli bir enzimdir ve glikoliz kanser ilerlemesi ile yakindan iligkilidir, bu da

PGAMI'in meme kanserinde Onemli fonksiyonlara sahip olabilecegini ©ne

stirmektedir (138).

Heksinazlar, glukozu glukoz-6-fosfata fosforile ederek, ¢ogu glukoz
metabolizma yolundaki ilk adimi olustururlar. Bu gen, iskelet kaslarinda bulunan
baskin form olan heksozinaz 2'yi kodlar. Mitokondri dis zarina yerlesir. Bu genin
ifadesi insiiline duyarlidir ve siganlarda yapilan g¢alismalar, hizla biiyliyen kanser

hiicrelerinde goriilen glikolizde artis oraninda rol aldigin1 6ne siirmektedir (139).

PRPS1 geni riboz 5-fosfatin 5-fosforibozil-1-pirofosfat'a fosforibozilasyonunu
katalize eden bir enzimi kodlar. Bu islem, purin metabolizmas: ve niikleotid

biyosentezi i¢in gereklidir (140).

Yaptigimiz calismada karbonhidrat metabolizmasindaki yolakta etkili olan
ENO1, PFKFB4, SLC2A1, G6PD, PGAM1, HK2, PRPS1 genlerinde klinik ila¢ olan
doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hattinda ekspresyon seviyeleri azalmistir,
doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda ENO1 ve PRPS1 gen ekspresyon
sevileri anlamda diizeyde azalmistir. PFKFB4, SLC2A1, G6PD, PGAMI gen

ekspresyon sevilerinde anlamli artiglar dikkati ¢ekmistir. HK2 gen ekspresyon
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seviyesinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Elde ettigimiz bu sonuglar
doksorubisinin, doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hatttinda, karbonhidrat
metabolizmasini etkileyen yolaktaki genler lizerinde hiicreyi, direngli MCF-7 hiicre
hattina gére daha fazla apoptoza yonelttigini ve apoptotik yolaklardaki etkinliginin

daha fazla oldugunu ortaya koymustur.

Lipitler, hidrofobik ancak kimyasal olarak c¢esitli molekiiller olup insan
biyolojisinde genis bir yelpazede rol oynarlar. Keton molekiilleri, yag asitleri,
triacilgliseroller, fosfolipidler ve sfingolipidler, eikosanoidler, kolesterol, safra
tuzlari, steroid hormonlar ve yagda ¢oziinen vitaminleri igerirler. Lipitler, enerjinin
onemli bir kaynagi olarak islev goriirler. Insan biyolojisindeki merkezi steroid
kolesterol olup, bu kolesterol hayvansal yaglardan alinir ya da asetil-koenzim A'dan

de novo sentezlenir (141).

Calismamizda ACADL, ACSL4, ACATI1, ACSS3, ACLY, MEI1 genlerinin

hiicrelerde lipid metabolizmasiyla iliskili oldugu bilinmektedir.

Uzun zincirli asil koenzim A dehidrojenaz (ACADL), katalitik yag asidi
oksidasyonunun ilk adimin1 gerceklestiren ve uzun zincirli yag asidi oksidasyonunda
onemli bir rol oynayan bir enzimdir. ACADL'nin ekspresyonu ve aktivitesi
diizenlenerek, metabolizma yollarinda kritik bir faktor olarak islev goriir (142).
ACADL'nin malign tiimdr biiyiimesinde rol oynadigi da belirtilmistir (143). Bazen
ACADLmin eksikligi veya yoklugu, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol
acabilir (144,145).

ACSLA4, yag asitlerini yag asil-CoA esterlerine doniistiiren ACS (asit-CoA
sentetaz) ailesinin bir iiyesi olarak arasidonik asit (AA) i¢in bir substrat segiciligine
sahiptir. ACSL4'in disregiilasyonu, meme kanseri, kolon adenokarsinomu ve mide

kanseri gibi ¢esitli kotii huylu timorlerde rol oynar (146).

