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MEME KANSERi HUCRE KULTURLERINDE TRABECTEDIN (ET-743)
MOLEKULUNON ETKILESTiIGI MOLEKULER SISTEMLERIN ARASTIRILMASI

OzZET

Trabectedin (ET-743), Ecteinascidia turbinata’dan (deniz fiskiyesi) 1969
yilinda izole edilen antikanser bir molekilldir. Ginlimuzde ise sentetik olarak
uretilen bu molekual, 2007 yihnda yumurtallk kanseri ve yumusak doku
sarkomlarinda tek basina veya mevcut kemoterapétiklerle kombine olarak
kullanilmaya baslanmistir. Ancak, Trabectedin’in c¢esitli kanser hlicre hatlarinda
hangi yolaklar Uzerinden etki gosterdigi buyuk olclide aydinlatiimayi beklemektedir.

Bu calismanin amaci, insan normal meme (MCF-10A) ve meme kanseri
hicre kiiltirlerinde (MDA-MB-453 ve MCF-7) Trabectedin’in (1) hlicre codalmasini
engelleyici etkisini, etkilesime girdigi olasi (2) apoptotik ve (3) anti-anjiyogenik
molekulleri, (4) hicre ici reduksiyon/oksidasyon dengesini dizenleyici molekdilleri,
(5) epigenetik dlizenlemede rol oynayan kritik molekilleri gtincel molekiler
yontemlerle belirlemektir.

Trabectedin’in hdcre canhihgr Uzerindeki etkilerinin arastirimasinda XTT
canliik testi ve xCELLigence sistemi kullanildi. Trabectedin’in antiproliferatif
etkisinin apoptozis Uzerinden gerceklesip gerceklesmedigi DNA fragmentleri ve
mitokondriyal membran potansiyeli dl¢llerek belirlendi. Apoptozisin hangi molekiller
Uzerinden gergeklestiine dair hipotez Uretebilmek icin 6n c¢alisma olarak
apoptozisle iligkili 35 molekil iceren “apoptozis antikor array” (¢oklu western blot)
yontemi kullanildi. Apoptozisin 6lim reseptorleri aracihigiyla mi (ekstrinsik yolak)
yoksa mitokondri aracili mi (intrinsik yolak) gerceklestiginin belirlenmesi amaciyla
siraslyla Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 inhibitorleri kullanilarak DNA fragmentasyon
miktarindaki degisimler gozlendi. ilgili apoptotik yolaktaki molekiiller Western Blot ve
gRT-PCR yodntemleriyle dogrulandi. Trabectedin’in meme kanseri hucrelerinde
etkiledigi anjiyojenik molekuller, 55 molekul igeren antikor array kullanilarak
belirlendi. Trabectedin'in hilicre i¢i oksidasyon/ rediksiyon dengesini etkileyip
etkilemedigi ise reaktif oksijen turevlerinin ve Glutatyon S Transferaz (GST) enzim
aktivitesinin  6lcimd ile belirlendi. Trabectedin molekllinin meme kanseri
hicrelerindeki epigenetik slrecleri etkileyip etkilemedigi ise Histon Deasetilaz
(HDAC) ve DNA Metiltransferaz (DNMT) enzim aktivitelerinin élgtimu ile arastiridi.

Trabectedin’in insan meme kanseri hucre kulturleri (MCF-7 ve MDA-MB-453)
lizerinde artan doza (10° -10"2 M) ve zamana (24., 48. ve 72. saat) bagh olarak
sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. Trabectedin’in 48. saatteki 1C5, degerleri MCF-7
ve MDA-MB-453 hucre kulturlerinde sirasiyla 4.8+0.8 ve 2.5+0.4 nM olarak
hesaplandi. Trabectedin’in insan MCF-10A normal meme epitel hicreleri Uzerindeki
doza ve zamana bagdli sitotoksik etkisinin meme kanseri hicre kiltlrlerine oranla
daha az oldugu belirlendi (ICs,= 9.55x10°° nM).

Trabectedin ile muamele edilen meme kanseri hicre kulturlerinin DNA
fragmentasyon miktarinda doza ve zamana bagl; MCF-10A hiicrelerinde ise sadece
yilksek dozlarda (=107 M) artis belirlendi. Trabectedin’in MCF-7 ve MDA-MB-453
hicrelerinin mitokondriyal membran potansiyelinde doza bagli olarak anlamli azalisa
yol actigi belirlendi.

Trabectedine 48 saat maruz birakilan MCF-7 hiacre kdlturlerinde
proapoptotik molekullerden TRAIL R1/DR4 (2.6 kat), TRAIL R1/DR5 (3.1 kat),
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Fas/TNFRSF6 (1.7 kat), TNF RI/TNFRSF1A (11.2 kat) ve FADD (4.0 kat)'da kontrol
hicrelerine gore artis belirlendi (p<0.05). Apoptozis inhibitdr proteinleri (AIP)
ailesinden olan CIAP-1, XIAP, Livin ve Survivin’de sirasiyla 5.5, 2.5, 2.6, 3.0 kat
azalis tespit edildi (p<0.05). MDA-MB-453 hicre kilturlerinde ise 48 saat
Trabectedin muamelesi sonucu proapoptotik molekillerden Bad, Bax, aktif-kaspaz-
3, Sitokrom-c, SMAC/DIABLO, Htra2/Omi’'de sirasiyla 3.6, 4.2, 4.4, 4.8, 4.5 ve 5.2
kat artisg belirlendi (p<0.05). Antiapoptotik molekullerden Bcl-2, Bcl-XL, Pro-kaspaz-
3’de 4.8, 5.2 ve 6.0 kat azalis tespit edildi (p<0.05). AIP ailesinden olan CIAP-1 ve
Survivin'de ise sirasiyla 5.0 ve 2.7 kat azalis tespit edildi (p<0.05).

Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hicre kdltlrlerinde, proapoptotik
molekillerden TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DR5, TNF RI/TNFRSF1A, FADD ve Fosfo-
p53 mMRNA dilzeylerinde sirasiyla 2.9, 2.1, 8.4, 2.1 ve 3.5 kat artis, antiapoptotik
molekdllerden CIAP-1 ve XIAP mRNA dizeylerinde ise sirasiyla 4.2 ve 3.8 kat
azalig belirlendi (p<0.05). MDA-MB-453 hicrelerinde proapoptotik molekullerden
Bax, Bad, Sitokrom ¢ ve SMAC/Diablo mRNA diizeylerinde sirasiyla 2.6, 2.5, 3.4,
10.5 kat artis, antiapoptotik molekillerden Bcl-2 mRNA’sinda ise 1.8 kat azalis,
belirlendi (p<0.05).

Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 spesifik inhibitorleri kullanilarak, Trabectedin’in
apoptozisi MCF-7 hicrelerinde 6lim reseptorleri aracili yolak tzerinden, MDA-MB-
453 hicrelerinde ise mitokondri aracili yolak Uzerinden indukledigi belirlendi.
Trabectedin 6ncesi Kaspaz-3 inhibitdriyle 6n muamele edilen MDA-MB-453 hlcre
kiltdrlerinde, DNA fragmentasyonunda yalnizca Trabectedin’le muamele edilen
hicrelere gére anlamh degisim gézlenmedi (p>0.05).

Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hicre kiltirlerinde anti-anjiyojenik
molekullerden Serpin E1/PAI-1 ve TIMP-1 proteinlerinde sirasiyla 3.5 ve 4.2 kat
artis tespit edildi (p<0.05). Tissue Factor/Factor Ill, DPPIV/CD26, uPA, VEGF pro-
anjiyojenik molekiillerinde ise sirasiyla 8.4, 6.2, 6.2, 6.8 kat azalis tespit edildi
(p=<0.05). MDA-MB-453 hicrelerinde ise Trabectedin muamelesi sonucu anti-
anjiyojenik molekillerden ENDOGLIN, PF4, TIMP-1 ve TIMP-2'de sirasiyla 26.0,
3.5, 3.0, 2.2 kat artis tespit edilirken (p<0.05), pro-anjiyojenik molekillerden IGFBP-
2, MMP-8, MMP-9 ve VEGF'de sirasiyla 4.2, 6.2, 2.1, 8.4 kat azalis tespit edildi
(p=<0.05).

Trabectedin dozlarina (10™"? -10° M) bagl olarak, meme kanseri hiicre
kllturlerinde reaktif oksijen turevlerinin olusumunda anlaml artis tespit edildi. Kirk
sekiz saat suresince Trabectedin uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-453 hicrelerinde
GST aktivitesinde artis belirlendi (p<0.05). Epigenetik belirteclerden DNMT ve
HDAC aktivitelerinde ise her iki meme kanseri hiicre hatlarinda anlamli azalis tespit
edildi (p<0.05).

Bu tez, Trabectedin’in meme kanseri hiicre kiltlrlerinde sitotoksik, apoptotik
ve anti-anjiyojenik etkileri oldugunu gdsteren ilk in vitro calismadir. Bu veriler,
Trabectedin’in in vivo ve faz calismalari tamamlandidi taktirde meme kanseri
tedavisinde kullanilabilecek etkili bir kemoterap6tik molekil oldugunu
gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Trabectedin (ET-743), MCF-7/MDA-MB-453, apoptozis,
anjiyogenezis, epigenetik.
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INVESTIGATION OF MOLECULAR SYSTEMS THAT TRABECTEDIN (ET-743)
AFFECTS IN BREAST CANCER CELL CULTURES

ABSTRACT

Trabectedin (ET-743) is an anti-cancer molecule that was originally isolated
from Ecteinascidia turbinata (sea squirt) at 1969. It has been approved for the
treatment of patients with advanced soft tissue sarcoma and ovarian cancer either
alone or in combination with present chemotherapeutics and now being prepared
synthetically. However, it is still waiting to discover which signaling pathways are
involved in the effect of Trabectedin in cancer cells.

The aim of this study is to investigate (1) the anti-proliferative effect of
Trabectedin, possible (2) apoptotic and (3) anti-angiogenic molecules that interact
with Trabectedin, (4) molecules that regulate the cellular reduction/oxidation
balance, (5) molecules that play critical roles in epigenetic regulation on breast
cancer cell lines (MDA-MB-453 ve MCF-7) and normal breast epithelial cells (MCF-
10A) by using current molecular methods.

Anti-proliferative effect of Trabectedin was determined by XTT cell viability
assay kit and real time cell analyze system (XCELLigence). To show whether the
anti-proliferative effect of Trabectedin is through apoptosis, DNA fragmentation and
mitochondrial membrane potential were measured. A preliminary study was done to
produce hypotheses by an ELISA based apoptosis array (multple western blotting)
including 35 molecules associated with apoptosis. Caspase-8 and Caspase-9
inhibitors were used to see the changes in DNA fragmentation to determine that
apoptosis occurs via death receptors (extrinsic pathway) or mitochondrial pathway
(intrinsic pathway). Experiments were confirmed by western blotting and gRT-PCR
methods. An ELISA based apoptosis array including 55 molecules associated with
angiogenesis was performed to investigate the anti-angiogenic effect of Trabectedin.
Reactive oxygen species and Glutathione S Transferase (GST) activities were
measured to investigate whether Trabectedin affects reduction/oxidation balance of
the breast cancer cells. The effect of Trabectedin on epigenetic system of cells was
shown by measuring Histone Deacetylase (HDAC) and DNA Methyltransferase
(DNMT) activities.

Trabectedin was cytotoxic to breast cancer cell cultures (MCF-7 and MDA-
MB-453) in a dose (10 -10"? M) and time (24., 48. and 72. h) dependent manner.
ICs values of Trabectedin in MCF-7 and MDA-MB-453 cell cultures were 4.8+0.8
and 2.5+0.4 nM respectively, at 48 h. It was determined that dose and time
dependent cytotoxic effect of Trabectedin was less in human MCF-10A normal
breast epithelial cells (ICsp= 9.55x10°° nM).

There was a dose and time dependent increase in DNA fragmentation in
Trabectedin treated breast cancer cells, however in MCF-10A cells, DNA
fragmentation was observed only at higher doses of Trabectedin (=107 M).
Trabectedin caused a dose-dependent decrease in mitochondrial membrane
potential in MCF-7 and MDA-MB-453 cells. Levels of proapoptotic molecules such
as; TRAIL R1/DR4 (2.6 fold), TRAIL R1/DR5 (3.1 fold), Fas/TNFRSF6 (1.7 fold),
TNF RI/TNFRSF1A (11.2 fold) and FADD (4.0 fold) were increased in MCF-7 cells
treated with Trabectedin for 48 h as compared to control cells (p<0.05). Levels of
inhibitors of apoptosis family proteins (AIP) such as; CIAP-1, XIAP, Livin and
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Survivin were decreased by 5.5, 2.5, 2.6, 3.0 fold, respectively (p<0.05). Levels of
pro-apoptotic molecules such as Bad, Bax, Active caspase-3, Cytochrome-c,
SMAC/DIABLO, Htra2/Omi were increased by 3.6, 4.2, 4.4, 4.8, 4.5 and 5.2 fold
respectively, in 48 h Trabectedin treated MDA-MB-453 cells (p<0.05). Levels of anti-
apoptotic molecules such as Bcl-2, Bcl-XL, pro-caspase-3 were decreased by 4.8,
5.2 and 6.0 fold (p=<0.05). Levels of AIP family proteins CIAP-1 and Survivin were
decreased by 5.0 and 2.7 fold, respectively (p<0.05).

mRNA levels of pro-apoptotic molecules such as TRAIL R1/DR4, TRAIL
R2/DR5, TNF RI/TNFRSF1A, FADD and Fosfo-p53 were increased by 2.9, 2.1, 8.4,
2.1 and 3.5 fold, respectively, however anti-apoptotic molecules such as CIAP-1 and
XIAP were decreased by 4.2 and 3.8 fold in Trabectedin treated MCF-7 cells
(p<0.05). mRNA levels of pro-apoptotic molecules such as Bax, Bad, Cytochrome ¢
and SMAC/Diablo were increased by 2.6, 2.5, 3.4, 10.5 fold respectively, however,
MRNA level of anti-apoptotic Bcl-2 molecule was decreased by 1.8 fold in MDA-MB-
453 cells (p<0.05).

It was found that Trabectedin induced apoptosis through death receptor
pathway (extrinsic pathway) in MCF-7 cells but mitochondrial pathway (intrinsic
pathway) in MDA-MB-453 cells by using Caspase-8 and Caspase-9 specific
inhibitors. There was no significant change in DNA fragmentation levels of MDA-MB-
453 cells pretreated with Caspase-3 inhibitor, as compared to Trabectedin alone
treated cells (p>0.05).

The levels of anti-angiogenic proteins such as Serpin E1/PAI-1 and TIMP-1
were increased by 3.5 and 4.2 fold in Trabectedin treated MCF-7 cells (p<0.05).
However, anti-angiogenic proteins such as Tissue Factor/Factor Ill, DPPIV/CD26,
uPA, VEGF were decreased by 8.4, 6.2, 6.2, 6.8 fold, respectively (p<0.05).

In MDA-MB-453 cells, anti-angiogenic proteins such as ENDOGLIN, PF4,
TIMP-1 and TIMP-2 were increased by 26.0, 3.5, 3.0, 2.2 fold respectively, however
pro-angiogenic proteins such as IGFBP-2, MMP-8, MMP-9 and VEGF were
decreased by 4.2, 6.2, 2.1, 8.4 fold respectively by Trabectedin treatment (p<0.05).

While Trabectedin increased the generation of reactive oxygen species and
GST activity in a dose dependent manner (102 -10° M), it decreased DNMT and
HDAC activities in 48 h Trabectedin treated (107? -10° M) MCF-7 and MDA-MB-453
cells (p<0.05).

This thesis is the first in vitro study indicating that Trabectedin has cytotoxic,
apoptotic and anti-angiogenic effects in breast cancer cell cultures. These data
reveal that after completing in vivo and phase studies Trabectedin may be an
effective chemotherapeutic molecule for breast cancer treatment.

Key Words: Trabectedin (ET-743), breast cancer cell lines, apoptosis,
angiogenesis, epigenetics
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1. GIRiS

1.1. Trabectedin (ET-743)

Trabectedin (ET-743), Ecteinascidia turbinata’dan (deniz fiskiyesi) izole
edilmis antikanser bir molekuldir. Ginimuzde ise sentetik olarak Uretilen bu
molekul, 2007 yilinda yumurtalik kanseri ve yumusak doku sarkomlarinda tek

basina veya mevcut kemoterapdtiklerle kombine olarak kullaniimaya baglanmistir.

1.1.1. Kesfi ve Tarihgesi

Ulusal Kanser Enstitlisi 1950’li yillarda yeni anti kanser 6zellikte maddeler
ortaya cikarabilmek Uzere bitkileri ve deniz canlilarini tarama calismalari
baglatmistir. 1969 vyilinda, Karayip Denizlerinde yasayan bir tunikat olan
Ecteinascidia turbinata'nin (Deniz Fiskiyesi) etanolik ekstraktinin anti kanser

aktivitesi tespit edilmistir (Sekil 1.1) (Maurizio ve Galmarini, 2010).

Sekil 1.1: Ecteinascidia turbinata

Ekstraktin icerdigi aktif molekullerin belirlenmesi ve ayristiriimasi yeni
tekniklerin gelismesine kadar mimkiin olmamistir. lllionis Universitesinden KL
Rinehart, Bati Hint Adalar’ndaki resiflerde daliglar yaparak deniz fiskiyelerini
toplamis ve Ecteinascidia turbinata ekstraktinin icerdigi etken maddeleri belirlemeye

yonelik calismalar yapmistir. Bu etken maddelerin en dnemlisi olan Trabectedin



(Ecteinascidin 743)’'in kimyasal yapisi, 1984 yilinda Rinehart tarafindan ortaya
konmustur (Sekil 1.2) (Rinehart, 2000).

Saflastirma sirasinda elde edilen iki etken maddeden biri olan Trabectedin,
dimetil analogu olan ET-729'dan daha potent ve daha stabil olmasi nedeniyle tercih
sebebi olmus ve klinik calismalarina baslanmigtir (Simmons ve dig., 2005). ispanyol
PharmaMar sirketi lllionis Universitesinden Trabectedin’in lisansini 1994 yilinda
almis, Trabectedin Uretimi icin deniz fiskiyeleri klltlire edilmeye baslanmistir. Bir ton
tunikattan ancak 1 gram Trabectedin elde edilebilmistir. Bir klinik ¢calisma igin ise en
az 5 gram etken maddeye ihtiya¢c duyuldugundan Trabectedin eldesi igin yeni
yontemler arastiriimaya baslanmistir (Cuevas ve Francesch, 2009).

Harward Universitesinden kimyager E.J. Corey ve grubu, Rinehart'in istegi
Uzerine Trabectedin’i sentetik olarak Uretmek lzere bir ydntem gelistirmis ve bunu
1996 yilinda yayinlamiglardir. Daha sonraki yillarda ise daha kolay bir yontem
gelistiren grup, Pseudomonas fluorescens bakterisinin fermantasyonu ile elde edilen
Safrasin B antibiyotiginden yola c¢ikilarak Trabectedin’i yari-sentetik olarak Gretmeyi
basarmiglardir. Johnson&Johnson firmasi ile anlasan PharmaMar, guniumuizde
Trabectedin’in satisini Avrupa’ya “Yondelis” adiyla yapmaktadir (Cuevas ve
Francesch, 2009).