Acetyl-CoA acetyltransferaz 1 (ACATI1), iki molekiil asetil-CoA'dan
asetoasetil-CoA'nin geri donilisiimlii olusumunu katalize eden bir enzimdir (147).
2016'da Jun Fan ve arkadaslari, ACAT1'in Warburg etkisinde anahtar bir rol
oynadigini hipotez etti: ACAT1'e kovalent bir inhibitor olan arekolin hidrobromdiriin,
artmig piriivat dehidrogenaz kompleksi akisina ve oksidatif fosforilasyonla birlikte
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin ve tiimor biiyiimesinin azaldigi gosterildi. Ayrica,

farkli kanser hiicrelerinde artmig ACAT]1 ifadesi tanimlanmistir (148).
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ACSS3 geni, Asil-koenzim A sentetazlarindan (ACS'ler) biridir. ACS’ler, yag
asidi metabolizmasinin baslangi¢c reaksiyonunu katalize eden bir enzim ailesinin
onemli bir pargasidir. Asil-CoA, hiicresel metabolizmada hem anabolik (sentetik) hem

de katabolik (yikic1) siire¢lerde 6nemli bir rol oynar (149).

ATP-sitrat liyaz (ACLY), sitrat1 asetil-CoA'ya doniistiiren ve lipid sentezinden
sorumlu olan ilk adim hiz kontrol enzimidir (150). Hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinde,
lipid sentezi ve ara iiriinleri hiicre zar1 olusumu i¢in, ilgili sinyal aglar1 i¢in ve tiimoriin

malign ilerlemesi i¢in gereklidir (151-154).

Birgok kanser tiirlinde ve kanser hiicre hatlarinda ME (Malik Enzim) bollugu
ve aktivitesinde bozukluklar gozlemlenmistir. ME1'in kanser hiicre biiylimesinin
diizenlenmesine iliskin bir¢ok kanit vardir. Timor protein 53 (TP53), ME1'i baskilar
ve hiicre dongiilerini indiikler. Dahasi, onkogenik bir mutasyon formu olan KRAS

genine sahip CRC hiicreleri artmis ME1 ifadesine sahiptir (155).

Calismamizda, lipid ve enerji metabolizmasi yolaklarinda etkili ACADL,
ACSL4, ACATI1, ACSS3, ACLY ve ME1 genlerinin, klinik ila¢ olan doksorubisine
duyarli MCF-7 hiicre hattinda ekspresyon seviyelerinin azaldig1 gézlemlenmistir.
Ancak doksorubisine direnc¢li MCF-7 hiicre hattinda, ACSS3, ACSL4 ve MEI
genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamli diizeyde azaldigi saptanmistir. ACLY ve
ACADL genlerinde ise anlamli artislar goézlenmistir. ACATI gen ekspresyon
seviyesinde ise herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. Bu sonuglar, lipid
metabolizmas1 yolagindaki genlerin, doksorubisinin duyarli MCF-7 hiicre hattinda
hiicrede apoptotik siire¢leri artirdigini, direngli MCF-7 hiicre hattinda ise apoptozun

daha az seviyede oldugunu gostermektedir.

Pirtivat metabolizmasi ve sitrik asit (TCA) dongiisii, insan hiicresinde enerji

metabolizmasi siireglerini birbirine ve ana biosentetik tepkimelerle baglar.

Mitokondriyal asetil-CoA asetiltransferaz 1 (ACATL1), pirovat dehidrogenaz
kompleksi (PDK)’i asetilleyerek pirovat dehidrogenazi (PDH) ve PDH fosfatazini
diizenler. Ayn1 sekilde ACAT]1, ketogenezde iki asetil-CoA molekiiliinii asetoasetil-CoA
ve CoA'ya doniistiiren tetramerik bir enzimdir. Normal hiicrelerle karsilastirildiginda
ACAT1 enzim aktivitesinin ¢esitli insan 16semi, akciger kanseri, bas ve boyun kanseri ve

prostat kanseri hiicrelerinde arttigi gézlemlenmistir (148).
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FH geni, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiindeki 6énemli bir enzim olan fiimarat
hidrataz (FH) proteini i¢in kodlar. Patojenik FH mutasyonlar1 ve bu mutasyonlarin neden
oldugu FH fonksiyonundaki eksiklik, bircok metabolik ve hiicresel sinyal degisikligine
yol agar; bunlarin birgogu onkogenezini destekler ve bu da FH'deki germ hiicre

mutasyonlart ile belirli neoplazmlarin artmus riski arasindaki iliskiyi agiklar (156).