Benzersiz yapisi nedeniyle Avrupa ve Amerika’da klinik ¢calismalari hizli bir
sekilde tamamlanan Trabectedin, bu ¢alismalar sonunda 2007 yilinda yumurtalk
kanseri ve yumusak doku sarkomlarinda tek basina veya mevcut kemoterapoétiklerle
kombine olarak hastalara uygulanmaya baslanmigtir (Maurizio ve Galmarini, 2010).

Avrupa birligi tarafindan onaylanan denizel kaynakl ilk anti kanser ilag olma
dzelliginde olan Trabectedin, 2007 yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi tarafindan
da onay almigtir. Trabectedin’in prostat ve meme kanserlerinde faz Il calismalari

halen devam etmektedir (Maurizio ve Galmarini, 2010).

1.1.2. Kimyasal Yapisi

Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi'nin (IUPAC) isimlendirme
sistemine gore formull; {(1'R,6R,6aR, 7R, 13S,14S, 16R)-5-(acetyloxy)-3', 4', 6, 6a, 7,
13,14, 16-octahydro-6',8, 14-trihydroxy7',9-dimethoxy-4, 10, 23-trimethyl-spiro [6,16
(epithiopropanoxymethano)  -7,13-imino-12H-1,3-dioxolo  [7,8]  isoquino[3,2-
bj[3]benzazocine-20,1'(2'H)-isoquinolin]-19-one} olan Trabectedin’in  molekiler
formulu ise C3gH43N3044S’dir (ADIS R&D profile, 2003).

Trabectedin molekilinin yapisina bakildiginda U¢ tane tetrahidroizokinolin

halkasina sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 1.2). A ve B alt Unitesi, tek koprulu



pentasiklik iskeletle birlesmistir. C alt Gnitesi ise A ve B alt Unitelerine benzilik sulfit
baginin olusturdugu lakton kdprustu ile baglanir (Gago ve Hurley, 2002).

Bu halkalarda ikisi (A ve B halkalari) DNA'nin kiguk oludu ile etkilesime girdigi,
diger halkanin (C halkasi) ise transkripsiyon faktorleri gibi molekillerle etkilestigi

dusunulmektedir (Gago ve Hurley, 2002).
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Sekil 1.2: Trabectedin molekllinin kimyasal yapisi.

1.1.3. Etki Mekanizmalari

Trabectedin’in etki mekanizmalarinin 6zeti Sekil 1.4’'te 6zetlenmistir (Maurizio
ve Galmarini, 2010).

1.1.3.1. DNA ile Etkilegimi

DNA’nin blylk olugundaki N7 veya O6 pozisyonundaki guaninlere baglanan
diger alkilleyici ajanlarin aksine, Trabectedin heliks yapinin kiglk olugundaki
guaninlerin N2 amino gruplarina baglanir. Bu baglanmada A halkasindaki
karbinolamin kisminin buyudk payi oldugu dustnulmektedir, zira karbinolamin reaktif
grubu iceremeyen ET-745 gibi yapisal analoglarinin Trabectedin’den 100 kat daha
az aktif oldugu bilinmektedir (Gago ve Hurley, 2002).

A ve B halkalari ile komsu dizideki nukleotidler Van der Waals kuvvetleri ve
hidrojen baglar ile baglanarak, iki iplik arasinda ¢apraz baglanmaya neden olur
(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3: Trabectedin (Y)'in DNA’ya baglanmasini gdsteren sematik ¢izim (Kovalent baglar
diz gizgilerle, hidrojen baglari ise kesikli gizgilerle gosterilmistir)(Maurizio ve Galmarini,
2010).

Trabectedin’in kiglk oluga baglanmasi DNA'nin dogal konformasyonunda
bozulmalara neden olur. Bu da transkripsiyon faktérlerinin ve nukleotid kesip
¢cikarma tamir sisteminin gérev yapmasini engelleyerek hicreyi apoptozise gotirdr

(Hurley ve Zewail-Foote, 2001).

1.1.3.2. DNA Tamir Mekanizmalarn ile Etkilesimi

Transkripsiyon bagimli nikleotid kesip ¢ikarma tamir (TC-NER) sistemi, DNA
hasarinin taninmasi ve gesitli tamir proteinlerinin hasarh bdlgeye ¢agriimasinda rol
alir. In vitro galismalar, diger DNA hasari olusturan ajanlarin aksine (Or: Cisplatin),
TC-NER yoksunu hticrelerin Trabectedin’e 2-10 kat daha az duyarli oldugunu ortaya
koymustur (Erba ve dig., 2000; Takabayashi ve dig., 2001; Damia ve dig., 2001;
Damia ve dig., 2007). Trabectedin normal NER fonksiyonu olan hlicrelerde RNA
polimeraz II'nin hizli bir sekilde yikiimasina neden olurken, XPD, XPA, XPG ve XPF-
yoksunu hiicrelerde bu etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Aune ve dig., 2002).

Homolog rekombinasyon (HR) ve serbest uglarin homolog olmayan sekilde
baglanmasi (NHEJ) tamir sistemleri DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinden
sorumludur. HR yoksunu hicrelerin Trabectedin’e 100 kat daha duyarli oldugu

bilinmektedir. Ancak NHEJ yoksunu hicrelerde ayni durum gdézlenmemistir. HR
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yoksunu hicrelerdeki duyarlilik klinik ¢alhsgmalarla da dogrulanmis; BRCA1 ve
BRCA2 eksprese eden sarkomalarda, bu tamir proteinlerini eksprese etmeyen
timorlere gore Trabectedin’e cevabin daha az oldugu gosterilmistir (Guirouilh-
Barbat ve dig., 2008).

1.1.3.3. Transkripsiyonun Diizenlenmesi ile Etkilesimi

Trabectedin’in  DNA'ya baglanmasi sonucu meydana gelen yapisal
bozukluklarin transkripsiyon faktorlerinin DNA'ya baglanma dinamiklerini etkiledigi
bilinmektedir. Trabectedin'in MAF, MYB, ve MYC gibi transkripsiyon faktorlerini
engellemedigi, ancak TBP, E2F, SRF ve NF-Y gibi transkripsiyon faktorlerinin
Trabectedinin artan dozlariyla inhibe oldugu gésterilmistir (Bonfanti ve dig., 1999).
Trabectedin’in nanomolar konsantrasyonlarda, HSP-70 ve MDR1 genlerinin
transkripsiyonlarini bloke ettigi tespit edilmistir (Minuzzo ve dig, 2000; Jin ve dig.,
2000). DNA'nin kiguk oluguna baglandigi bilinse de, Sp1 gibi DNA’nin blyutk
oluguna baglanan transkripsiyon faktérlerini inhibe ettigini gdsteren c¢alismalar da

mevcuttur (Maurizio ve Galmarini, 2010).

1.1.3.4. Tumor Mikrogevresi ile Etkilegimi

Trabectedin’in tumdr blyimesi ve metastazi ile iligkili bazi kemokin ve
sitokinleri transkripsiyonel duzeyde baskiladigi gosterilmistir. Yumurtalik kanseri
timodr oOrneklerinde Trabectedin’in monositlerden, makrofajlardan ve timor-iligkili
makrofajlardan CCL2 ve interldkin 6 (IL-6) salinimini baskiladigi gdsterilmistir
(Allavena ve dig., 2005). CCL2 timor bdlgesine monosit ¢cagiriimasinda rol alirken,
IL-6 pek c¢ok timdr igin blylime faktdrli olarak rol alir. Trabectedin sitotoksik
olmayan ¢ok disuk dozlarinda bile miksoid liposarkom htcre kiulttrlerinde CCL2,
CXCLS, IL - 6, vaskiler endotelial gogalma faktéri (VEGF) ve matriks baglayici
protein pentraksin 3 (PTX3) gibi molekdillerin Gretimini engelledigi gosterilmistir. Ayni
bulgular miksoid liposarkom ksenograft fare modellerinde de dogrulanmistir
(Germano ve dig., 2010).

1.1.4. Trabectedin’e Direng

Trabectedin’e direng gdsteren az sayida hicre hatti belirlenmistir. XPG
geninin kodlandigi 13gq33 kromozomundaki heterozigote kaybi bulunan ERS kolon
karsinom hucre hattinda direng tespit edilmistir. Trabectedin’e direncle ilgili diger bir
mekanizma insan kondrosarkom CS-1 hicrelerinde yapilan c¢alismalarla

gosterilmistir. Bu hicre tipinde kollajen | ve IV’Un modifiye formlarinin Uretildigi,
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bunun da sitoiskelet yapisinda degisimlere neden oldugu bilinmektedir (Shao ve
dig., 2003).

Diger bir galismada, Trabectedin’in artan dozlarina (800 nM/L’'ye kadar)
maruz birakilan, p-glikoprotein ekspresyonu artmig Igrov-1/25ET insan yumurtalik
kanseri hucre hatlarinda Trabectedin’e ylksek oranda direng geligtigi gozlenmistir
(Erba ve dig., 2000).

1.1.5. Trabectedin ile Yapilmis Kombinasyon Calismalari

Literatlrde, farkli kanser hicre tiplerinde ve in vivo modellerde, Trabectedin
ve Doksorubisin kombinasyonun sinerjistik ve additif etkili oldugunu go6steren
galismalar mevcuttur.

insan sarkom hiicre hatlarinda (TE671, HT-1080, HS-18), Trabectdin ve
Doksorubisin’in es zamanli uygulanmasinin hucrelerin yaklasik %90’inin 8limune
neden oldugu belirlenmigti. Bu kombine uygulama, ilaglarin tek baslarina
uygulanmalarindan daha dlslk dozlarda uygulanabilmesine olanak saglamistir
(Doksorubisinin 6.7 kat, Trabectedin’in 1.5 kat daha dislk dozlarda kullanilarak
kombine edilebilmistir) (Takahashi ve dig., 2001; Meco ve dig., 2003).

insan sarkom U-20S ve Saos-2 ve meme kanseri MCF-7 ve MX-1 hiicre
hatlarinda bu kombinasyonun yiksek sinerjistik sitotoksik oldugu belirlenmistir
(Takahashi ve dig., 2001). Ayni kombinasyonla yapilan in vivo ¢alismalarda da
sinerjistik etkiler gézlenmigtir. Fare fibrosarkom UV2237 ve insan rabdomiyosarkom
TE671 ksenograftlariyla yapilan galismalarda kombinasyonun uygulama programina
bagli olmaksizin sinerjistik oldugu belirlenmistir (Meco ve dig., 2003).

Trabectedin-Doksorubisin kombinasyonu platin duyarli yumurtalik kanseri
niksetmis hastalarda Avrupa komisyonu tarafindan onay almis, ginimizde bu
hastalarin tedavisinde 6ncelikle tercih edilen bir kombinasyondur.

Platin bilesenleri ile Trabectedin arasindaki sinerjistik etkilesimler insan
sarkom (TE671, U-20S, Saos-2), yumurtalik (Igrov-1 ve A2780), kolon (HCT116) ve
meme (MCF-7) kanseri hiicre kultirlerinde gdsterilmistir. Benzer bulgular yumurtalik
ve sarkom ksenograftlarinda da gdézlenmistir (Scotlandi ve di§., 2002; Erba ve dig.,
2001b; Erba ve dig., 2003; Takahashi ve dig., 2001). Sarkom (HT-1080) ve meme
kanseri (MCF-7 ve MX-1) hticre kultirlerinde Trabectedin’in Paklitaksel ile sinerjistik
etkili oldugu belirlenmistir. Farkli timér modellerinde Trabectedin’in Oksaliplatin
veya Paklitaksel'le kombinasyonunun sinerjistik anti-timor etkili oldugu gosterilmistir

(Maurizio ve Galmarini, 2010).
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Sekil 1.4: Trabectedin’in etki mekanizmalarinin 6zeti (Maurizio ve Galmarini, 2010).

1.2. Hiicrenin Saglikh isleyisi igin Gerekli Molekiiler Etkilesim Aglari/Sistemler

Canlilik genetik enformasyon varliginda enerji kullanilarak biyolojik molekiillerin
dinamik ve hiyerargik orgUtlenmesini, Orgutlenmeye katilan molekuller arasinda
haberlesmeyi ve kontrolu gerektirir. Canlihgin sirdlrilmesi ise sistemde uyum
saglayici bir esnekligi ve dinamik degisimi gerekli kilar. Canliyi olusturan
molekdllerin hiyerarsik érgutlenmesinde fonksiyonel ve kendi icinde bagimsiz duzey
hicredir. Organizmalar tek veya ¢ok hucrelidir. Cok hucreli organizmalarda koloni
halinde veya degisen derecelerde farklilasarak insa edilen doku, organ, sistem gibi
orgutlenme duzeyleri goérulur. Canhihdi olusturan bu parametrelerden herhangi
birindeki bozukluk veya bu parametrelerin dogru yerde dogru zamanda dogru
miktarda olmamasi da degisen derecelerde hicrenin veya canlinin saghgini etkiler.
Organizmanin saglikli isleyisi bu perspektifte en temel fonksiyonel birim olan

hlcrenin saglikli igsleyisine baghdir.



1.2.1. Hiicrenin Yagsamasini/Cogalmasini Saglayan Molekiiler Etkilesimler

Hucre, i¢ ve dis ¢evrenin yapitaslari Uzerindeki etkilerine cevap Ureterek degisen
kosullara uyum saglar. Hicrenin yasamini surduUrebilmesi, ¢ogalmasi ve hicre
doéngusunin saglikh bir sekilde isleyebilmesi pek ¢ok genin ve drinunin etkilestigi
sinyal yolaklari ile muUmkindir. Hormonlara, c¢ogalma faktorlerine, sinyal
molekillerine veya ekstraselliler matriksteki degisikliklere karsi cevap sinyal
yolaklari aracihdi ile hicre igine iletilir. Sinyal yolaklarinin temel bilesenleri; sinyal,
reseptdr, iletim ve efektér molekillerdir. Sinyal molekilinin/ligandin mesajinin nihai
hedefe ulastirabilmesi icin (a) reseptére baglanmasi, (b) sinyal kaskadindaki diger
molekdlleri aktive/inaktive etmesi ve sonunda (c) bir ya da daha fazla efektor
molekilin aktivasyonuna yol agar (Schlessinger 2004). Hedefe ulasan sinyal hiicre
ici metabolitleri aktif/inaktif hale gecirebilir veya gen ekspresyonu degistirebilir,
sonugcta hiicrenin fenotipinde degisiklige yol agar.

Ag tabanli isleyen ve kendi iginde c¢apraz iletisim kuran sinyal yolaklarinin
islevleri tim yonleriyle bilinmiyor olsa da bunlari fonksiyonel agidan hicrenin
canlihgini surdiren/hlcreyi 6lime gotiren, hicreyi bolinmeye sevk eden/hicrenin
¢ogalmasini durduran sinyal yolaklari ve bu ikili galisan sinyal yolaklarini kontrol
edip duzenleyen karar verici yolaklar seklinde gruplanabilir.

Hlcrenin yasamasini/cogalmasini saglayan sinyal yolaklarinin dnde gelenleri
arasinda Trombosit kaynakli gogalma faktéri (PDGF), Epidermal ¢ogalma faktoru
(EGF) ve Transforme edici gogalma faktori alfa (TGF-a) gibi ¢gogalma faktorleri
ailesine ait Uyeler yer alir. Bu faktorlerin ortak yonu; reseptérlerinin  protein tirozin
kinaz (RTK) alt birimine sahip olmasidir (Jorissen ve dig., 2003; Schlessinger, 2003;
Schlessinger, 2004; Citri ve dig., 2006). Ligandin reseptériine baglanmasi,
reseptorin tirozin kinaz alt birimini aktive eder. RTK’larin aktive ettigi en temel
yolaklar Ras/ERK ve PI3K sinyal yolaklaridir (Fambrough ve dig., 1999).

Ras/ERK sinyal yolagi ERK1 ve ERK2 gibi MAP kinazlarin aktivasyonuna yol
acar (Rodriguez-Viciana ve dig., 2005; Schreck ve Rapp, 2006). P21-Ras
farnalizasyon sonucu plazma membranina baglanir ve GTP baglaninca aktive olur.
Sos, GTP/GDP degisiminden sorumlu faktér olup Grb2 adaptdr proteini ile
substratina ulastirihr. Diger bir adaptér protein olan Shc de bu aktivasyonu
saglayabilir. Sh2 RTK’lar veya Src ailesine ait tirozin kinazlar tarafindan fosforillenir
ve fosforillenen Shc’ye Grb2 baglanir ve Sos’u membrana gonderir (Schlessinger,
2004).



GTP-bagh Ras serin threonin protein kinaz olan Rafi plazma membranina
gonderir. Burada fosforillenen Raf aktive olur (Schreck ve Rapp, 2006; Tootle ve
Rebay, 2005). Raf diger bir protein kinaz olan MEK'i fosforilleyerek aktive eder.
Aktive olan MEK, mitojenle aktiflesen protein kinaz'i (MAPK), ERK1 ve ERK2yi Try
ve Thr birimlerinden fosforiller. RAF- MEK-ERK fosforilasyon kaskadi memelilerdeki
fosforilasyon kaskadlarindan biri olup, ERK fosforilasyonu membranla iligkili ve
sitoplazmik pek ¢ok proteinin fosforillenmesine sebep olur. Ayrica nukleusa giderek
TCF/Ets ailesine ait transkripsiyon faktorlerini fosforiller ve fos, jun, myc gibi genlerin
aktive olmasini saglar (Hill ve Treisman, 1999). Ras/MAPK sinyalizasyonunun aktive
ettigi 6bnemli diger bir protein hlicre déngusini dizenleyen Siklin D1’dir. Ras, Raf
veya Erk, Siklin D1’in transkripsiyonunu aktive edebilir. Ras/Erk sinyalizasyonunun
hicre c¢ogalmasi ve apoptozis ile iligskili pek c¢ok molekllin dogrudan
fosforilasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Citri ve Yarden, 2006; Anjum ve dig.,
2005; Shahbazian ve dig., 2006).

RTK’larin aktive ettigi sinyal yolaklarindan bir digeri PI3K yolagidir. PI3K’in p110
katalitik alt Gnitesinin p85 duzenleyici alt Unitesi ile birlesmesi PI3K’nin
aktivasyonunu saglar (Shaw ve Cantley, 2006). Aktive olan PI3K, fosfotidil inositol’ti
(PI), fosfotidil inositol-4-fosfat (PIP) ve fosfotidil inositol-4,5-difosfat’i fosforiller. Bu
fosforillenmeler sonucu iki 6nemli serin treonin protein kinaz olan protein kinaz B
(AKT) ve PDK1 aktive olur. AKT, PI3K yolagindaki pek ¢ok efektdr molekllin
dizenleyicisidir. mTOR, TOR (Target of rapamysin) kompleksi olup, 4EBP71’in
aktivitesini inhibe eder. PDK1 ile birlikte S6K1’i fosforilleyerek aktive eder. 4EBP1 ve
S6K1’in aktivitelerindeki degisiklikler protein sentezini 6nemli o6lglide etkiler
(Ruggero ve Sonenberg, 2005; Wullschleger ve dig., 2006). mTOR’'un GTP-bagl
formunun aktivasyonu igin Rheb (Ras homolog enriched in brain) ile baglanmasi
gerekir. TSC1/2 (Tuberous sclerosis complex) proteinleri Rheb’in GTPaz aktivitesini
tesvik eder ve dolayisiyla indirekt olarak mTOR aktivitesini engeller (Shaw ve
Cantley, 2006; Wullschleger ve dig., 2006). TSC1/2 aktivitesi PI3K sinyalizasyonu ile
inhibe edilir, besin eksikliginde, hipoksi ve enerji miktari azaldiginda aktive olur.
Enerji miktari azaldiginda hicrede AMP birikimi olur ve LKB1 fosforilasyonu sonucu
AMPK (AMP ile aktive protein kinaz) aktive olur. TSC2'nin AMPK ile fosforilasyonu
ve ardindan GSKa3 ile fosforilasyonu TSC1/2”nin aktivasyonuna neden olur (Inoki ve
dig., 2006). Enerji azalisi mTOR’u inaktive eder ve protein sentezini azaltir. Akt
sadece TSC1/2yi fosforilleyerek degil, ayni zamanda ATP/AMP oranini ylksek
seviyede tutarak da bu enerji azalisina kargi koyar (Hahn-Windgassen ve dig.,

2005). Bu nedenledir ki PI3K sinyalizasyonunun temel goérevlerinden biri besin,



oksijen ve enerji yoklugunda protein sentezini baskilayan S6K ve 4E-BP
proteinlerinin PDK1, PKB, TSC1/2, Rheb ve mTOR ile aktivasyonlarini saglamaktir.
AKT, ayni zamanda hlcre sag kalimini ve nihayetinde gogalmasini da uyarir.
FKHR-L1 gibi replikasyon catall transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu,
proapoptotik ve blylime inhibitdri genler icin transkripsiyonal aktivasyonlarini énler.
Onemli bir apoptozis aktivatodrii olan BAD’ ta AKT tarafindan fosforile edilerek inhibe
edilir. Bu durumlarda AKT tarafindan fosforile edilen proteinler 14-3-3 proteinlerince
taninirlar. Protein kompleksi sitozolde tutularak, FKHR-L1’in nukleusa girisi ve
BAD’in mitokondriyal proteinler ile etkilesimi engellenir. Ayni mekanizma ile, AKT nin
fosforilasyonu, hlicre doénglsu inhibitéri p27/KIP1 in aktivitesini sinirlar. Buna ek
olarak, Siklin D1 ve myc’ i fosforile ve inhibe ederek hiicre proliferasyonunu diizenler
(Schulz, 2005).
Sonug olarak, AKT hicrenin sad kalimini uyaraci bir molekil olmasinin

yaninda apoptotik molekdlleri baskilayici roli de olan énemli bir oyuncudur.

1.2.2. DNA Hasarini Algilayan, Tamir Eden ve Diizenleyen Sistemler

Genetik materyalin nesilden nesile korunarak aktariimasi mutasyon
oranlarinin dusuk dizeylerde surdurilmesine baghdir. Hicrelerin saglikli bir sekilde
yasamini surdirmesi, binlerce genin dogru yerde, dogru zamanda, dogru miktarda
okunmasini veya aktivasyonunu gerektirir. Genler, kodlayan ve duzenleyici
bélgelerdeki mutasyonlarla veya mRNA'nin ekspresyonunu/olgunlagsmasini yéneten
araya giren dizilerdeki bir mutasyonla zarar gorebilir.

DNA kimyasal stabilitesi sinirli, kompleks ve kirilgan organik bir molekuldir.
Eksojen ve endojen kaynakli mutajenler genetik materyalde hasara neden olur. En
basit mutasyonlar bir bazin digerine déniistimi seklindedir. iki tiirii vardir;

Transisyon, plrinin  plrine veya primidinin  primidine  dénisumd,
transversiyon ise primidinin plrine veya purinin pirimidine dénisimu seklindedir.
Diger basit mutasyonlara érnek ise bir veya birka¢ nikleotidin insersiyon veya
delesyonudur. Tek baz degisimine neden olan mutasyonlara nokta mutasyonlari
denir. Mutasyonun diger cesitleri DNA’da daha bilylk hasarlara neden olur.
Ornegin; blyilk bir parganin eklenmesi veya cikmasi, kromozom yapilarinda
yeniden dizenlenmeler gibi. Bu gibi degisiklikler bir transpozonun, genin kodlayan
bdlgesine ya da dizenleyici bdlgesine girmesi veya hicredeki rekombinasyon
islemlerinin hatal isleyisi ile meydana gelebilir.

Metil veya etil gruplar bazlarin veya fosfatlarin reaktif gruplarina transfer

edilir (Ornegin; nitrozamin, nitrozoguanidinler). En sik alkilasyona ugrayan bélge
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guaninin 6. karbonundaki oksijen atomudur. Timinle hatali eglesir. G:C baz giftini
A:T’ye donlsturlr ve kanserlerde en sik gorulen mutasyonlardir.

Bazlarda hasara neden olan bir diger etken UV isiktir. 260 nm dalga
boyundaki radyasyon bazlar tarafindan kuvvetle emilir. Ayni polinlkleotid zincirinde
yan yana duran primidinlerin fotokimyasal birlesmesine neden olur. iki timin varsa
olusan birlesme timin dimeridir, besinci ve altinci karbonlardan birleserek siklobltan
halkasi olustururlar. Bu birlesmis bazlar DNA polimerazin replikasyon sirasinda
durmasina neden olur.

Gama radyasyonu ve x isinlari da DNA’da cift iplik kiriklari olusturmalari
nedeniyle zararlidir. Ayrica radyasyonla tetiklenen serbest radikaller DNA’da baz
modifikasyonlarina yol acar. Trabectedin, Bleomisin gibi kanser ilaglari DNA'da
kiriklara sebep olur, bunlara klastrojenik ajanlar denir.

Mutasyonlar normal bazlarin yerine gecgebilen (baz analoglari) veya bazlar
arasina giren (interkalasyon ajanlari) ajanlardan dolayl da meydana gelebilir. 5-
bromourasil timin analoju olup, mutasyona yol acar. interkalasyon yapan ajanlar
polisiklik halkalar iceren molekiller olup, DNA'daki pdrin ve primidin bazlarina
baglanirlar. Bu ajanlar DNA tzerindeki genlerin transkripsiyonunu engeller.

Bazlarin kaybiyla kendiliginden zarara ugrayabilecegi gibi, dogal ya da
sentetik kimyasallarla veya radyasyonla baglar kirilabilir, kimyasal baglari kopabilir
veya bazlar degisebilir. Dolayisiyla replikasyondaki hatalar ve c¢evresel hasar
kaginiimazdir. DNA replikasyonu sirasinda kendiliginden olusan hatali eslesmeler,
DNA polimerazin sahip oldugu proofreading alt birimi ile tamir edilir. DNA
replikasyonun dogru sekilde gergeklesmesinin son kontroli hatali eslesme tamir
sistemi ile saglanir. Bu mekanizma, tashih mekanizmasindan kagan hatalari
uzaklastirir. Bu sistem sentezin dogrulugunu 2-3 misli arttirir.

Replikasyonu ve transkripsiyonu bozan degisiklikler hiicre fonksiyonlarinda
degisikliklere sebep olabilir. Hicrenin bu degisikliklere kargi cevabi iki basamakta
gerceklesir. Birincisi, hlicre tim genomu taramak ve DNA hasarini saptamak ve
ikincisi saptadidi lezyonlari tamir etmek zorundadir.

DNA Hasarinin Dogrudan Tamiri; Fotoreaktivasyon primidin dimerlerinin
olusumunu geriye c¢evirir. Primidin dimerleri UV’'ye maruz kalmakla olusur.
Fotoreaktivasyonda DNA fotoliyaz enzimi isiktan enerji alip komsu timinler
arasindaki kovalent baglari kirmada kullanir. Diger drnek ise; metilgunain’deki metil
grubunun uzaklastirimasidir. Boyle durumlarda metiltransferaz enzimi guaninden
metil grubunu uzaklastirir.

Hasara ugramis bazilarin tamirinde iki ana sistem kullanilir.
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Birincisi; bazlarin kesilip uzaklastirilarak tamiri, ikincisi; ntkleotidlerin kesip
uzaklastirilarak tamiridir.

Bazlarin kesip uzaklastirma tamir sisteminde, glikozilaz enzimi zarara
ugramis bazin glikosidik bagini kopararak uzaklastirir. Agida ¢ikan bazsiz seker
endonikleotidik mekanizma ile uzaklastirilir.

Niikleotidi kesip uzaklagtirma tamir sistemi, lezyonun her iki tarafinda
zarara ugramis DNA bdlgesini kesip uzaklastirir. Bu sistem double helix seklindeki
bozulmalari tanir, dolayisiyla belli bir bélgeyi uzaklastirir. Burada olusan tek ipikli
bosluk polimerazla doldurulur.

Nukleotid kesim tamiri icin dort farkl protein kullanilir (UvrA, UvrB, UvrC,
UvrD). UvrA ve UvrB’den olusan kompleks DNA'yi tarar, UvrA helix yapisindaki
bozulmalari bulur. Hasar bulununca UvrA kompleksten ayrilir, UvrB DNA sarmalini
acar ve lezyonun etrafinda tek iplikli bir baloncuk olusur. Daha sonra UvRD, UvrC'yi
baglar. UvrC lezyonun iki ucunda kesim yapar. DNA polimeraz | olusan boslugu
doldurur ve DNA ligaz yapistirir.

Cift iplik kiriklari hiicre igin en 6limcil DNA hasar tipidir. DNA’nin her iki
ipliginin kirilmasiyla olusan hasar ¢ift iplik kiriklarini tamir yolagi ile tamir edilir. Bu
yolak dogru dizi bilgisini kardes kromatidden alir. Eger kardes kromatidde kirik
olugursa, o zaman kalip olarak is gorecek dogru dizi bilgisi kullanilamayacaktir. Bu
kosullarda alternatif sistem olan homolog olmayan uglar birlestirme (NHEJ)
tamir sistemi devreye girer. NHEJ'i gerceklestiren mekanizma, kirik uclari islemden
gegirip sonra onlari birlestirir. Dizi bilgisi kirik uglardan kayip oldugu icin NHEJ
sistemi mutajenik bir sistemdir. NHEJ sistemiyle DNA ugclarinin birlestiriimesi kirik
uglari tamir etmeden birakmanin sonuglarindan daha az tehlikelidir. Dolayisiyla,
NHEJ tamir sistemiyle biylk bir zarardan korunmak icin daha klglk bir zarar kabul
edilmis olur.

Ozetle; hucrelerin DNA’lari dogru bir sekilde replike olur, genetik bilgileri
kimyasal ve fiziksel zararlardan korunursa yasamlarini saglikli bir sekilde

surdurebilir.

1.2.3. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Cok hicreli organizmalarin gelisimi slresince, fizyolojik ve patolojik
kosullarda dokulardaki hiicre populasyonlarinin  dizenlenmesinde, ihtiyag
duyulmayan ya da hasar goérmis hicrelerin yok edilmesinde hiicre 6lim
mekanizmalari devreye girer.

Apoptozis, morfolojik streclerin dnderliginde hicrelerin kendilerini kontrolli

olarak yok etmelerini tarif eden bir terim olarak 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar
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tarafindan tanimlanmistir.  Apoptozisin belli bagli asamalari: apoptozisin
indUksiyonu, hicre ylzey 6lum reseptdrlerinin uyariimasi, sitokrom c‘nin salinimi,
apoptozom olusumu (sitokrom ¢ + Apaf-1 + kaspaz-9), mMitokondriyal
transmembran potansiyelin degismesi, kaspazlarin aktivasyonu, fosfatidilserinin
hicre membraninin i¢ ylzinden dis yuze transloke olmasi, DNaz'in aktivasyonu
sonucu DNA‘nin fragmentasyonu (internukleozomal DNA fragmentasyonu), yapisal
proteinlerin yikilmasina badli olarak apoptozise 6zgli morfolojik degisikliklerin
meydana gelmesi seklindedir.

Apoptozisin hicre icinde uyariimasinda rol alan dort farkli sinyal yolagi
mevcuttur. Bunlardan iki tanesi kaspaz bagiml yolaklar iken, Uglinclsl kaspazdan
bagimsiz yolak, dordinci ise endoplazmik retikulumda olusan fonksiyonel
bozukluklarin olusturdugu strese bagh olarak uyarilan apoptozistir (Vermeulen et al,
2005).

Kaspazlar sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini
kirarlar. Hlcrede inaktif olarak bulunurlar ve seri olarak birbirlerini aktiflestirirler.
Kaspazlarin 7 tanesi apoptoziste rol almaktadir. Bunlar; kaspaz 2, 8, 9, 10, 3, 6 ve
7‘dir.  Apoptoziste hicreyi pargalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu
saglayan kaspazlar 3, 6 ve 7'dir. Diger kaspazlar ise baglatici rol oynayip, apoptotik
sinyali almada ve etkili kaspazlari aktive etmede rol oynarlar.

Hiicre disi uyaranlarla tetiklenen apoptozis (6liim reseptérleri aracili
yolak), hiicre disi sinyalle apoptozisi baglatan plazma membran reseptoérleri (FAS,
TNF-R1, TRAIL-R1 gibi) reseptor siiper ailesine aittir. Olim ligandinin
transmembran o6lium reseptorlyle birlesmesi sonucu olusan sinyal sitoplazmaya
iletilir ve kaspaz-8 aktive olur.

Hiucre igi uyaranlarla tetiklenen apoptozis (mitokindri aracili yolak) ise,
mitokondriden sitoplazmaya salinan kaspazlari aktive edici proteinlerle baslatilir.
mitokondriden sitokrom c‘nin salinimi, apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-
1) in aktivasyonuna yol acar. Sitokrom C ve ATP‘nin varlhiginda Apaf-1‘in CARD
domaini prokaspaz 9‘un CARD domaini ile temasa gecger ve mitokondriyal 6lim
resptorinu uyarici sinyal kompleksi (DISC=Apoptozom) olusur. Apoptozomla iligkili
kaspaz 9 aktif hale gecerek kaspaz 3,6 ve 7'yi aktiflestirir.

Nekrozis, apoptozisten farkli olarak enfeksiyon, inflamasyon ve iskemi (belli
bir bélgede kan akiminin kesilmesi) gibi patofizyolojik durumlarda gézlenir (Coskun
ve dig., 2011). Hicre membraninin bozulmasi, organel degredasyonu ve hicrede
sisme gibi kendine 6zgul belirgin morfolojik 6zelliklere sahip bir 6lum tipidir.

Otofajik hiicre olimiu ise, organellerin lizozomlarda yikilmasindaki artisa

bagh olarak hicrenin 6lime surliklenmesidir. Apoptozise benzer sekilde, fizyolojik
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sartlar altinda gerceklesen bir hicre i¢i olaydir ancak hicrede kromatin
kondensasyonu gozlenmez.

Hicre igi yapilarin lizozomlara hangi yolla tasindigina bagl olarak;
mikrootofaji, saperonlar aracili otofaji ve makrootofaji olarak siniflanidirilir.
Mikrootofaji, lizozom membranin ice gokmesi ile sitoplazmanin lizozom tarafindan
dogrudan yikilmasidir. Saperonlar aracili otofaji ise Lys-Phe-Glu-Arg-Gln motifli
proteinlerin lizozom zarina segici bicimde tasinmasi ile gergeklesir (Arslan ve dig.,
2011). Makrootofaiji, sitoplazmanin parcalarinin ve organellerin ¢ift zarli vakuollerde
paketlenmesi ve ylkim igin lizozomlara veya endozomlara tasinmasini saglayan

otofagozom olusumu ile karakterizedir.

1.2.4. Hiicresel Sagligin Korunmasinda immiin Sistemin Rolii

immun sistem, immiin hiicreleri, lenf dolasim sistemi, lenfoid organlari
(timus, dalak, lenf bezleri) igine alan kompleks bir sistemdir. immiin sistem hiicreleri
T ve B lenfositleri olmak izere iki ana tiptir. Lenfositler birincil lenfoid organlarda (T
lenfositlerinin yerlesim yeri olan timus, B lenfositlerinin yerlesim yeri olan kemik iligi),
yerlesim gosterir ve islevsel 6zellik kazanirlar.

immunite, patojenlerin neden oldugu zararli etkilere kasi korunma
durumudur. Konak savunmasi degisik sekillerde olabilir; (1) mekanik-kimyasal
savunma, (2) dogal bagisiklik ve (3) kazaniimis bagisiklik. Mekanik ve kimyasal
savunma surekli cahsirken, dogal immun yanit hizla aktive olur fakat farkh
patojenleri ayirt edebilme 6zelli§i sinirlidir. Buna karsin kazanilmig immun yanitin
olusumu gunler alir ve yiiksek derecede 6zguldur.

Patojenlere kargi konak savunmasinin ilk kademesi mekanik ve kimyasal
savunmadir. Mekanik savunmaya 6rnek olarak deri ve epitel; kimyasal savunmaya
ornek olarak ise dusuk pH’li mide salgilari ve ter sivisindaki lizozim verilebilir.

Dogal bagisiklik sistemi, mekanik ve kimyasal savunmanin dismesi ve bir
patojenin girisinin saptanmasi ile aktive olur. Dogal immun sistem hucreleri
makrofajlar, noétrofiller ve dendritik hicreler olup fagositoz yapabilme yetenegine
sahiptirler.

Dogal immun sistemin diger bir énemli 6gesi olan kompleman, bir grup
serum proteininden olusan, mikrobiyal ve fungal vylzeylere badglanabilen
proteinlerdir. Bu baglanma proteolitik bir kaskad yaratarak, patojenin koruyucu zarini
gegirgen bir duruma getirebilen zar saldiri kompleksini iceren por olusturucu
proteinlerin olusumuyla sonuglanir. Kompleman sisemini aktive eden en az tg farkli
yolak mevcuttur. Klasik yolak, kazanilmig immun yanit sonucu gelisen antikorlara ve

bu antikorlarin mikroorganizma ylzeyine 6zgul olarak baglanmasina ihtiya¢ duyar.
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Bircok mikrop yuzeyi alternatif yolak vasitasiyla komplemani dogrudan aktive eder.
Sonugta mannozca zengin hicre duvari igceren patojenler mannoz baglayan lektin
yolag! vasitasiyla komplemani aktive eder. Baglanan lektin, iki adet mannoz
baglayan lektinle iliskili proteaz, MASP-1 ve MASP-2’nin aktivasyonunu baslatarak,
kompleman zincirindeki diger bilesenleri aktive eder.

Dogal immun yanit, bakteriyel saldirilara ek olarak, virisle enfekte hlcrenin
varhigi tespit edildiginde dogal oéldirticti (NK) hicreler aktive olur. Virlsle enfekte
birgok hticre, NK hicreleri aktive eden Tip 1 interferonlar Uretir. Aktive olmus NK
hicreleri de viral partikill Greten kaynagi yok eder.