Birgok kanser tiirtinde ve kanser hiicre hatlarinda ME (Malik Enzim) bollugu
ve/veya aktivitesinde bozukluklar gozlemlenmistir. ME1'in kanser hiicre biiylimesinin
diizenlenmesine iliskin bir¢ok kanit vardir. Timor protein 53 (TP53), ME1'i baskilar
ve hiicre dongiilerini indiikler. Dahasi, onkogenik bir mutasyon formu olan KRAS

genine sahip CRC hiicreleri artmis ME1 ifadesine sahiptir (155).

Glutamat oksaloasetat transaminaz 1 (GOT1), esas olarak hiicresel
glutaminolizini diizenler, bu da glutamat't (Glu) alfa-ketoglutarik asit (a-KG) e
dontstiiriir ve kanser ilerlemesini siirdiirmek i¢in hayati éneme sahiptir. GOT1'in
inhibisyonu pankreas kanseri ve akciger kanseri gibi kanserlerde kanser biiyiimesini
bozmak igin etkili bir strateji olarak gosterilmektedir (157,158).

PDK2, piriivat dehidrogenaz kinaz ailesinin bir {iyesini kodlar. Kodlanan
protein, piriivat dehidrogenaz1 fosforile ederek, mitokondriyal piriivat dehidrogenaz
kompleksinin aktivitesini azaltir. Bu genin asir1 ifadesi hem kanser hem de diyabette

rol oynayabilir (159).

Aerobik solunum ve solunum elektron tasinmastyla iliskili yolakta etkili olan
ACATI, FH, MEI1, GOT1 ve PDK2 genlerinin, klinik ila¢ olan doksorubisine duyarl
MCF-7 hiicre hattinda ekspresyon seviyelerinin azaldigr gdzlemlenmistir.
Doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda, FH, ME1, PDK2 gen ekspresyon
seviyelerinin anlaml diizeyde azaldigi saptanmistir. GOT 1 geninde anlamli artis
dikkati ¢cekmistir. ACATI gen ekspresyon seviyesinde ise herhangi bir degisiklik
tespit edilmemistir. Bu veriler 1s1§inda yapilan literatiir karsilastirmasinda TCA
yolaginda etkili olan genlerin, doksorubisine duyarli MCF-7 hiicrelerde apoptotik
mekanizmalar: aktiflestirerek hiicreyi apoptoza yonlendirdigi gozlenmistir. Direngli
MCF-7 hiicre hattinda ise apoptotik siirecin daha az aktif oldugunu sdylemek

mumkinddr.
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Niikleotidler ve tiirevleri, kisa vadeli enerji depolama (ATP, GTP), hiicre i¢i
ve dist sinyallesme (cAMP; adenozin), enzim koenzimleri olarak (NAD, FAD) ve
DNA ve RNA sentezi i¢in kullanilir. Bu yollar, hiicre i¢i niikleotid havuzunun toplam
boyutunu kontrol etmek, bireysel niikleotidlerin goreceli miktarlarini dengelemek ve

deoksiriboniikleotidlerin sentezini DNA replikasyonunun baglangicina baglamak ic¢in
diizenlenir (160).

AMPD3, purin metabolizmasinda adenilatin katalitik deaminasyonunu
gerceklestirerek purin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan adenozin monofosfat
deaminaz ailesinin bir liyesidir (161). Wong'un ¢alismasina gore, gastrointestinal
stromal tiimorlerde (GIST) AMPD3 miktar1 6nemli o6l¢lide artmistir. AMPD3
ekspresyonu, KIT ekspresyonu ile iliskilidir ve KIT, RAS/MAPK ve PI3K/AKT gibi
sinyal yolaklarina dahil olur. Bu durum, kanserle iliskili bir¢ok genin ekspresyonunu

artirmanin bir mekanizmasini saglar (162).