Her bir B lenfosit, tek bir diziye sahip bir Ig tasir ve bu ytizden tek bir antijene
kargl 6zgulligu vardir. Antijenin taninmasiyla sadece bu antijene 6zgl reseptor
tasiyan B lenfosit aktive olacak ve cogalacaktir. Antikorlarin antijen &zgulligu,
degisken veya komplementer tanimlama bolgesi denilen ve yiksek dizeyde
degiskenlik gdsteren degisken domainlerle saglanir. Bu asiri dedisken bolgeler
degisken domainlerin ucunda yer alir ve bir antikora 6zgul olan antijenle 6zgul
temaslar olusturur. Bir viriise veya mikrobik ylzeye baglanmis antikorlar, Ig’lerin Fc
kismina 6zgu reseptor tasiyan hicrelerce dogrudan taninir. Ig’lerin her bir sinif ve
alt sinifina 6zgll olan bu Fc reseptorleri (FCR) yapisal ve islevsel heterojenite
gosterir. FCcR bagimli olaylar vasitasiyla makrofaj ve dendritik hiicreler gibi fagositik
hucreler antikorlarla kapl partikullere baglanir, opsonizasyon denilen yol ile onlari
sindirir ve yok eder. Fc bagimli ayni zamanda viral veya diger antijenleri tagiyan
hedef hicrelere bagl antikorlar vasitasiyla immun sistem hicrelerinin dogrudan
baglanmasini saglar. Bu baglanma, immun sistem hdcrelerini, toksik kiguk
molekdlleri (oksijen radikalleri gibi) veya perforinler ve granzimler iceren sitotoksik
granul icerikleri salgilamalari yéniinde uyanir ve sonrasinda hedefi dldurir. “Antikor
bagimli hiicre aracili sitotoksik” etki olarak adlandirilan bu olay, immun sistem
hicrelerinin nasil kazaniimis immun yanit olusturdugunu ifade eder.

Sonug¢ olarak immun sistem, dodustan veya sonradan edinilebilen
mekanizmalarla, patojenlerden ve kanser hicresine farklilasma potansiyeli bulunan
neoplastik hlcrelerden koruyarak, hicrenin saglkh bir sekilde yasamini

surdurilmesine dogrudan katki saglamaktadir.

1.2.5. Hiicre-Doku-Organ Sistemlerinin Biitlinligiinii Saglayan Mekanizmalar

Hucre-doku-organ sistemlerinin dinamik olarak &rgutlenmesi canliigin
saglikh bir gekilde surdurilebilmesi icin gerekli sartlardan biridir. Anjiyogenez,
onceden var olan damarlardan yeni kan damarlarinin olusturuimasi olayi,

vaskulogenez ise dolagimda bulunan endotel hiicre énciillerinin (endotel progenitor
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hiicreler) daha 6nceden var olan herhangi bir damardan kéken almadan olgun
endotel hicrelere donlgerek yeni damarlar olusturmasi olarak bilinir (Carmeliet ve
Jain., 2003; Folkman ve Shing, 1992). Embriyogenez ve fetal gelisim sirasinda
surekli goérulen bu iki olay, kan damari olusumunu agiklayan iki temel mekanizmadir
(Ferrara, 2004).

Yetigkinlerde fizyolojik anjiyogenez ovulasyon, yara iyilesmesi, plasenta
formasyonu, kemik tamiri gibi olaylarla siniridir (Auerbach ve Auerbach, 1994;
Reynolds ve Redmer, 1998). Tumodr gelisimi, ilerlemesi, yayllmasi ve metastaz,
yaslanmaya bagli dejenerasyon, sedef hastaligi, romatoid artrit, hemanjiyom, kronik
akciger hastaliklar1 gibi hastaliklarin gelisimi sirasinda meydana gelen anjiyogenez
ise patolojik anjiyogenez olarak adlandirilir (Yamamoto ve dig., 1997; Carmeliet ve
Jain., 2000).

Anjiyogenez doku kitlesindeki ve bunun sonucu olarak besin ve oksijen
ihtiyacindaki artisa cevap olarak olusan karmasik bir mekanizmadir (Tong ve dig.,
2004). Anjiyogenezin baslamasi proanjiyogenik ve anti-anjiyogenik uyaranlar
arasindaki denge ile dizenlenir (Tong ve dig., 2004; Hanahan ve Folkman, 1996;
Fidler ve dig., 2001).

Anjiyogenezin baglamasi; vaskuler endotel ¢cogalma faktérl ailesi (VEGF,
VEFG-B, VEGF-C, VEGF-D), fibroblast ¢cogalma faktéri (FGF), trombosit kokenli
cogalma faktéri (PDGF), hepatosit ¢cogalma faktéri (HGF) gibi proanjiyogenik
cogalma faktorlerinin endotel hicrelerini aktive etmesi ile tetiklenir (Yamamoto ve
dig., 1997; Hanahan ve Folkman, 1996). Bu anjiyogenik faktorler timor hucrelerinde
ve komsu stromal hicrelerde Uretilirler, bunlar c¢evredeki endotel hlcrelerinde
bulunan reseptorlerine baglanirlar ve anjiyogenik sinyallerin aktarimini saglarlar
(Shimizu ve Oku, 2004). Endotel hiicrelerin ana kapiller veya venilin bazal laminasi
boyunca ilerleyebilmesi, var olan kan damarini ¢evreleyen bazal laminada bir agiklik
olusturulmasini gerektirir; bazal membran ve ekstrasellliler matriksin yikimi igin
proteazlar uretilir. Endotel htcreleri CD31, CD144, avp3 integrinler gibi hicre
membran adhezyon molekilleri sayesinde bozulmus ekstraselliler matrikse (ECM)
g6¢ ederler. Bu gbg¢un ardindan endotel hiicreleri yeni kan damari yapimi igin gerekli
hicre sayisini saglamak amaciyla ¢ogalirlar. Yeterli miktarda ¢ogalmanin ardindan
Uc boyutlu tlpsu yapi olusumu gerceklesmektedir (Auerbach ve dig., 2003; Ferrara,
2004; Kahn ve dig., 2000). Proliferasyon durur, hicreler morfolojilerini degistirerek
bir Ilimen olusturacak sekilde birbirlerine sikica tutunurlar. Cogunlukla perisitlerin ve
vaskller duz kas hucrelerin endotelyuma katilmasi ve yeni bazal membranin
sentezlenmesi ile anjiogenez tamamlanir (Ferrara, 2004). Endotel hucrelerinin yeni

damar olugsumu sirasinda go6¢ edebilmesi hicre adezyon molekillerindeki
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degisiklikler sayesinde olur. Bu degisiklikler hem hicre-hiicre hem de hicre-ECM
arasindaki sinyalizasyonu etkiler (Gug, 2004).

Hlcre-doku-organ buatunlugunun  kurulmasiyla iligkili  ikinci orgutlenme
basamagindaki molekuller genel olarak adezyon molekilleri adi altinda incelenir.
Adezyon molekllleri  fonksiyonlarina ve vyapilarina goére dort sinifta
incelenmektedirler: integrinler, selektinler, immuinglobulin sdper-ailesine dahil
adezyon molekdlleri ve kaderinler.

integrinlerin, yapilari ve fonksiyonlari Ca®*, Mg*" bagimlidir. Arginin-glisin-
asparagin (RGD) aminoasit dizilerine sahip molekillere baglanma 6zelligi gosterir.
Bu diziler hlice-ECM glikoproteinlerinde, bazi hicrelerin yilizeyinde ve bazi
kompleman proteinlerinde bulunur. Sitoplazmik kisimlari ile vinkulin, talin, aktin, a-
aktinin, tropomiyozin gibi hiicre ici iskelet yapisi elemanlariyla etkilesirler. Aktif hale
gecgen bir hiicre sitoplazmasindan sinyal iletildiginde, integrinlerin hiicre-disinda
kalan kismi sekil degisimi goOstererek kendi ligandina olan afinitesini arttirir. Bu
isleme iceriden-disa (inside-out) sinyal iletimi denir. Bu islem adezyon molekdlleri
arasinda bir tek integrinlerde gérilir. integrinlerin ligandina baglanmasi ile bu kez
disaridan-igeriye (outside-in) sinyal mekanizmasi galisir; bu da hicre igerisinde
apoptozisten proliferasyona kadar birgcok olayda rol alir. Embriyolojik gelisim,
hemostazis, trombosis, yara iyilesmesi, immin savunma mekanizmalari gibi birgok
fizyolojik olayda hiicre-hlicre ve hicre-matriks adezyonuna katilirlar (Gug, 2004).

Selektinler; bulunduklari dokuya ve hicre ylzey molekdlleri ile iligkilerine
gore L-Selektin (CD62L), P-Selektin (CD62P), E-Selektin (CD62E) olmak Uzere Uge
ayrilir. L-selektinler, hemen tum nétrofiller ve monositlerde, T ve B lenfositlerin blyuk
bdliminde ve NK hucrelerinin bir alt grubunda eksprese olurlar. E-selektinler,
endotel hlicresi Uzerinde bulunurlar ve ekspresyonlari IL-1, TNF-a gibi inflamatuvar
uyaranlara cevaben artar. P-selektinler, trombositler ve endotel hticreleri tzerinde
bulunurlar. Bu gruptaki selektinler trombin, histamin, protein kinaz C, kompleman
fragmanlari gibi cesitli mediatorlerle uyarilabilir (Glg, 2004).

Kaderinler; Uzerinde bulunduklari dokulara gore isimlendirilirler ve bugin
bilinen bes kaderin grubu vardir. Kaderinler embriyoda morfogenezden, erigkin
organizmada segici hicre taninmasindan ve yasam boyu normal doku mimarisinden
sorumlu hicre ylzey glikoproteinleridir. Embriyoda 6zgiin adezyon molekdllerinin
ekspresyonu hicre go¢li ve doku diferansiyasyonu icin gereklidir.E-kaderin
ekspresyonu azalan epitel hucrelerinde diferansiyasyonunun azaldigi ve go¢
kabiliyetlerinin arttigi belirlenmistir (Gug, 2004).

immiinglobulin (lg) siiper-ailesi; |g benzeri bolgeler igeren hiicre yiizey

molekullerinin oldugu bir gruptur. Kaderin ve selektinlerden farkli olarak Ig super

17



ailesi Uyeleri, Ca?" 'dan ba@imsiz hiicre yapisma molekdilleri olup, hiicre-hiicre
adezyonundan sorumludurlar. Bu aile tyeleri; ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1 ve
PECAM'dir. ICAM-1 yapisal olarak endotel hiicrelerinde eksprese olur. ICAM-2’nin
endotel hicrelerindeki ekspresyonu ICAM-1’e gére daha fazladir. TUmor nekrozis
faktor (TNF), interldkin-1 beta (IL-1B) ve interferon-y (IFN-y) saliniminin ardindan
ICAM-1 ve VCAM-1 miktarinda artis olur (Gug, 2004).

Anjiyogenez slrecinin dizenlenmesini saglayan molekiller, hicre
proliferasyonunu da tetiklerler. Bu nedenle karsinogenez slrecinde énemli rol
oynarlar. Ornegin; anjiyogenez sirecinde dnemli molekillerden biri olan EGF,
sonucunda hicre proliferasyonunu arttiracak ¢ok sayida genin upregile olmasini
saglar. Kanserlesmis hicrelerin diger dokulara yayillmasi da anjiyogenez ile
saglanir. Diger yandan hiicrelerde adezyon molekillerinin sentezi azaldiinda
komsu htcreler ile etkilesimleri azalir. Hicre-hlcre etkilesimlerinin azalmasi da,
hicrelerin  normal dokudan fakllagsmalarini ve dolayisiyla kanserlesme

potansiyellerini arttirir.

1.2.6. Hiicredeki Enerji Metabolizmasinin igleyisi

Hicrede metabolik olaylar dinamik bir denge halinde dizenlenmektedir;
anabolik ve katabolik olaylar arasinda gayet ince olarak ayarlanmis bir denge
bulunmaktadir. Bu denge sayesinde hiicrenin kimyasal kompozisyonu degismeden
kalir. Metabolitlerin nasil ve nerede yapilacag! veya nerede kullanilacagi ¢ogalma
faktorleri ve sitokinlerin dahil oldugu ekstrasuliler sinyalizasyon mekanizmalari ile
kontrol edilir.

Son vyillarda yapilan c¢ahgmalar, hlcresel metabolizmanin apoptozisin
dizenlenmesinde de rol aldigini géstermistir. Metabolizma ve apoptozis arasindaki
baglanti enerji metabolizmasi ile kurulur ve bu baglantidaki temel organel
mitokondridir. Mitokondri, sitoplazmadaki metabolitleri kullanarak trikarboksilik asit
doéngusuni (TCA), beta oksidasyonu ve oksidatif fosforilasyonunun gerceklesmesini
saglayarak yasam igin gerekli olan ATP sentezini saglar. Farkli hiicre tiplerinin farkl
metabolik ihtiyaclari vardir. Hizli ¢ogalan hicreler ¢cok miktarda enerjiye, yavas
¢ogalan hucreler ise minimum enerjiye ihtiya¢c duyarlar. Hlcrelerde mitokondride
piruvatin oksidasyonuyla glikoliz gerceklestigi bilinmektedir. Kanser hicrelerinin
sitosoliinde ise laktik asit fermantasyonuyla yiksek oranda glikoliz ile eneriji Uretilir.
Kanser hiicrelerinin hicrenin oksijenden bagimsiz olarak oldukga ylksek glikoliz
orantyla karakterize bir metabolik motif gostermesi Warburg etkisi olarak bilinir.

Mitokondri hucresel enerji metabolizmasindaki kilit gorevinin yanisira, intrinsik

apoptoziste de rol alan bir organeldir. Pro ve anti apoptotik Bcl-2 ailesine ait
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proteinler mitokondri dig zarinin gecirgenligini degistirerek pro apoptotik bir molekul
olan sitokrom c'nin salinmina, sitokrom c ise kaspaz aktivasyonuna neden olarak
hicreyi apoptozise goéturar. Apoptozis, nekrozun aksine enerji bagiml bir iglemdir.

Yeterli miktarda ATP yoksa apoptoz gerceklesmez.

1.2.7. Hicresel Bilgi Akisinin Diizenleyicilerinden Biri Olan Epigenetik

Mekanizmalar

Genomdaki bilgilerin ne zaman, nerede ve ne siklikla okunacaginin
belirlenmesinde 90’li yillarin sonuna kadar kabul edilen mekanizmalar, genlerin
dizenleyici bdlgesinde bulunan promotor, operator, enhancer, silencer gibi dizi
motiflerine  transkripsiyon faktorlerinin, aktivator ve represdr proteinlerin
baglanmasini ve etkilesiminin cis ve trans olarak dizenlenmesini iceriyordu. 2000’li
yillardan itibaren ise, genlerin sessizlestirimesinde RNA interferans, mikro RNA’lar
gibi post transkripsiyonel kontrollerin de 6énemli rol oynadigi goésterildi. Daha da
onemlisi, genlerin ekspresyonunda transkripsiyon éncesi molekiler olaylarin da
transkripsiyon faktorleri kadar énemli oldugu anlasildi. Kavram karmasikligini
azaltmak icin bu olaylar “epigenetik” kavrami altinda toplanmaya c¢aligildi ve zaman
icerisinde epigenetigin tam olarak neyi ifade edip etmedigi konusu da giderek
netlesmeye basladi. Genel goris, hicre i¢erisinde 90’h yillarin sonuna kadar bilinen
gen ekspresyonu mekanizmalari disinda kalan batin mekanizmalar epigenetik
kavrami altinda toplanmaya caligilsa da, epigenetik esas olarak transkripsiyonel
kontrol 6ncesi genomun ve ilgili genin transkripsiyona hazir hale getiriimesiyle ilgili
batin molekller olaylari ve mekanizmalari kapsar. Bu molekuler olaylar ve
mekanizmalar ¢ baslk altinda toplanabilir. Birincisi; kromatinin yeniden
modellenmesi (transkripsiyona izin veren/vermeyen paketlenme) ile ilgili molekiler
olaylar; ikincisi; histon paketgiklerine sarilmis DNA’nin transkripsiyona acik veya
kapali hale gelmesine yoénelik histon kodlari veya modifikasyonlari (asetilasyon
/deasetilasyon,  metilasyon/demetilasyon, fosforilasyon/defosforilasyon  gibi);
Uglincusu ise; genlerin dizenleyici bélgesine yakin yerde bulunan CG adaciklarinin
metilasyon durumlaridir (5metil sitozin araciligiyla hipo/hipermetilasyon dizeyleri).
Son yillarda bazi arastirmacilar kodlama yapmayan RNA’larin da gen ekspresyonu
Uzerine etkilerini epigenetik kavrami altinda siniflandirmiglardir (Murrel ve dig.,
2005).

DNA metilasyonu/demetilasyonu, DNA da belirli tekrarlayan dizilerdeki CpG
adaciklarindaki sitozinin 5 nolu karbonuna DNA metiltransferaz enzimleri araciligiyla

metil gruplarinin eklenmesi/gikariimasi olaylarini igerir. Her bir CpG adacigindaki
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metilasyon ve demetilasyon deseni karakteristiktir, dolayisiyla hucrede bazi genler
hipermetile veya hipometile durumdadir.

Bir genin metillenme derecesi ile ifade edilme derecesi arasinda ters bir iligki
vardir. Yani, dusik derecedeki metillenme ylksek oranda gen ifadesi ile yiksek
oranda metillenme ise dislk seviyede gen ifadesi ile baglantilidir. Hipermetilasyon,
transkripsiyon inaktivasyonu ile, hipometilasyon ise transkripsiyon aktivasyonu ile
sonugclanabilir. Clnkid hipermetilasyon o gene 6zgl transkripsiyon faktérlerinin ilgili
DNA boélgelerine tutunmasini engeller.

Basta timor supresér genler olmak Uzere DNA tamir genleri, hicre siklus
regulatorleri, apoptozis ve transkripsiyonla iligkili genler gibi genomda hayati
fonksiyonu olan pek c¢ok gen metilasyon/demetilasyon islemleri ile aktive/inaktive
edilir.

DNA metilasyonundan sorumlu enzimlerin genel adi DNA metil transferazlardir
(DNMT). DNMT enzimleri olusturduklari DNA metilasyon desenleri hem gen
ekspresyonunu dizenler hem de genom stabilitesini korurlar.

DNMT’ler genig bir enzim ailesidir. Bunlardan DNMT1,DNMT3a veDNMT3b
simdiye kadar en c¢ok calisiimis DNA metiltransferazlardir. DNMT1, somatik
hiicrelerde en ¢ok bulunan DNMT’dir. (Ballestar ve Esteller, 2005). Replikasyon
alaninda lokalizedir, yari metillenmis DNA’y1 metilenmemis DNA’'ya nazaran 10-40
kat daha fazla metiller. Ayrica DNMT1’nin metilasyonun sirdirtilmesinden sorumlu
enzim oldugu bilinmektedir (Bird, 2002; Ballestar ve Esteller, 2005).