NME, kanserin metastazini bastirmak ve yerel dokuya invazyonunu
engellemekle iliskilendirilen 10 genlik bir aileden olusur ve ayn1 zamanda NM2 3
genleri olarak da bilinir (163,164). Bu gen ailesinin iiyeleri arasinda, NME1 ve

NME2'nin kanser baskilayici aktiviteleri i¢in kapsamli ¢alismalar yapilmistir.

Timidin kinaz 1 (TK1), hiicre dongiisiine bagimli bir isaretleyicidir ve DNA
sentezi ve onariminda rol alan bir pirimidin tamir enzimidir. Bu nedenle, TK1 hiicre
proliferasyonu ve hiicre dongiisii aktivitesi ile yakindan iliskilidir (165,166). Genis

dagilimi ve asir1 ifadesi neredeyse tiim neoplastik hiicrelerde bulunur (167).

Proje kapsaminda niikleotid metabolizmas1 yolagindaki AMPD3, NME2 ve
TK1 genlerinin, klinik ila¢ olan doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre hattinda
ekspresyon seviyelerinin azaldigi goézlemlenmistir. Ancak doksorubisine direngli
MCF-7 hiicre hattinda, AMPD3 geninde ekspresyon seviyesinde anlamli artiglar
gozlenmistir. NME2 ve TK1 gen ekspresyon seviyelerinin azaldig1 analiz edilmistir.
Tim bu bulgular degerlendirildiginde doksorubisinin duyarli MCF-7 hiicre hattinda
hiicrede niikleotid metabolizmasindaki genlerin, direngli MCF-7 hiicre hattina kiyasla

daha fazla apoptozun indiiklendigi ortaya konmustur.
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Vitaminler, yagda ¢6zilinen veya suda ¢ozlinen olmak iizere ¢oziintirliiklerine
gore siniflandirilan, insan hiicreleri tarafindan ya hi¢ sentezlenmeyen ya da sinirli
miktarlarda sentezlenen, cesitli organik bilesiklerden olusan bir gruptur. Bunlar,
diyetle kiiciik miktarlarda alinmasi gereken ve genellikle koenzimler (ko-faktorler)
olarak belirgin biyokimyasal rolleri olan maddelerdir. Vitamin ihtiyact duyulan
reaksiyonlara bagli fizyolojik siiregler arasinda ara metabolizma, gérme, kemik
olusumu ve kan pihtilagmasi1 gibi bir¢ok yon bulunmaktadir ve vitamin eksiklikleri

cesitli ve ciddi hastalik gruplariyla iliskilendirilmistir.

MTR, 5-metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferazi kodlar. Bu enzim
ayni zamanda kobalamin bagimli metionin sentazi olarak da bilinir ve metionin
biyosentezinin son adimini katalizler (168). 5-metil tetrahidrofolat (THF), dolagimda
bulunan ana folat kaynagi oldugunda, folat ve metiyonin metabolik dongiilerini
birlestiren enzim olan metiyonin sentazinin kanser hiicresi ¢ogalmasi ve timor

bliylimesi i¢in gereklidir (169).

SLC2A1, memeli kan-beyin bariyerindeki 6nemli bir glikoz tasiyicisini kodlar.
Kodlanan protein esas olarak hiicre zarinda ve hiicre ylizeyinde bulunur. GLUT1
proteininin eksikligi veya yoklugu, serebral metabolizma ig¢in yetersiz glukoz
seviyelerine yol agar. Bu gendeki mutasyonlar, paroksismal eforun neden oldugu

diskinezisi olan bir ailede bulunmustur (135).

Calismamizda vitamin metaolzimasinda etkili oldugu belirlenen MTR ve
SLC2A1 genleri iizerinde yapilan ¢alismada; doksorubisinin duyarlt MCF-7 hiicre
hattinda bu genlerin ekspresyon seviyelerinde azalma, direngli MCF-7 hiicre hattina

gen ekspresyon seviyelerinde ise analmli bir dgisimi gézlemlenmeistir.

Amino asitlerin molekiillerin hiicresel metabolizmasi, amino asitlerin
katabolizmas1 i¢in yollari, nonesansiyel amino asitlerin ve selenositin biosentezi,
iirenin sentezi ve karnitin, kreatin, kolin, poliamidler, melanin ve amin tiiretilmis
hormonlarin metabolizmas1 icerir. Amino asitlerinin metabolizmasi, protein sentezi
icin dengeli bir amino asit kaynagi saglar. Bu metabolik siirecler ayr1 olarak

isaretlenmis niikleotid ve hem sentezi i¢in azot atomlar1 da saglar (170-172).

MTR, 5-metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferazi kodlar. Bu enzim
aynt zamanda kobalamin bagimli metionin sentazi olarak da bilinir ve metionin

biyosentezinin son adimini katalizler (168). 5-metil tetrahidrofolat (THF), dolasimda
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bulunan ana folat kaynagi oldugunda, folat ve metiyonin metabolik dongiilerini
birlestiren enzim olan metiyonin sentazinin kanser hiicresi ¢ogalmasi ve timor

biiytimesi i¢in gereklidir (169).

BCATI, sitozolik ve mitokondriyal dallanmis zincir amino transferazlaridir.
Bu enzim, hiicre biiylimesi i¢in esas olan dallanmis zincir L-aminolarinin branglh
zincir alfa-keto asitlerine geri doniisiimlii transaminasyonunu katalizler. BCAT1'in
asir1 ifadesi, glioblastoma, meme kanseri, akut miyeloid 16semi, kronik miyeloid

16semi ve mide kanseri gibi ¢esitli kanser tiirleriyle iliskilendirilmistir (173).

D-3-fosfogliserat dehidrogenaz (PHGDH), de novo serin biyosentez yolunun
baslangicinda yer alan ilk enzimdir (174,175). PHGDH ile asir1 ifade edilen hiicreler,
yliksek PHGDH diizeyleri, meme kanseri, glioma, rahim agz1 kanseri, akciger kanseri

ve kolon kanseri gibi cesitli kanser tiirleri i¢in olumsuz klinik sonuglarla

iliskilendirilmistir (176, 177).

Glutamat oksaloasetat transaminaz 1 (GOTI1), esas olarak hiicresel
glutaminolizini diizenler, bu da glutamat't (Glu) alfa-ketoglutarik asit (a-KG) e
doniistiiriir ve kanser ilerlemesini siirdiirmek i¢in hayati 6neme sahiptir. GOT1'in
inhibisyonu pankreas kanseri ve akciger kanseri gibi kanserlerde kanser biiyiimesini

bozmak igin etkili bir strateji olarak gosterilmektedir (157,158).

Metionin adenosiltransferaz (MAT), hiicresel metabolizmanin 6nemli bir
diizenleyicisidir MAT, memelilerde iki farkli enzimi kodlayan MAT1A ve MAT2A'y1
igerir (178). MAT2A, karaciger kanseri, meme kanseri ve kolon kanseri gibi birgok
kanser tiiriinde diizensizdir ve MAT2A'min susturulmasinin kanser hiicresi

proliferasyonunun azalmasina ve hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (179).

Calismamizda aminoasit metabolizmas1 yolaginda ACAT1, BCAT1, GOT1,
MTR, PHGDH genleri etkilidir. Klinik ila¢ olan doksorubisine duyarli MCF-7 hiicre
hattinda ekspresyon seviyelerinin azaldigr goézlemlenmistir. Bununla birlikte
doksorubisine direngli MCF-7 hiicre hattinda, GOT1 geninde ekspresyon seviyesinde
anlaml artiglar gézlenmistir. BCAT1 ve TK1 gen ekspresyon seviyelerinin azaldig:
analiz edilmistir ACAT1, MTR ve PHGDH gen ekspresyon seviyelerinde ise herhangi
bir degisim yasanmamistir. Bu sonuglar1  direngli  hiicredeki  protein
metabolizmasindaki aktivitenin duyarl: hiicreye kiyasla daha anlamli bir sekilde etkin