DNMT3a ve DNMT3b de novo metilleyici enzimlerdir. Hem metillenmis hem de
metillenmemis DNA'yI kalip olarak kullanirlar. DNMT3b’nin karboksi terminal katalitik
bélgesindeki mutasyonlarin immun yetersizlik, sentromerik instabilite, fasial
anomaliler ile iligkisi gdsterilmistir (Laird ve Jaenisch, 1996).

DNMT’ler histondeasetilazlarla birlikte calisarak transkripsiyonu engelleyici
fonksiyon gdsteririler. Basta timor baskilayici genler olmak tizere DNA tamir genleri,
hiicre siklus regullatérleri, apoptozis ve transkripsiyonla iligkili genler gibi genomda
hayati fonksiyonu olan pek ¢ok gen hipermetile hale getirilerek inaktive edilir.

Histon modifikasyonlari; Okaryotik organizmalarda genetik materyal hiicre
icinde ¢ekirdek gibi kisith bir alana sigdiriimak zorundadir. Bu nedenle DNA gesitli
yogunlagsmalara ve katlanmalara maruz kalr. Bu yogunlagsmalarin ilk basamagini
DNA’nin histon proteinleri etrafinda sarilmasi olusturur. H1, H2A, H2B, H3, H4
olmak Uzere bes cgesit histon proteini mevcuttur. Bu proteinlerden H2A, H2B, H3,
H4’ten ikiser tanesi bir araya gelerek oktomerik histon kompleksini olustururlar. H1

proteini de bu yapiya katilir ve nikleozom yapisi olusur. 146 baz ciftlik DNA bu yapi
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Uzerinde iki kez dolanir. Daha sonra nikleozomlara paketlenmis durumdaki DNA
daha da katlanarak yogunlagmig kromotin yapilarini olusturur (Grant, 2001).

Transkripsiyonunun gerceklesebilmesi icin normalde transkripsiyona izin
vermeyen bu kromotin yapilarinin yeniden duzenlenmesi gerekmektedir. Bu yeniden
dizenlenme olayinda kromotinin yapitaslari olan nukleozomlari olusturan histonlarin
kimyasal modifikasyonlari belirleyici rol oynar.

Bu modifikasyonlar nikleozomlarin yapisindaki histon proteinlerin asetilasyonu/
deasetilasyonu, fosforilasyonu/ defosforilasyonu, metilasyonu/ demetilasyonu,
ubiquitinasyonu/ deubiquitinasyonu gibi islemleri icerir (Ballestar ve Esteller, 2005).

Histon asetilasyonu; histon proteinlerinin asetilasyonunun iki fonksiyonu vardir.
Birincisi; pozitif yuklu lizin aminoasitlerini nétralize etmesi, ikincisi ise histon uglari ile
yapisal proteinler arasindaki baglari destabilize etmesidir. Kromozomlarin “aktif gen”
bolgelerindeki H3 ve H4 proteinlerine ait lizin aminoasitleri hiper asetillenmis
formdadirlar (Ballestar ve Esteller, 2005).

Histon proteinlerine asetil gruplarini ekleyen enzim Histon Asetiltransferaz (HAT)
olarak adlandirilir. Bu igleme zit olarak, histon proteinlerinden negatif yuklu asetil
gruplarinin gikarilmasi, histonlarin daha fazla pozitif yiiklenmesine sebep olur. DNA
histonlara daha siki baglanir ve transkripsiyon faktorleri DNA ya baglanamadigi i¢in
transkripsiyon engellenmis olur. Histonlar histon deasetilaz enzimi (HDAC)
deasetillenir (Ballestar ve Esteller, 2005).

Histon metilasyonu, arginin ve lizin aminoasitlerine metil grubunun
eklenmesiyle gerceklestirilir. Bu modifikasyon nikleozomun 6zelligini degistirir ve
diger proteinlerle etkilesimini etkiler. Arginine, peptidilarginin metiltransferaziar
(PRMT) tarafindan, Lizine ise lizin metiltransferazlar tarafindan bir ya da iki metil
grubu eklenebilir (Ballestar ve Esteller, 2005).

Histon fosforilasyonu; Negatif yikli fosfor gruplarinin histon proteinlerine
eklenmesi histonlarin pozitif yUkini nétralize ederek DNA ya olan afinitelerini
azaltir. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarindaki serin ve treonin aminoasitlerinde
meydana gelir. H3 histonlarindaki serin aminoasitlerinin memeli hiicrelerindeki gen
aktivasyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir. H2A histonlarindaki yine serin
aminoasitlerinin fosforilasyonunun mitotik kromozom yogdunlasmasiyla ilskili oldugu
gOsterilmistir (Ballestar ve Esteller, 2005). Histonlar mitoz sirasinda fosforillenirler.
Histonlar sinyal iletisiminde de fosforilasyon goésterirler.

Histon ubiquitinasyonu; Histon proteinlerin C (Karboksil) terminaline yakin lizin
aminoasitlerine ubiquitin proteinlerinin aktariimasi ile karakterize modifikasyon

seklidir. En sik H2A ve H2B histonlari ubiquitinlenir. Transkripsiyonel aktif gen
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bolgelerinde ubiquitinlenen histon proteinlerin yaygin olarak bulunmalarindan dolayi

gen regllasyonunda goérev aldiklari distniimektedir (Ballestar ve Esteller, 2005).

1.3. Kanser

Hucrelerin kontrolstiz cogalmasi, apoptotik ve antiapoptotik
mekanizmalarinin dizensiz isleyisi ve bulunduklari dokudan diger dokulara
yayllmasiyla karakteristik bir hastalik olan kanserin 100‘Un Gzerinde ¢esidi vardir.
Genel olarak koken aldiklari dokuya go6re siniflandirmalari yapilir. Epitelyal
hicrelerinden kdken alanlar “karsinom”, mezoderm hiicrelerinden (kemik, kas gibi)
koken alanlar “sarkom”, meme hicreleri gibi salgi bezi hiicrelerinden kdken alanlar
ise “adenokarsinom” olarak adlandiriliriar.

Kokenleri, molekiler ve hiicresel mekanizmalari birbirlerinden farkli olsa da,
Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda yaptiklari derlemede, kanser hicrelerinin
karakteristik 6zelliklerini alti temel kategoride O&zetlemislerdir. Bu 6zellikler; (1)
¢ogalma sinyallerine gereksinim duymadan c¢ogalabilmeleri, (2) c¢ogalmayi
engelleyici sinyallerden etkilenmemeleri, (3) apoptotik hiicre 6liminden
kacabilmeleri, (4) limitsiz cogalma potansiyelleri, (5) yeni damar olusturabilmeleri
(anjiyogenezis) ve (6) metastaz yapabilmeleridir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Hanahan ve Weinberg'in 2011 yilinda yaptiklari guncellemede, yapilan
arastirmalar 1s1ginda kanser hucrelerinin iki yeni karakteristik 6zelliginin daha bu
listeye eklenmesi gerektigini vurgulamiglardir. Bu Ozelliklerden ilki, kanser hucresinin
surekli cogalma potansiyelini sirdirebilmek igin hiicresel metabolizmalarini yeniden
programlayabilmeleridir. Diger ozellikleri ise bagisiklik sisteminden, 6zellikle T ve B
lenfositlerinden, makrofajlardan ve natural killer hicrelerden kagabilmeleridir
(Hanahan ve Weinberg, 2011) (Sekil 1.5).

Yukarida 6zetlendigi gibi kanser hicrelerinde meydana gelen bozukluklarin
aydinlatilmasi ve bunlarin arastirilmasi, yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesi ve

kanser tedavisi slreclerine katki saglayacaktir.
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Gogalmayi Engelleyici
Sinyallerden
Etkilenmeme

Programlayabilme

Gogalma Sinyallerine
Gereksinim Duymadan
Gogalabilme
Apoptosisten
Kagabilme
Anjiyogenez
Metabolizmalarnini
Yeniden

Badisiklik Sisteminden
Kagabilme

Limitsiz Cogalma
Potansiyeli

Sekil 1.5: Kanser hicresinin karakteristik 6zellikleri.

1.4. Meme Kanseri

Meme dokusu; epiteliyal parankim, kas, bag ve yag doku, kan damarlari, lenf
ve sinir sisteminden olusmaktadir. Epiteliyal parankim, alveolun kanalciklarinin

birleserek olusturdugu lobtllerden ve her biri ayri bir kanal ile meme basina agilan

20 veya daha fazla lobdan olusur (Sekil 1.6) (Batson, 1942).

Meme kanseri, lobllleri ya da sit kanallarini olusturan hicrelerin kontrolsiz
c¢ogalmalar ve vicuttaki diger dokulara yayilarak ¢ogalmaya devam etmeleriyle

gelisir. Sut kanallarindan kaynaklanan kansere duktal karsinom, lobdllerden

kaynaklanan kansere de lobller karsinom adi veriimektedir.
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a;l Terminal duktal-lobiiler birim

Luminal hiicreler

Myoepiteliyal hiicreler

Progenitor/kdk hiicre

Stromal
fibroblastlar

4 Bazal membran

Sekil 1.6: Meme bezi (Dimri ve dig., 2005).

Meme kanseri, dinya ¢apinda kadinlarda en sik gorulen (%23) kanser tipidir
ve kansere bagli 6limlere bakildiginda akciger kanserinin ardindan ikinci sirada yer
alir. 2008 yilinda, dinyada yaklasik 1.38 milyon kadina meme kanseri tanisi
konuldugu ve bu hastalarin Ggte birinin (460.000 kisi) 6ldtgu bilinmektedir (Giuliano,
2009).

Tarkiye'deki en guncel meme kanseri istatistigi 2005 yilinda saglik bakanhgi
tarafindan yapilmistir ve bu istatistiklere gére meme kanseri %35.47’lik oranla
ulkemiz kadinlari arasinda en yaygin gorulen kanser tipidir. Meme kanserinin
goérilme sikhgi, son vyillarda giderek artmistir. Bu artisin ekzojen hormonlar,
mensturasyon durumu (erken menars, ge¢ menopoz), kilo, beslenme bigimi ve alkol
tiketimi ile iligkili oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur (Beral ve dig., 2003;
Reeves ve dig., 2007; Monninkhof ve dig., 2007). Meme kanserinde yas ve cinsiyet
en onemli risk faktorleridir. Otuz yasin altindaki kadinlarda meme kanseri gortlme
orani, menopoz ve sonraki donemler ile karsilastirildiginda daha dusiktir (Rogers
ve dig., 2002). Erkeklerde ise meme kanseri tum vakalarin %71’ini olusturmaktadir
(Giordano ve dig., 2004). BRCA-1 ve BRCA-2 gibi tiumdér baskilayici gen
mutasyonlari, ailede meme ve yumurtalik kanseri bulunmasi gibi genetik faktorler de

hastaligin ortaya cikma riskini arttirmaktadir (Armstong ve dig., 2000).

1.4.1. Meme Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Meme kanseri hem genetik hem epigenetik mekanizmalardaki
bozukluklardan kaynaklanir. Bu bozuklukta hem ekzojen hem endojen kaynakli i¢ ve

dis cevresel faktorler rol oynadigi gibi, atalarindan kalitilan bozuk genler de rol alir.
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Meme kanserinin hem kalitsal (ailesel) hem de sporadik tipleri mevcuttur. Birincil
veya ikincil derece akrabalarinda birden fazla kiside meme kanseri gorilen ve diger
kanserlerin metastaz yapmasi sonucu (sekonder) olusmamis olan meme kanserleri
kahtsal (ailesel) meme kanserleri olarak tanimlanir (Beckmann ve dig.,1997).

Meme kanserlerinin  %5-10'unda meme kanserine vyatkinlik genlerinde
mutasyonlar gortlmektedir. Bu genlerden BRCAT1, BRCAZ2, PTEN, TP53,
LKB1/STK11 ve CDH1 yluksek risk genleri, CHEK2, TGF-1, CASP8 ve ATM ise
disuk risk genleri olarak kabul edilmektedir. BRCA1 ve BRCAZ2 genlerindeki
mutasyonlar kalitsal meme kanserlerinin Ugte birinden sorumludur (Beckmann ve
dig.,1997).

Kalitsal meme kanserlerinin %40’ inda BRCA 1 geninde ve %30’'unda BRCA2
geninde mutasyonlar saptamistir. Bu mutasyonlar bazi populasyonlarda daha sik
gorulmektedir. Ornegin; Askenaz Yahudi kadinlarinin %2'si BRCA1 185 del AG
(185. bazda AG delesyonu), BRCA1 5382 ins C (5382. pozisyona ekstra baz
eklenmesi) veya BRCA1 6174 del T (6174. pozisyonda T bazinin delesyonu)
mutasyonlarini tasir. BRCA2 999 del 5 (999. pozisyonda 5 bazin delesyonu)
mutasyonu ise bu kadinlarda gérilen kalitsal meme kanserlerinin yaklasik
%50’sinden sorumludur (McPherson, 2000).

iki (¢ kusak boyunca birinci dereceden akrabalarinda meme kanseri
OyklUslne rastlanmaksizin meme kanseri gozlenen hastalar sporadik meme
kanseri hastalaridir. Ailede meme kanseri ile birlikte farkli bir tip kanser 6ykusu
olan, otozomal dominant gecis gdsteren meme kanseri hastalari bu gruba dahil
edilmektedir (Beckmann ve dig.,1997).

Sporadik meme kanserleri, kaltsal mutasyonlar yerine ilk defa bireyin
genomunda ortaya c¢ikan ve tamir sistemleri tarafindan dizeltiiemeyen
mutasyonlarin birikimi sonucu olusur. Onkogenlerin aktivasyonu ile birlikte timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ve bunlarin yaninda bu genlerin bir kaginda
birden meydana gelen mutasyonlarin rol oynadidi bilinmektedir (Beckmann ve
dig.,1997).

Gunimuzde, meme kanserinin olusumu ve gelisimi hakkinda i¢ ve dis
faktorlerin nasil rol oynadigina dair hipotezler ortaya konulmustur. Ornegin; Melchor
ve Benitez (2008), meme timorlerinin bireyde ilk ortaya cikisini “kanser kok hlcresi”
hipotezi ve timor gelisimini ve ¢ogalimini ise “klonal secilim modeli” hipoteziyle
aciklamaya galismiglardir. Bu hipoteze goére; normal meme dokusu diger organlarin
aksine yetigskin yasami siresince ¢ok gesitli yapisal degisikliklere ugrar. Ergenlikle
birlikte hormonal salinimlarla meme kanallarinda dallanmalar baslar, hamilelik ve

emzirme sirasinda meme hucrelerinde gogalma hizi artarken doku farklilagsmasi son
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halini alir. Sut salgilanmasi bitiminde meme dokusu apoptozis ile hamilelik 6ncesi
halini alir. Meme dokusunun bu sekilde ¢ogalabilmesi ve farkhlagsabilmesi igin
binyesinde “kdk hlcreler” veya “progenitor (6nct)” hiicreler bulunmasi gerekir. Bu
hicrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu timér olusumuna neden olan
degisiklikler meydana gelecektir ve meme hicrelerindeki heterojenite ortaya
cikacaktir (Melchor ve Benitez, 2008).

1.4.2. Meme Kanserinin Alt Tipleri

Meme kanseri kinik, morfolojik ve molekuler acgilardan oldukga farklilik
go6steren heterojen bir hastaliktir. Bu heterojeniteyi timor capi, lenf nodu sayisi,
histolojik derece, yas gibi Kklinik parametreler veya 6strojen reseptéri (OR),
progsteron reseptéri (PR), epidermal ¢cogalma faktéri reseptéri 2 (EGFR2) gibi
biyobelirtecleri tek baslarina kullanilarak agiklamak mimkin degildir. Son dénemde
yapilan arastirmalarla, meme kanseri gelisiminde farkh molekillerin ve sinyal
yolaklarinin rol aldigi belirlenmistir. Bunun yaninda, hlcresel mikrogevrenin ve
genetik yapinin da hastaligin patofizyolojisini, gelisimini ve tedaviye cevabi etkiledigi
belirlenmistir (Hu ve Polyak, 2008).

Meme timdrleri histolojik incelemeler sonucu 18 alt tipe ayrilabilmektedir. Bu
siniflandirma hastaligin prognozu hakkinda ipuglari verse de ayni histolojik alt tipteki
hastalarin tedaviye cevaplari konusunda hala biyuk farklar bulunmaktadir (Stingl ve
caldas, 2007).

Mikroarray ile yapilan gen ekspresyon profilleme analizlerinde arastirmacilar
binlerce genin es zamanli ekspresyon profillerini ortaya koymuslardir. Buna goére
meme tumorlerinin siniflandiriimasi tekrar yapilmistir (Perou ve dig., 2000). Gen
ekspresyon motiflerine bakilarak yapilan siniflandirmaya gére meme timorleri
Luminal A, Luminal B, ERBB2 (HER2), bazal ve normal-benzeri olmak Uzere bes alt
tipe ayrilmistir. Bu molekiler alt tipler, normal yetiskin memede luminal epitel ile
miyoepitel hicreleri olmak lGzere iki temel epitelyum hicre tipi bulunduguna isaret
eder (Perou ve dig., 2000).

Luminal timérler, 6strojen reseptor (OR) pozitif olup, PR, GATA3, BCL-2 ve
siklokeratinlerden CK8 ve CK18'i eksprese ederler. HER2, bazal ve normal-benzeri
alt tipleri ise OR negatiftir. OR pozitif ve HER2 pozitif timdrler Luminal B alt tipinde
gruplandiriliriar.

HER2 pozitif timdrler, meme kanserlerinin %15-20’sini olusturur. Yuksek
miktarda HER2 ve g¢ogalma faktoéri-bagl protein 7 (GRB7) gibi hiicre gogalmasina

neden olan genleri eksprese ederler. Hizli ¢odalma potansiyeline sahip bu
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timorlerin %40’indan fazlasinda p53 mutasyonu goérulir (Sorlie ve dig., 2001;
Sotiriou ve dig., 2003).

Normal-benzeri meme tumorleri %5-10 oraninda goértlmektedir. Bu
timorlerde normal meme yag dokusunda ekspresyonu olan genler eksprese edilir.
OR, PR ve HER2 negatif tiimérlerdir ancak CK5 ve EGFR ekspresyonu gériiimez
(Sorlie ve dig., 2001; Sotiriou ve dig., 2003).

Bazal-benzeri timodrler, meme kanserlerinin  %10-20’sini olusturur. Bu
timorlere bazal-benzeri denmesinin nedeni; codunlukla bazal epiteliyal hicreler ve
normal meme miyoepitel hicrelerinde eksprese edilen CK5, CK17, P-kaderin,
Kalveolin 1 ve 2, netsin, CD44 ve EGFR gibi genlerin ekspresyonun gdrtlmesidir.
Ostrojen ve progesteron reseptor (PR) ve HER2 negatif (lcll negatif) timérlerdir
(Sorlie ve dig., 2001; Sotiriou ve dig., 2003).

Molekdler alt tiplemenin yapilmasindan sonraki yillarda yapilan calismalar,
bu alt tiplere sahip hastalarin tedaviye birbirinden farkli cevaplar verdigini ve
ortalama yasam sdurelerinin de birbirinden farkli oldugunu ortaya koymustur (Sorlie
ve dig., 2001; Sotiriou ve dij., 2003). OR pozitif Luminal A tip timorlii hastalarin
prognozu iyi ve ortalama yasam siiresi uzunken, OR negatif, HER2 pozitif ve bazal-
benzeri timorlere sahip hastalarin prognozu koétu ve ortalama yasam sireleri
oldukga kisadir. Bunun yaninda, timériin OR durumunun klinik 6ézellikler ve timor
derecesinden bile daha énemli bir prognostik faktor oldugu belirlenmigstir (Sotiriou ve
dig., 2003).

Tum bu bulgular, meme kanserinin her hastada ve hatta hastaligin her
evresinde farkhlik gdsterdigini, bu nedenle her hastanin hastaliginin kendine 6zgi

oldugunu ortaya koymustur.

1.4.3. Meme Kanseri Calismalarinda Kullanilan Model Sistemler

ilac tarama calismalari programlari sonucu bulunan yeni anti kanser ilaglar
genelde hedefe yonelik Gretiimektedirler. Yiksek derecede timor spesifik 6zelliklere
sahip olmalari nedeniyle tek baslarina veya mevcut kemoterapétiklerle kombine
olarak kullanimlari kanser hastalari igin yeni tedavi secenekleri anlamina
gelmektedir. Hizli bir sekilde ortaya ¢ikan bu ajanlarin temel, pre-klinik ve klinik
arastirmalarla etkinliklerinin ortaya konmasindaki zorluklar Kklinikte kullaniimaya
baslama sureclerini zorlastirmaktadir (Gupta ve Kuperwasser, 2004; Zips ve dig.,
2005).

insanlar Gizerinde deney yapmanin mimkiin veya etik olmadi§i durumlarda,
hastaliklarin sebeplerini ve tedavi segeneklerini belirlemek icin model sistemler

kullanilir. GUnumuzde, etik, tibbi, ekonomik kisitlamalar ve klinik galismalara uygun
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hastalarin sayisinin azhidi gibi nedenlerle pek ¢cok arastirma deneysel sistemler
kullanilarak gerceklestiriimektedir. Meme kanseri oldukga kompleks kanser
turlerinden olup, bu hastaligin meme kanserini hiicre diizeyinde modelleyen hiicre
hatlari Gzerinden galisiilmasi, tercih edilen yaklagimlar arasindadir. Uzun yillar
boyunca arastirmacilar anti kanser ajanlara cevabi dlgimleyebildikleri ¢cok cgesitli in
vitro ve in vivo model sistemler gelistirmislerdir. Arastirilacak anti kanser ajanin ilk
denemeleri 6nce kanser hicre kiltlrlerinde, daha sonra ksenograft modellerde ve
son olarak faz I, faz IlI, faz Ill klinik g¢aligmalarla dogrulandiktan sonra Kklinige

uyarlanmasi mimkin olmaktadir (Sekil 1.7). (Zips ve dig., 2005).

Klinikte kullanim

~

Klinik d ler NI

Voo

17 In vivo deneyler

In vitro deneyler

ilag gelistirme

Sekil 1.7: Yeni anti kanser ajanlarin arastirildi§i translasyonel arastirmalarda izlenen
strateji (Zips ve dig., 2005).

Meme kanserini hlicresel seviyede modellemede kullanilan bir¢ok insan
meme kanseri hlcre hatti tanimlanmigtir. Bu hicre hatlarindan g¢alismamizda

kullanilanlar asagida detayli olarak agiklanmaktadir.

1.4.4. Meme Kanserinin Farkli Molekiiler Tiplerini Modelleyen Hiicre Hatlari

Calismamizda kullanilan saglikli hicreleri modelleyen MCF-10A ve meme
kanserinin farkli molekuler alt tiplerini modelleyen MCF-7 ve MDA-MB-453 hcre
hatlarinin temel Ozellikleri asagida detayl olarak verilmigtir. Ayrica hucrelerin temel

Ozelikleri Cizelge 1.1'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.1: Calismada kullanilan meme hticre hatlarinin 6zellikleri.

Hiicre Hatti Tipi OR P53 Kaspaz 3 Bcl-2

Normal meme
MCF-10A ) . _ - Saglam + Normal
epitel hicresi
Invaziv duktal
MCF-7 ) + Saglam - Fazla
karsinom

MDA-MB-453 Adenokarsinom - Mutant + Az

1.4.4.1. MDA-MB-453 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin Ozellikleri

Metastatik meme kanseri olan 48 yasinda meme kanseri beyaz irktan bir
kadinin plevral efuzyonundan elde edilmig, 46 kromozoma sahip bir hicre hattidir
(Sekil 1.8). Tek tek hticreler veya kiiglk hicre gruplari seklinde gogalan, ikilenme
sureleri 2-3 glin olan kulttrlerdir. Timusu olmayan farede tumoér olusturmaz. En
onemli ¢ogalma regulatorlerinden olan androjen reseptoérleri (AR), meme kanseri
hastalarinin %80’inde ylksek oranda sentezlenmektedir. MDA-MB-453 insan meme
kanseri hicreleri, yuksek seviyede AR sentezledikleri icin AR ile iligkili calismalarda
siklikla kullanilan bir hiicre hattidir. Androjen reseptdr pozitif olmasinin yaninda,
Ostrojen reseptoérll, progesteron reseptori yoktur. HER2 reseptori ekspresyonu ise
mevcuttur (Vranic ve dig., 2011). EGFR, TOP2A, HER2 genlerinin amplifikasyonu
veya asirl ekspresyonu gorulir. Hicre dongusinde rol alan proteinlerden p16, pRb
ve cyclin D1’in asiri ekspresyonu tespit edilmistir. K-RAS (Gly13Asp GGC>GAC) ve
p53 genlerinde mutasyon tespit edilmistir. BCL-2 gen ekspresyonu dusiktur (Vranic
ve dig., 2011).
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Sekil 1.8: MDA-MB-453 hucrelerinin faz kontrast mikroskobundaki gorintisi (10x).
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1.4.4.2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin Ozellikleri

MCF-7 hicreleri, 64 yasinda evre |V invaziv duktal karsinomall beyaz irktan
bir kadinin plevral efizyonundan izole edilmistir (Soule ve dig.,1973). Morfolojisi
epitelyal olup (Sekil 1.9), insllin benzeri ¢ogalma faktérli baglanma proteinleri
sentezler. Ayrica WNT7B onkogeninin ekspresyonu mevcuttur. HER-2 geninin
ekspresyonu normaldir. MCF-7 hucrelerinin sitogenetik analizlerinde; kromozom
sayllarindaki anormal artis ve azalis (andploid 66-87), hatali eslesmis bazlarin
onarim sisteminde (mismatch repair) bozukluklar (Watanabe ve dig., 2001)
goriilmektedir (Nieves-Neira ve Pommier, 1999). DNA"da hatali eslesen bazlar,
DNA tamir proteinleri (mismatch repair, MMR) tarafindan onarilirlar ve ayrica
genomun butdnliginin korunmasinda goérev alirlar. Hatali eslesmis bazlarin
onariminda goérev alan MLH1 ve MSH2 tamir proteinleri MCF-7 hicrelerinde
mutasyona ugradigi icin, hlcreler antikanser ajanlara karsi direng gelistirir. Sonug
olarak, DNA tamir genlerindeki mutasyonlar ve/veya tamir proteinlerinin az veya
asiri ifadesi, direng gelisiminde énemli bir faktérdur (Schwarz ve dig., 2002). Meme
kanseri ve diger bircok insan kanserinin olusumunda, hicre déngusi kontrol
noktalarindan siklin D1%de olusan mutasyonlar MCF-7 hiicrelerinde de mevcuttur
(Nagasawa ve dig., 1998). MCF-7 hicre hattinda kaspaz -6, -7 ve -9
ekspresyonunun yanisira BCL-2 ekspresyonu da oldukga iyidir. Diger yandan p53
ve p21 genlerinin ekspresyonu ve dizenlenmesi normaldir (Nieves-Neira and
Pommier, 1999). MCF-7 hicrelerinin ¢ogalma mekanizmalarinda; asiri artmis
Ostrojen ekspresyonu ve Ostrojene bagli proliferasyon, EGF “den bagimsiz gogalma,
artmis Her-2/Neu/c-ErbB-2 ekspresyonu (Rait ve dig., 2001) artmis N-ras
(Sutherhland ve dig., 1999) ve Rb proteininin hizli fosforilasyonu rol oynamaktadir
(Botos ve dig., 2002).

Sekil 1.9: MCF-7 huicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki goriintiisi (10x).
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1.4.4.3. MCF-10A insan Normal Meme Epitel Hiicre Hattinin Ozellikleri

MCF-10A hucre hatti, hlcre kultari igin modifiye edilmis normal meme
epitelyum hdcreleridir. 36 yasinda beyaz irktan bir kadinin meme dokusundan izole
elde edilmistir. Mikroskopta luminal duktal hiicre 6zellikleri gdsterirler (Sekil 1.10).
Huicre kulturlerinde adherent (flaska tutunarak ¢ogalan) hucreler olarak cogalirlar.
Diploit karyotipe sahip hucrelerdir. P53 ekspresyonu normal olup, agarda koloni
olusturmazlar. Immun sistemi olmayan farelerde cogalip tiimér olusturmaziar
(Imbalzano ve dig., 2009).

(@]

Sekil 1.10: MCF-10A hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki gortintiisi (10x).
1.5. Hiicredeki Molekiiler Sistemler Hangi Parametreler Uzerinden Calisilir?

1.5.1. Sitotoksisite Olgiim Yontemleri

Sitotoksisite, bir kimyasal bilesigin veya ajanin tanimlanmis deney kosullari
altinda hucreleri éldirme ylUzdesini ifade eder. Sitotoksik etki genelde hiicreye ait
‘canlihk” ve “zindelik” parametreleri (zerinden dolayh olarak hesaplanir. Bu
parametreler membran butunligine dayanan ydntemler (canlilik) ve metabolik
aktiviteye dayanan yontemlerle (zindelik) élgiimektedir.

Membran butunligune dayali yontemlerden biri, htcrelerin tripan mavisi gibi
boyalarla boyanarak, mikroskopta hemositometre ile sayimina dayanan, boya atilim
yontemidir. Tripan mavisi membran butlnlikleri koruyan canli hiicrelere giremez,
dolayisiyla canli hicreler mikroskopta boyanmamis, parlak hicreler olarak
gorindrler. Ancak 6lu hicrelerin membran bitinlikleri kayboldugundan bu hiicreler
mikroskopta boyali olarak gorindrler (Berridge ve dig., 1993).

Membran batunligine dayanan diger bir test Laktat Dehidrogenaz (LDH)

salinim yontemidir. LDH canli hicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir enzimdir ve
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hiicre membran bitiinligl bozulmasi sonucunda ortama salinirlar. ilagla muamele
edilen hicrelerin stpernatant! toplanarak salgiladiklari LDH enzim miktari 6l¢alUr.
Membran butunligu bozulmus hucrelerin miktariyla orantili olarak ortamdaki LDH
enzim seviyesinin miktari da fazla olur (Timm ve dig., 1982).

Metabolik aktiviteye dayanan testler (XTT, MTT, WST) ise daha ¢ok hucrenin
zindelik dizeyini élgmede kullanihir. Kultir ortamina XTT gibi tetrazolyum tuzlar
eklenir. Tetrazolyum tuzlari canli hicrelerdeki (metabolizmalari aktif hicreler)
mitokondriyal enzimler tarafindan renkli formazan boyasina ¢evrilirler (Cory et al,
1991). Olusan renk degisimi spektrofotometrede uygun dalga boyunda &l¢uldr.

Siklkla kullanilan bu ydntemlerin yaninda metabolik aktivite 6lgiminde
kullanilan diger bir ydntem, resazurin yéntemidir. Resazurin, okside formu koyu mavi
renkli olan hafif floresans 0Ozellikteki bir boyadir. Metabolik olarak aktif hicrelerin
mitokondrial enzimleri tarafindan indirgenerek pembe renkli, glcli floresans etkili
resorufine  donlsmektedir.  Resazurinin  resorufine  donlisime  derecesi
mitokondrilerin canlilik ve saglamhgini da belirlemede kullanilir (O‘Brien ve dig.,
2000).

Glnumizde gelisen teknoloji ile birlikte hlicre canliliginin élgiminde yeni
ydntemler ortaya ¢ikmistir. Bu yontemlerden biri; gercek zamanl hicre canhliginin
izlenmesine olanak saglayan xCELLigence sistemidir.

xCELLigence sistemi, gercek zamanli hicre analiz cihazi (RTCA cihazi),
plaka bolgesi, RTCA yazilimini igeren bilgisayar ve 96 kuyucuklu E-plakalar olmak
Uzere dort ana parcaya sahiptir. E-plakalar, hlcre kdiltirinde yaygin olarak
kullanilan standart 96 kuyucuklu plakalara benzerdir. Kuyucuklarin tabanlari altin
kapli mikroelektotlar ile kaplanmigtir. Elektrik iletimi ile kuyucuklardaki hicrelerin
gercek zamanl izlenebilmesi ve analizi saglanir. Uygulanan disik voltaj (20 mV)
mikroelektrotlar arasinda klguk bir elektrik alan Uretir. Bu alandaki akim, zemine
tutunan hicreler nedeniyle engellenir ve élglilen empedansta degisikliklere yol acar.
Empedans basitce, alternatif akimla calisan devrelerde bulunan direng olarak
tanimlanabilir. Kuyucuklarda oélglilen empedans elektrot geometrisine, kuyucuktaki
iyon konsantrasyonuna ve hicrelerin tutma miktarina bagl olarak degisir. Hicre
yoklugunda empedans, hem elektrot/cozelti etkilesimine hem de ¢oézeltinin iyon
icerigine baghdir. Hicrelerin varhdinda ise elektrot ylizeyine tutunan hicreler
yalitkan bir davranis gosterecek ve bdylece elektrot/¢ozelti etkilesimi empedansta
artisa neden olacaktir. Bu degisim miktari kuyucuktaki hicre sayisi, hucrelerin
morfolojileri ve tutunma 6zellikleriyle iligkilidir. Elektrotlar Gzerindeki hlicre sayisinin
artisi empedans degerinin artisina neden olur. Hicre indeksi (Cl), elektriksel

empedans degisiminin ol¢ulmesi ile elde edilen degerdir. Cl degeri, Cl = (Z - Z, )/15
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form0ll ile hesaplanir. Formuldeki Z;, deney sirasinda her hangi bir noktada dlgulen

empedans, Z, ise baslangictaki empedans degerini temsil eder.

1.5.2. Apoptozis Olgiim Yontemleri

Hicreye apoptozis igin sinyal alindiktan sonra hicrede birgok morfolojik
(hicre kiglUlmesi, kromatin yogunlagmasi, apoptotik cisimcikler) ve biyokimyasal
degisim (DNA pargalanmasi, fosfotidilserin molekullerinin hiicre membranin dig
ylzeyine cikmasi) goézlenir. Apoptotik hlcrelerin tespiti icin kullanilan yéntemler de
bu nedenle ¢ok cesitlidir (Glleg ve Eren, 2008).

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak goézlendigi yontem elektron
mikroskopi yéntemidir. Sitoplazmik kicllme, kromatin kondansasyonu ve
fragmentasyonu izlenebilirken, mitokondrinin durumu, hiicre zari ya da nukleus
membraninin  butinliginidn bozulup bozulmadigi gibi detaylar da incelenebilir.
Floresan mikroskopi de siklikla kullanilan bir yéntemdir. Floresan boyalar DNA'ya
baglanarak htcrenin nukleusunu goérinur hale getirirler. Kromatin kondensasyonu
veya nukleus fragmentasyonu olan hicreler apoptotik hlcreler olarak degerlendirilir
(Guleg ve Eren, 2008).

ELISA yontemi ile de hicre kdltirlerinde DNA fragmentasyonunu tespit
etmek muimkindur. ELISA ydnteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle
isaretli antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen
veya antikor var ise renk olusumunun gézlenmesi esasina dayanmaktadir (Gileg ve
Eren, 2008).

Apoptotik hicrelerde, normalde hicre membraninin i¢ yizinde yerlesmis
olan fosfatidilserin (PS) molekilleri hicre zarinin dis yuzine transloke olurlar.
Anneksin V, hilcrenin dis ylzeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir
protein oldugu icin, floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre gorinir hale
getirilebilir (Glleg ve Eren, 2008).

Western blotlama, bir protein karigsimi igindeki belirli bir proteini ve
blyUkligini saptamak icin kullanilan nicel bir yontemdir. Bu metot istenilen bir
proteine karsi yonlendirilen ylksek kalitede bir antikor kullanilarak ilgili protein bir
karisimin iginden saptanabilir. Bu metot yardimiyla apoptozise 6zgl bazi proteinlerin
(kaspaz 3,6,7 gibi) eksprese olup olmadiklarinin saptanmasi mimkuandur (Glleg ve
Eren, 2008)..

Gunumuzde ¢oklu western olarak bilinen “protein antikor” yontemi de siklikla
kullanilmaya baslanmistir. Bu yéntemle belli bir fenomenle iligkili pek ¢ok proteinin

ekspresyon miktarlarinin ayni anda belirlenmesi mimkin olmaktadir. Bu nedenle
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western blot ydnteminin yaninda tercih edilebilecek daha ekonomik ve pratik bir

yéntemdir.

1.5.3. Oksidatif Stres Olgiim Yéntemleri

Oksidatif stres, serbest radikal Uretiminin artigi ve antioksidan savunmanin
azalmasi sonucu olabilir. Bu nedenle, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan
tiketiminin  arastirilmasi  antioksidan miktarlarindaki azalis veya onlarin
metabolitlerindeki artisin degerlendiriimesi ile olabilir. Oksidatif stres, genelde lipit
peroksidasyon son Urtint olan MDA, oksidatif DNA hasar gdstergesi olan 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin (8-OHdG); protein oksidasyonu; SOD, GPx, CAT, glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler; alfa-tokoferol,
askorbik asit, glutatyon, ubikinon, sistein gibi antioksidanlarin dlgimia ile
belirlenebilir. Tim bu enzimlerin ya da son Urlnlerin élgctimesi icin ELISA yontemi ile
calisan kitler mevcuttur. Bu kitlerin yaninda, reaktif oksijen tirevlerinin hlcre iginde
cesitli boyalarla goésterilmesi de mumkindir. 29,79-diklorofloresan diasetat (H2-
DCF-DA) gibi floresans olmayan ancak reaktif oksijen tlrevleriyle okside olup
floresans hal gegen boyalarla muamele edilen hicreler mikroskop altinda
goruntilenebilecegi gibi, olusan floresans miktari florimetre ile kantitatif hale
getirilebilir (Eken, 2012).

1.5.4. Anjiyogenez Olgiim Yéntemleri

In vitro anjiyogenez modelleri, bir ajanla muamele edilen endotel hicrelerinin
proliferasyonu, migrasyonu ve tip olusturma miktarlarinin dlgllmesine dayanir.
Bunlardan ilki, endotel hicrelerin canliiginin oélgtlmesidir. Arastirilacak ajanla
muamele edilen endotel hicrelerinin canhih@r MTT, XTT gibi cesitli yontemlerle
Olchlur. Bu ydntemde hicre ¢odalmasindaki azalmanin nedeninin ajanin sitostatik
etkisinin mi sitotoksik etkisinin mi oldugunu belirlemek mimkuin degildir. Bu nedenle,
eger bu yontem kullaniliyorsa diger anjiyogenez yoéntemlerinden biriyle beraber
kullanilarak ajanin anti-anjiyojenik etkili oldugunun dogrulanmasi gerekir.