oldugunu gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Meme kanseri, kadinlarda sik¢a karsilasilan ve ciddi sonucglara yol agabilen
cesitli tiirlerden biridir. Son yillarda, tan1 ve tedavi yontemlerindeki ilerlemeler, meme
kanserinin erken teshis edilmesi ve etkili bir sekilde tedavi edilmesi konusunda 6nemli
adimlar atilmistir. Bu gelismeler, meme kanseri kaynakli oliimlerde belirgin bir
azalmaya neden olmustur. Meme kanseri tedavisine verilen yanit, timoriin
ozelliklerine baghdir ve bu nedenle farkli siniflandirmalar yapilmistir. Bunlar
arasinda, 6zellikle agresif olan ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC) 6ne ¢ikar. TNBC,
Ostrojen reseptorleri, progesteron reseptorleri ve ERBB2/HER2 proteini i¢in negatif

olarak test edildiginde tanimlanir ve genellikle geleneksel kemoterapi ile tedavi edilir.

Meme kanseri tedavisi, cerrahi miidahale ve ¢esitli ek tedavi yontemlerinin
kombinasyonunu igerir. Baslangi¢ tedavisine genellikle olumlu yanit alinsa da, tedavi
ilerledikce tiimor daha agresif bir hale gelebilir ve geleneksel tedavilere direng
gelistirebilir. Bu durum, hastaligin tekrar etmesine ve tedavi i¢in ciddi bir zorluk
olusturmasina yol agabilir. Ozellikle sik kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri olan
doksorubisin, TNBC'de direng¢ gelisimine sik¢a yol agabilir ve bu da tedaviye karsi
c¢oklu ila¢g direncine neden olabilir. Bu nedenle, meme kanseri tedavisinde ilag
direncinin nedenlerini anlamak ve bu direnci agsmak icin yeni stratejiler gelistirmek

son derece 6nemlidir.

Bu calisma, doksorubisin duyarli ve diren¢li Meme Kanseri (MCF-7) hiicre
hatlarinda metabolik yolaklarin etkisini inceleyerek, yeni inhibisyon mekanizmalarini
kesfetmeyi amaglamaktadir. Elde edilen veriler, doksorubisinin hiicrelerde apoptotik
etkileri iizerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Doksorubisin duyarli MCF-7
hiicrelerinde uygulandiginda, apoptozis daha belirgin bir sekilde gdézlemlenmistir.
Ancak direngli hiicre hatlarinda apoptotik etki daha azdir, bu da doksorubisin

direncinin altinda yatan mekanizmalarin 6nemini vurgulamaktadir.

Sonuglar, metabolik yolaklarin hedeflenmesinin antitimoral tedaviler igin
potansiyel bir strateji oldugunu gdstermektedir. Ozellikle, hiicre yikimini diizenleyen
yolaklarin incelenmesi, yeni antitimoral hedeflerin belirlenmesine katki

saglamaktadir. Bu ¢alisma, doksorubisin direncinin molekiiler diizeyde anlasilmasina
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ve bu dirence karsi etkili tedavilerin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir adim olarak

degerlendirilebilir.

Oneriler acisindan, doksorubisin direncinin molekiiler mekanizmalarinin daha
detayli bir sekilde arastirilmasi onemlidir. Bu baglamda, diren¢ gelisiminde rol
oynayan genlerin ve metabolik yolaklarin daha kapsamli bir analizi yapilabilir.
Ayrica, doksorubisin direncini agmak icin yeni tedavi stratejileri gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu stratejiler, doksorubisinin etkinligini artirmak veya alternatif
terapotik  yaklasimlarin  kullanilmasini igerebilir. Bu Oneriler, meme kanseri
tedavisinde doksorubisin direncinin iistesinden gelmek igin gelecekte yapilacak

calismalar i¢in yol gosterici olabilir.
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