Endotel htcreler, VEGF gibi ¢esitli anjiyojenik faktorler sayesinde hareket
ederler. Hicre goécgunun tespitinde kullanilan yéntemlerden en eskisi ve en sik
kullanilani “chamber=odacik” yontemidir. Bu yontemde Ust odaciga yerlestirilen
hicrelerin alt odaciga hareket miktarlari dl¢ilir (Staton ve dig., 2004).

Tlp olusum ydéntemi, endotel hicrelerin matrijel matriksler lzerinde tlpsu
yapilar olusturup olusturmadiginin gézlenmesine dayanir. Diger pratik bir yontem
olan “scratch” yonteminde ise, hicre kaltiri plakalarina ekilen endotel hiicrelerinin

ortasinin pipet ucu yardimiyla ¢izgi ¢ekilir. Ardindan, belirlenen inkibasyon
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surelerince olusturulan gizginin endotel hicreleri tarafindan kapatiima hizi élgultr
(Staton ve dig., 2004).

Bu ydntemlere ek olarak glinimuizde, array yontemiyle kanser hicreleri
tarafindan ekprese edilen anjiyogenezle iligkili proteinlerin belirlenmesi, arastirilacak
ajanla muamele edildikten sonra bu proteinlerin ekspresyon durumlarinin

arastirilmasi da yaygin olarak kullaniimaktadir.

1.5.5. Epigenetik Olgiim Yéntemleri

Hicredeki epigenetik sistemlerin  dlgimi  icin  ¢cok cesitli  yontemler
gelistirilmistir.  Bunlarin  basinda bu mekanizmalarda rol alan DNA
metiltransferazlarin veya histon deasitalaz gibi enzimlerin aktivitelerindeki
degisimlerin ELISA tabanl kitlerle dlgimu gelir. Enzim aktivitelerinin yani sira, bu
genlerin ekspresyon dizeyleri PCR ydntemiyle, protein ekspresyonlari ise western

blotlama teknigi ile dlgtlebilmektedir.

1.6. Trabectedin’in Meme Kanseri Hiicre Kiiltiirlerindeki Etkilerini Anlamak igin

Cevaplanmasi Gereken Sorular

Pubmed, Sciencedirect ve EBSCO veritabanlarinda Trabectedin ile ilgili yapiimig
in vitro, in vivo, faz |, Il ve lll gahgmalarin yizde oranlari Sekil 1.11’de gosterilmistir.
Mevcut calismalar, Trabectedin’in DNA’nin kiiglk oluguna baglandidini, DNA hasari
meydana getirerek DNA tamiri ve transkripsiyon islemlerinin normal fonksiyonunu
engelledigini gbéstermistir. Bu etkilerinin sonucu olarak hiicre ¢cogalmasini engelledigi
ve hilcreyi 6lume goturdugu bilinmektedir (Maurizio ve Galmarini, 2010). Ancak hala
Trabectedin’in kanser hucre hatlarindaki etki mekanizmalar tam ve detayl olarak
aydinlatilamamistir. Ornegin; Trabectedin’in miksoid liposarkomlarda FUS-CHOP
flzyon geniyle etkilesime girdigi icin ylksek aktivite gdsterdidi disinulmektedir.
Ancak Trabectedin, bu genin eksprese edilmedigi diger kanser hicrelerinde de
yuksek aktivite gostermektedir. Yine, meme ve yumurtalik kanser hiicre kultirleri de
Trabectedin’e oldukg¢a duyarli olmalarina karsin Trabectedin'in bu hiicrelerdeki etki
mekanizmalari heniiz aydinlatilamamistir.

Trabectedin’in meme kanseri hlcrelerindeki etkilerinin anlasiimasi i¢in éncelikli
olarak cevaplanmasi gereken soru; Trabectedin’in sarkoma ve yumurtalik kanseri
hicrelerinde oldugu gibi meme kanserinin farkli alt tiplerini temsil eden hiicre
hatlarinda da sitotoksik etkili olup olmadigidir. Kemoterapétik ajanlarin normal
hicreler Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi yan etki profillerinin  dngérilmesi
noktasinda kritik bir konu oldugundan, Trabectedin’in normal meme hucreleri

uzerinde sitotoksik etkili olup olmadiginin da ortaya konmasi gereklidir.
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“Apoptozisden kagma” kanser hucrelerinin karakteristik 6zelliklerinden biri
oldugu igin Trabectedin’in meme kanseri hicrelerinde apoptotik yolaklari aktive edip
etmediginin gosteriimesi olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda, Trabectedin’in meme
kanserinin farkli alt tiplerini temsil eden hicre hatlarinda hangi apoptotik
yolak/yolaklari aktive ettigi ve apoptozisle iligkili molekullerden hangileriyle
etkilestiginin belirlenmesi gereklidir. Trabectedin’in O0zgln kimyasal yapisi
incelendiginde, hicre icinde reaktif oksijen tlrevlerinin olusumuna neden
olabilecegini dustindirmektedir. Bu nedenle, Trabectedin’in sitotoksik ve apoptotik
etkilerini ortaya koyarken, hilicre ici rediksiyon/oksidasyon dengesini etkileyip
etkilemediginin belirte¢ molekdller tizerinden arastiriimasi gereklidir.

Literatirde Trabectedin’in liposarkom hucrelerinde CCL2, CXCLS8, IL-6, VEGF
gibi cesitli anjiyojenik sitokinleri inhibe ettigi gosterilmistir (Germano ve dig., 2010).
Trabectedin’in meme kanseri hicrelerinde de benzer sekilde anti-anjiyojenik
etkilerinin olup olmadigi arastiriimasi gereken diger bir konudur.

Epigenetik mekanizmalarda meydana gelen degisikliklerin  hicrelerin
kanserlesme surecinde oOnemli rolleri oldugu bilinmektedir.  Epigenetik
mekanizmalarda meydana gelen degigiklikler geri donugumlu olduklarindan, kanser
tedavisinde kullanilabilecek hedef bir sistemdir. Trabectedin’in meme kanseri
hdcrelerinde epigenetik mekanizmalari etkileyip etkilemediginin arastiriimasi bu

nedenle dnemli bir husustur.

Yayn Sayisi Yayin Tiirleri
EBSCO
[J 10.33% Pubmed [ 43.08% In vitro
Bl 5.63% Sciencedirect B 30.26% Invivo
[ 24.46% EBSCO [ 6.67% Fazl

3 13.33% Fazll
3 6.67% Fazlll

Yayin Tiirleri Yayin Tiirleri

Sciencedirect Pubmed
[ 11.4%% In vitro 3 10.33% In vitro
B8 5.75% Invivo Bl 5.63% Invivo
O 41.00% Fazl [ 40.85% Fazl
= 32.57% Fazll = 33.33% Fazll
3 9.20% Fazlll =3 9.86% Fazlll

Sekil 1.11: Pubmed, Sciencedirect ve EBSCO veritabanlarinda Trabectedin ile ilgili yapiimig
yayinlarin sayisal dagilimi.
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1.7. AMAC

Bu calismanin temel amaci, Karayip Denizinde yasayan Tunikatlardan olan
Ecteinascidia turbinata’dan izole edilmis, ginimuzde ise yari-sentetik olarak Uretilen
Trabectedin molekdlinun insan normal meme (MCF-10A) ve meme kanseri hilcre
kaltarlerinde (MDA-MB-453 ve MCF-7) hicre ici molekuler sistemler Uzerindeki
etkilerinin arastirilmasidir. Bu amacin gergeklestiriimesinde, Trabectedin’in (1) hlicre
¢ogalmasini engelleyici etkisi, etkilesime girdigi olasi (2) apoptotik ve (3) anti-
anjiyogenik molekiller, (4) hicre ici rediksiyon/oksidasyon dengesini dizenleyici
molekiiller, (5) epigenetik diizenlemede rol oynayan kritik molekdlleri arastirmak icin
cesitli gincel molekiler yontemler kullanilacaktir. Elde edilen deneysel veriler
Isiginda, Trabectedin molekilinin meme kanseri hicre kaltirlerindeki  etki
yolaklarinin bir resminin ortaya konmasi hedeflenmistir.

Doktora tezi slresince asagidaki hipotezlerin ve sorularin cevaplarinin
arastiriimasi hedeflenmistir;

1. Cesitli hicre hatlarinda sitotoksik ve apoptotik etkileri gosterilen
Trabectedin’in normal meme (MCF-10A) ve meme kanseri hiicre hatlarinda
(MDA-MB-453 ve MCF-7) da sitotoksik etkili olup olmadiginin belirlenmesi,

2. Trabectedin’in, meme kanseri hlcre hatlarinda apoptotik etkisinin olup
olmadiginin goésterilmesi,

3. Meme hicre hatlarinda Trabectedin aracili apoptozisin varligi gosterildigi
takdirde, apoptozis array ydntemiyle Trabectedin’in apoptotik etki
mekanizmasiyla ilgili yeni hipotezlerin dretilip Gretiimeyeceginin belirlenmesi,

4. Trabectedin’in hicre i¢i oksidasyon/rediksiyon dengesini etkileyip
etkilenmediginin arastiriimasi,

5. Trabectedin’in anjiyogenezle iligkili molekiller Uzerinde etkisi olup
olmadiginin glincel molekiler yéntemlerle belirlenmesi ve yeni hipotezlerin
arastiriimasi,

6. Trabectedin’in  meme hicrelerinin  epigenetik  hafizasini  etkileyip

etkilemediginin epigenetik belirtegler kullanilarak arastiriimasi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Galigmada Kullanilan Hiicre Hatlarinin Temini, Gogaltimi ve idamesi

insan meme epitel hiicre hatti (MCF10-A) ve meme kanseri hiicre hatlari
(MCF-7 ve MDA-MB-453), Tulay Aktas Onkoloji Hastanesi Tibbi Onkoloji Arastirma
Laboratuar’nin sirasiyla Interlab Cell Line Collection (ICLC, italya) ve Health
Protection Agency (HPA, ingiltere)den satin aldigi hiicre hatlari stogundan temin
edildi.

Hicre kultdr islemleri steril laminar hava akimli c¢alisma kabinlerinde
gerceklestirildi. -80 °C‘de saklanan hicreler, 37 °C su banyosunda ¢ézlldi ve 75
cm?lik filtreli hiicre kiiltiir flasklarina aktarildi.

MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicreleri, DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s
minimal essential medium) besiyerine % 10 is1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu,
10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek cogaltildi. MCF-10A
hicreleri ise ayni besiyerine 100 mg/ml EGF, 1 mg/ml hidrokortizon 10 mg/mi
insdlin, % 10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu, 10.000 unite/ml penisilin ve 10
mg/ml streptomisin eklenerek, 37 °C sicaklikta, % 5 CO, ve nem iceren inklbatorde
cogaltildi.

Hicre hatlari canhilik, gogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta
gunlik olarak izlendi. Flasklarda %80’in Gzerinde hiicre yogunlugu gézlendiginde

hicreler pasajlanarak ¢gogaltildi.

2.2. Hicrelerin Sayimi

Hucrelerin sayimi igin éncelikle flask zemininden ayrilmalari saglandi. Bu islem
icin, MCF10-A, MCF-7 ve MDA-MB-453 hicrelerini igeren flasklardaki besiyerleri
dékiildi. Uzerine 4 ml Tripsin EDTA eklenen hiicreler ~10 dakika 37 °C inkiibatérde
bekletildi. Mikroskopta kontrol edilen hucreler, zeminden ayrilinca Uzerlerine 1:1
oraninda besiyeri ile nétralize edilip, 15 mllik steril santriflij tlplerine aktarildi.
Santrifljlenen hucrelerin sUpernatantlari atilarak dibe ¢dken hiicre pelleti 10 ml
besiyeri igcinde tekrar homojenize edildi. Bu sispansiyondan tripan mavisi ile hiicre

suspansiyonu 1:1 oraninda karistirildi. Bu karisim otomatik sayim cihazinin
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(Cellometer, Nexcelom, ABD) lamina aktarildi ve hicre sayimi otomatik olarak

yapildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: (a) Hucre kultdr flasklarinin laminar hava akimli ¢galisma kabinlerine taginmasi, (b)
Tripan boyasiyla boyanan hicrelerin hiicre sayim lamlarina yiiklenmesi, (c) Otomatik hiicre
sayim cihazi, (d) Hlcrelerin 96 kuyucuklu plakalara ekimi.

Membran butinliklerini koruyan canli hiicreler tripan mavisi ile muamele
edildiginde boyanmaz ve mikroskopta incelendiginde parlak gorulirler. Oli hicreler

ise  membran butinliklerini kaybettiklerinden tripan mavisi ile boyanirlar ve

mikroskopta mavi boyali sekilde goralir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Otomatik sayim cihazinda Tripan mavisi ile muamele edilen hiicrelerin cihaza
entegre kameradaki gériinimu (10X) (OH: Ola hicre, CH: Canli hiicre).
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2.3. Trabectedin’in Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Trabectedin, Uretici firma (Pharma Mar, ispanya) yetkililerinden Dr. Carlos
Galmarini’den temin edildi. Deneylerde kullanilmak Uzere 1.4 mg Trabectedin
tartilarak 1 ml dimetil sulfoksit (DMSO) iginde ¢6zildi. 1.8 mM’lik stok sollsyonlar
halinde hazirlanan Trabectedin, 0.22 pym’lik filtreden gegirilerek sterilize edildi ve 100

Mllik pargalar halinde - 20°C ‘de saklandi. Her deney igin taze stok kullanildi.
2.4. Meme Kanseri Hiicre Kiiltiirlerinde Kullanilan Hiicre Canlilik Testleri

2.41. XTT Testi

Trabectedin’in farkli konsantrasyonlariyla (107'-10° M) 24, 48 ve 72 saat
inkibasyonlari sonucu hucrelerdeki sitotoksisik etkileri belirlemek Uzere XTT testi
(Roche, Almanya) kullanildi. XTT sollisyonu sodyum 3’- [1-(fenil-aminokarbonil)- 3,
4-tetrazolyum]- bis (4-methoksi-6-nitro) benzen silfonik asit hidrat ile N-metil
dibenzopirazin metil sulfat'in 50:1 oraninda karistiriimasi ile hazirlandi. Her bir
kuyucuga toplam hacmin (200 ul) yarisi kadar (100 pl) XTT sollsyonu eklendikten
sonra 96 kuyucuklu hicre kultur plakalart 37 °C'de ve %5 CO, ihtiva eden
inkibatérde 4 saat inklibe edildi. Dért saat sonunda her kuyucugun absorbans
degeri 450-490 nm referans dalga boyu araliginda mikro plaka okuyucuda (DTX 880
Multimode Reader, Beckman Coulter, ABD) 6l¢uldu.

% Sitotoksisite = 1 — [(ilagh Kuyucuklarin Absorbans Ortalamasi / Pozitif
Kontrol Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi ) x100] formdill ile hesaplandi.

Absorbans degerlerinden yukaridaki formdl kullanilarak  hesaplanan
sitotoksisite ylizdeleri CalcuSyn 2.0 (Biosoft, ingiltere) programina girildi. Her ilacin
doz etki tablosu ve egrisi gizilerek hicrelerin % 50’sini (ICsp) ve % 75'ini (IC75)

olduren konsantrasyonlar hesaplandi.

2.4.2. Gergek Zamanl Hiicre Canlilik Olgiim Sistemi (xCELLigence)

Trabectedin’in sitotoksik etkisini dogrulamak ve Trabectedin’in etki géstermeye
basladigi zaman diliminin belirlemek Gzere xCELLigence sistemi kullanildi. XTT testi
belirli zaman dilimlerinde (24, 48, 72. saatler gibi) sitotoksik etkinin belirlenmesini
saglarken, xCELLigence sistemi hiicre canliiginin gergcek zamanli olarak élgimuni
saglar.

E-plaka kuyucuklarina 50 pl besiyeri eklendi. Kullanilacak hicreler 75
icerisinde 104 hicre olacak sekilde ekildi ve E-plaka oda sicakliinda 30 dakika
inkiibe edildi. Ardindan E-plaka inkibatérde bulunan RTCA cihazinin plaka

bélgesine yerlestirildi. Hiicrelerin logaritmik proliferasyon durumlari istenilen zaman
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araliklarinda RTCA analiz cihazi ile goézlendi. 24 saat inkibasyon sonunda
kuyucuklara arastirilacak ajanin farkh konsantrasyonlarini igeren 25 pl besiyeri
eklendi. Kontrol kuyucuklarina ise sadece besiyeri ve besiyeri+DMSO eklendi. Ajan
eklendikten sonra 72 saat deney devam eder ve bu sirada Cl degerlerinin dlgimu
gerceklestirildi. Hlcrelerin ajana karsi geligtirdikleri kisa sireli cevabi dlgmek igin,
hicreler ajanin eklenmesinden sonraki bir saat boyunca her 2 dakikada bir, uzun
sureli hlicresel cevaplari gdézlemleyebilmek icin ise deney stiresince her 30 dakikada

bir gozlendi.

2.5. Apoptozisin Varligini Gostermede Tercih Edilen Yontemler

Trabectedin’in doza ve zaman bagl apoptotik etkilerinin belirlenmesi icin
DNA fragmentasyonunu dlgen ELISA tabanh bir kit ve mitokondriyal membran
potansiyelinin 6lcimini saglayan Tetrametilrodamin etil ester (TMRE) boyasi tercih
edildi. Apoptozisin 6lum reseptoérleri araciligiyla mi (ekstrinsik yolak) yoksa
mitokondri aracili mi (intrinsik yolak) gerceklestiginin belirlenmesi amaciyla sirasiyla
Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 spesifik inhibitérleri kullanilarak DNA

fragmentasyon miktarindaki degisimler goézlendi.

2.5.1. DNA Fragmentasyon Testi

Trabectedin’in artan konsantrasyonlari ile muamele edilen ve ila¢ eklenmeyen
hicreler kitin icerdigi lizis solisyonu ile oda sicakliginda 30 dakika muamele edildi.
Elde edilen hicre lizatlar, kitin icerdigi streptavidin kapli mikroplakalara eklendi.
Histon proteinleri ve nukleozomlara baglanmayi saglayacak (Anti-histon biotin ve
Anti-DNA-Peroksidaz) antikorlari igceren reaktiften 80 pl eklenen mikroplaka, oda
sicakhiginda 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sirasinda anti-histon antikoru
bir taraftan nikleozomlardaki histonlara tutunurken bir taraftan da olusan
immunokompleks streptavidin kapli plakalara tutunmaktadir. Anti-DNA-Peroksidaz
antikoru ise nikleozomlar arasindaki DNA’lara baglanmaktadir. Baglanmayan
bilesenlerin yilkama basamaklariyla uzaklastirimasinin ardindan, nikleozom
miktarlarinin kantitatif olarak belirlenmesi immunokomplekslere tutunmus olan
peroksidaz’larin dlgilmesiyle gerceklestirildi. Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-
etilbenzthiazolin-6-stilfonik asit]) substrati ile 405 nm ve 490 nm referans dalga
boyunda mikro plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Reader, Beckman Coulter,
ABD) dlguldu (Sekil 2.3). Kitin ihtiva ettigi %100 apoptotik hlcrelerin absorbans
degeri baz alinarak, hicre lizatlarinda meydana gelen histon ve nikleozom

miktarindaki artis, apoptozis miktarindaki artisla dogru orantili olarak degerlendirildi.
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Sekil 2.3: DNA Fragmentasyon kitinin galisma prensibi.

2.5.2. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Olgiimii

Hlcrenin apoptoza gittiginin bir diger gostergesi de mitokondriyal membran
potansiyelinde  meydana gelen degisikliklerdir.  Mitokondriyal ~membran
potansiyelindeki degisiklikler, Tetrametilrodamin etil ester (TMRE) boyasi
kullanilarak belirlendi. TMRE, pozitif yiklG floresans bir boya olup hicredeki negatif
yuklU (aktif) mitokondrileri boyar. Depolarize veya inaktif mitokondrilerde membran
potansiyeli azalacagindan gézlenen floresans miktari da azalir.

5 mg TMRE, 1 ml DMSO icinde ¢6zulerek boyanin stok sollisyonu (10 mM)
hazirlandi. Hiicreler, her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekildi. Trabectedin’in ICs, ve IC;5 konsantrasyonlari ile 48 saat muamele
edilen hdcrelere, 1:10 oraninda TMRE boyasi eklendi ve hicreler 37 °C'de 10
dakika inkiibe edildi. inkiilbasyon sonrasi hiicrelerdeki floresans miktari 550 nm
dalga boyunda mikro plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Reader, Beckman
Coulter, ABD) olgluldi ve hucreler floresans mikroskopta (Leica Microsystems,

Mannheim, Almanya) gorintilendi.

2.5.3. Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 inhibitor Uygulamalari

Meme kanseri hicrelerinde hangi apoptotik yolagin baskin oldugunu
belirlemek amaciyla hicreler Kaspaz-8 (z-IETD-fmk), Kaspaz-9 (z-LEHD-fmk) ve
Kaspaz-3 (Z-DEVD-fmk) spesifik inhibitorleri ile 1 saat muamele edildikten sonra 48
saat boyunca Trabectedinle muamele edildi ve DNA fragmentasyon miktarlari

ELISA yéntemiyle dlgulda.
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2.6. Protein Antikor Array Yontemi

Trabectedin’in  meme kanseri hucre kultarleri Uzerindeki apoptotik ve
anjiyogenetik etkisini hangi olasi molekuller tGzerinden gerceklestirdigini belirlemek
amaclyla Apoptozis [Human Apoptosis Protein Array (R&D Systems, ingiltere)] ve
Anjiyogenezis [Human Angiogenesis Protein Array (R&D Systems, ingiltere)] protein
antikor array kitleri kullanildi.

Trabectedin’in ICsy dozlariyla 48 saat muamele edilen hiicrelerden kitin icerdigi
lizis sollisyonu kullanilarak hiicre lizatlari elde edildi. Her bir sitokine spesifik olarak
nitroseluldz membrana tutundurulmus olan spesifik antikorlari iceren membranlar
blok soliisyonuyla bloke edilerek, érnekler eklendi ve +4 °C’de bir gece boyunca
birakildi.

Apoptozis ve anjiyogenezisle

inkiibasyona Baglanamayan proteinler, yikama basamaklari ile

uzaklastirildi. iliskili proteinlerin  belirlenmesi,
biotinlenmis antikor ve streptavidin-HRP inkibasyonu ile tamamlandi. Her bir spotun
sahip oldugu protein miktariyla dogru orantili olarak artan ya da azalan sinyal,
Kodak® Gel Logic 1500 gérintileme sistemi kullanilarak él¢ildi. Her molekdl igin
ikiser spot dlglilerek elde edilen verilerin sayisal analizi Koadarray 2.6 (ingiltere)
yazihmi ile yapildi. Protein ekspresyon miktarlarinin belirlenmesinde alt limit olarak
1.5 kat baz alindi. Cizelge 2.1’de “Human Apoptosis Antibody Array” kitinin ihtiva
ettigi proteinler ve Cizelge 2.2’de ise “Human Angiogenesis Antibody Array” kitinin

intiva ettigi proteinler listelenmistir.

Cizelge 2.1: Human Apoptosis Protein Array kitinin ihtiva ettigi apoptotik proteinler.

Bad TRAIL R1/DR4 PON2

Bax TRAIL R2/DR5 p21/CIP1/CDNK1A
Bcl-2 FADD p27/Kip1

Bcl-xL Fas/TNFSF6 Phospho-p53 (S15)
Pro-Caspase-3 HIF-1 alpha Phospho-p53 (S46)
Cleaved Caspase-3 HO-1/HMOX1/HSP32 Phospho-p53 (S392)
Catalase HO-2/HMOX2 Phospho-Rad17 (S635)
clAP-1 HSP27 SMAC/Diablo
clAP-2 HSP60 Survivin

Claspin HSP70 TNF RI/TNFRSF1A
Clusterin HTRA2/Omi XIAP

Cytochrome ¢ Livin
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Cizelge 2.2: Human Angiogenesis Antibody Array kitinin ihtiva ettigi anjiogenik

Endoglin/CD105
Endostatin/Collagen XVIII

CCL3/MIP-1 alpha
MMP-8

proteinler.
Activin A FGF-7/KGF PD-ECGF
ADAMTS-1 GDNF PDGF-AA
Angiogenin GM-CSF PDGF-AB/PDGF-BB
Angiopoietin-1 HB-EGF Persephin
Angiopoietin-2 HGF CXCL4/PF4
Angiostatin/Plasminogen IGFBP-1 PIGF
Amphiregulin IGFBP-2 Prolactin
Artemin IGFBP-3 Serpin B5/Maspin
Tissue Factor/Factor IlI IL-1 beta Serpin E1/PAI-1
CXCL16 CXCLS8/IL-8 Serpin F1/PEDF
DPPIV/CD26 LAP (TGF-beta 1) TIMP-1
EGF Leptin TIMP-4
EG-VEGF CCL2/MCP-1 Thrombospondin-1

Thrombospondin-2
uPA

Endothelin-1 MMP-9 Vasohibin
FGF acidic NRG1-beta 1 VEGF
FGF basic Pentraxin 3 VEGF-C
FGF-4

2.7. Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirevlerinin (ROS) Olgiimii

Trabectedin muamelesi sonrasi ROS’un meme kanseri hicrelerindeki
birikimini  dlcmek lzere, 29,79-diklorofloresan diasetat (H2-DCF-DA) boyama
metodu kullanild1 (Sekil 2.4). Hucreler 6'li plakalara ekilip Trabectedin’in ICs, dozlari
ile 48 saat muamele edildikten sonra, kuyucuktaki besiyeri ve H2-DCF-DA
karisiminin son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde H2-DCF-DA eklendi ve
kuyucuklar 37 °C’de 20 dakika inklibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler PBS ile 2
kez yikandi ve hucre i¢ci ROS birikimi floresans mikroskopta (Leica) (490/520 nm)

gorintilendi.
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Sekil 2.4: H2-DCF-DA boyasinin hiicre igindeki ROS non-floresans ve floresans formlari.

2.8. Glutatyon S Transferaz (GST) Aktivitesinin Olgiimii

Meme kanseri hiicre kiiltiirleri kuyucuk basina 2x10° hiicre olacak sekilde
ekildi ve tutunmalari icin 37 °C de 24 h inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
hicrelere Trabectedin’in artan konsantrasyonlari 48 saat sliresince uygulandi.
inkiibasyon sonunda hiicreler hiicre kaziyici ile kaldirildi ve 400 x g'de 4°C’de 10
dakika santriflij edildi. Elde edilen hiicre pelletleri 1 ml 100 mM potasyum fosfat ve 2
mM EDTA (pH 7.0) solilisyonu icerisinde homojenize edildi ve pelletler 15000 x g de
4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Stpernatantlar test icin ayrildi ve buz igerisinde
saklandi. Sitosolik ve mikrozomal (total) GST aktivitesinin él¢imd igin Glutathione S-
transferase Assay Kit (Cayman Chemicals, Michigan, ABD) kullanildi. Bu kit, 1-
kloro-2,4-dinitrobenzen’in redikte olmus glutatyon ile konjugasyonunu dlgiimleyen
bir kittir. Konjugasyon sonucu artan absorbans artan GST aktivitesi ile orantili olarak
kabul edilir.

2.9. DNA Metiltransferaz (DNMT) Aktivitesinin Olgiimii

Meme kanseri hucrelerinin Trabectedin ile muamelesi sonucu, hucredeki
epigenetik sistemin etkilenip etkilenmedigdini 6lgmek amaciyla DNA metiltransferaz
aktivitesi ELISA tabanl bir kit [(EpiQuik DNA Methyltransferase Activity/Inhibition
Assay kit (Epigentek, ABD)] kullanilarak o6l¢uldi. EpiQuik Nuclear Extraction Kit
(Epigentek, ABD) kullanilarak elde edilen nuklear ekstraktlardan 20 ug alinarak kitin
icerdigi 96 kuyucuklu plakalara eklendi. Metilasyon substrati da eklenerek 37 °C’de
1 saat inklibe edilen plakaya, kitin igerdigi antikor eklenerek 60 dakika daha inklbe

edildi. Daha sonra, ikinci antikor eklenerek 30 dk oda sicakliginda inklibe edildi ve
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absorbans 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede o6lgildi. DNMT aktivitesi

asagidaki formul kullanilarak hesaplandi:

DNMT Aktivitesi = [nhibitér OD — Blank OD x 1000

Protein miktari (ug)x inkiibasyon siiresi (saat)

2.10. Histon Deasetilaz (HDAC) Aktivitesinin Olgiimii

Trabectedin muamelesi sonucu hicrelerdeki HDAC aktivitesinde meydana
gelen degisim ELISA tabanl bir kit [(EpiQuik HDAC Activity/Inhibition Assay kit
(Epigentek, ABD)] kullanilarak él¢uldu. EpiQuik Nuclear Extraction Kit (Epigentek,
ABD) kullanilarak elde edilen nuklear ekstrakttan 20 ug alinarak kitin ihtiva ettigi
kuyucuklu plakalara eklendi. Spesifik substratta eklenerek 1 saat 37 °C’de inklbe
edilen plakaya kitin ihtiva ettigi antikor eklenerek 60 dakika daha inkiibe edildi. Daha
sonra ikinci antikor eklenerek 30 dk oda sicakhidinda inklbe edildi ve absorbans 450
nm dalga boyunda spektrofotometrede olclldi. HDAC aktivitesi asagidaki formul

kullanilarak hesapland:

HDAC Aktivitesi= OD (Kontrol-Blank) — OD (Ornek-Blank) X érnek diliisyonu

Reaksiyon siiresi (inkiibasyon siiresi-saat)

2.11. Ger¢gek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

gRT-PCR metodu, RNA izolasyonu, gRT-PCR uygulamasi ve analiz

basamaklarini igerir.

2.11.1. RNA izolasyonu

Protein array analizleri sonunda istatistiksel olarak anlamli degisim gdsteren
proteinlerin mRNA diizeyleri RT-PCR yontemi ile arastirildi. 25 cm? flasklara ekilen
hicreler Trabectedin’'in 1Csy dozlariyla 48 saat sliresince muamele edildi. RNA
izolasyonu icin flasklardaki besiyeri dokuldi ve hiicrelere 1ml Tridity G (Applichem,
Almanya) eklendi. 10 dakika inkiibasyonun ardindan mikrosantriflij tlplerine alinan
orneklere 500 ul kloroform eklendi ve 15-20 sn. calkalayicida calkalandi. Daha
sonra, 200 ul isopropanol eklenerek 15 dk oda sicakliginda bekletildi ve sividaki faz
olusumu goézlendi. 4°C’'de 12.000xg’de santrifijlenen 6rneklere 500 ul ethanol
eklenerek tekrar santriflj edildi. Elde edilen RNA pelletinin (zerindeki etanol

pipetdrle cekildikten sonra RNA pelleti 50 pyl RNA igcermeyen su iginde ¢ozuldu.
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RNA miktarlari spekrofotometrede Olguldi (Nanaodrop, Thermo Scientific, ABD).
A260:A280 orani 2.0’dan biylk olan érnekler array ¢alismasi igin kullanildi.

2.11.2. qRT-PCR Uygulamalari ve Analiz

Her 6rnekten 4 ug RNA alinarak “QuantiTect Reverse Transcription Kit” ile
cDNA sentezi yapildi. Her primer igin 2,5 yl RT2 SYBR Green qPCR Master Mix,
10,5 pl DNAz-RNAz iceremeyen su, 1,0 pl gene-spesifik 10 uM PCR primerleri
[QuantiTect Primer Assay (Qiagen, CA, ABD)] ve 1,0 yl cDNA 6rnegi karigtirilarak
PCR karisimi hazirlandi. 96 kuyuklu plakalarin her kuyucuguna bu karisimdan 25 ul
eklendi ve 96 kuyucuklu plaka Light Cycler 480 (Roche Applied Science, Almanya)
cihazina ylklendi. PCR iglemi 95 °C'de 10 dk, 95 °C'de 15 sn, 60 °C'de 1 dk, 40
dongu olacak sekilde gergeklestirildi.

Her bir arrayin normalizasyonu igin her molekulin yaninda deney i¢i kontrol
olarak Beta Actin kullanildi. Gen ekspresyonunun relatif quantifikasyonun
hesaplanmasi icin karsilastirmali ACT method kullanildi. Trabectedin’le muamele
edilmis ve edilmemis (kontrol) hlcrelerdeki gen ekspresyonlarinin karsilastiriimasi
icin asagidaki formal kullanildi:

AACT = ACT (ilagla muamele edilmis) — ACT (kontrol). (ACT; Hedef gen ve house-

keeping genler arasindaki CT degerleri farkinin logaritmasidir).

2.12. Protein Array ve (RT-PCR Sonuglarinin Western Blot Yoéntemi ile

Dogrulanmasi

Western blot analizi igin hucrelerden protien izolasyonu “M-PER Mammalian
Protein Extraction Reagent” (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
kullanilarak yapildi. 14.000xg 'de 15 dk. santrifiij edilen hicre lizatlarindaki protein
konsantrasyonlari Bradford metodu kullanilarak &l¢lildi. Hazirlanan proteinler
Laemmli tamponu ile 1:1 oraninda karistirilarak 96°C’ye ayarlanmis su banyosunda
5 dk inkube edildi. Proteinler %7.5 ve %15’lik SDS poliakrilamid jellere yuklendi ve
elektroforez islemi Tris-Glisin SDS tamponu (BioRad, CA, ABD) iginde 90V sabit
voltajda gercgeklestirildi. Bu islem icin BioRad MiniProtean elektroforez tanki ve
BioRad PowerPac 200 gic¢ kaynagi kullanildi. Molekdler agirliklarina gére jelde
ayrilmasi saglanan proteinler polyvinylidenedifluoride (PVDF, BioRad) membranlara
transfer edilmek Uzere sirasiyla; filtre kagidi, jel, membran ve filtre kagidindan
olusan aktarma sandvigine alindi. BioRad blotting tankinda BioRad PowerPac 200
gu¢ kaynagi kullanilarak 350 mA sabit akimda 1 saat tampon solisyon iginde

transfer yapildi. Transfer sonrasi membranlar, %5 yagsiz sit tozu ve %0.1 Tween
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20 iceren TBS ile hazirlanan karigim kullanilarak oda sicakliginda 1 saat bloklandi.
Ardindan membranlar, dilisyonlari imalat¢i firmanin talimatlarina gére hazirlanan
primer antikor ile +4°C’de gece boyunca inkube edildi. TBST kullanilarak yapilan
bircok ylkama basamagdi sonrasinda membranlar, yine imalatgi firmanin
talimatlarina gére hazirlanmis olan sekonder antikorlar ile oda sicakhiginda 1 saat
inkibe edildi. Protein bantlari, Kodak Gel Logic 1500 goérintileme sistemi ile

gorintilendi.

2.13. istatistiksel Analiz

Deneylerde Trabcetedin’in ardisik konsantrasyonlari Uger kuyucukta test
edildi ve her bir deney U¢ kez tekrarlandi. Her kuyucuga ait absorbans/floresans
degerleri, mikroplaka okuyucu tarafindan ortalama ve * SD degerleri olarak
hesaplandi. Trabectedin'in c¢esitli konsantrasyonlarina ait doz cevap egrileri,
Graphpad Prism 5.0 istatistik yaziliminda olusturuldu. Sitotoksik ve apototik etki
ylzdesi acgisindan Trabectedin’in artan konsantrasyonlari ile pozitif kontroller
arasinda anlamli bir farklihgin olup olmadigi tek yonli ANOVA ve ardindan

Dunnett's t-test kullanilarak arastirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Insan Meme Kanseri Hiicre Kiiltiirlerinde Trabectedin’in Sitotoksik Etkileri

Trabectedin’in insan normal (MCF-10A) ve kanserli meme (MCF-7 ve MDA-
MB-453) hiicre kiiltiirlerinde hiicre canlihgi lizerine etkileri, hem artan doza (107 -
10° M) hem de zamana (24., 48. ve 72. saat) bagli olarak calisildi ve bulgular Sekil
3.1, 3.2 ve 3.3'te gosterildi.

Trabectedinle 24 saat muamele sonunda, insan normal meme (MCF-10A)
hiicrelerinde 107'?-107 M arasindaki konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki
saptanmazken (p=0.05), 10° M konsantrasyonda anlamli sitotoksik etki saptandi
(*p<0.05). 48. saatte Trabectedin 107 ve 10® konsantrasyonda sirasiyla % 22 ve
%76 sitotoksik etki gdsterirken (*p<0.05), 10"%-10® M konsantrasyon araliginda
anlamh sitotoksik etki gostermedi (p=0.05). 72. saatte ise Trabectedin MCF-10A
hiicrelerine 10®, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki gdsterdi
(*p=<0.05). Bu veriler kullanilarak Trabectedin’in MCF-10A normal meme hicre
kiiltirlerinde 24, 48 ve 72. saatlerdeki ICs, degerleri sirasiyla 5.3x10°, 9.55x10°,
3.25x10™"" M olarak tespit edildi (Sekil 3.1).

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ise Trabectedin 24. saatte 10" M ve
Uzerindeki konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki gdsterdi (*p<0.05). 48. saatte
107, 10, 10®, ve 107 M konsantrasyonlardaki sitotoksik etkisi sirasiyla %22, %27,
%45 ve %63 olarak hesaplandi. 72. saatte anlaml sitotoksik etkiye 107" M ve
Uzerindeki konsantrasyonlarda ulasildi  (*p<0.05). Bu veriler kullanilarak
Trabectedin’in MCF-7 meme kanseri hiicre kultirlerinde 24, 48 ve 72. saatlerdeki
|Cso degerleri sirasiyla 6.2x10°, 4.85x10°, 3.6x10™'° M olarak tespit edildi (Sekil 3.2).

Trabectedin, MDA-MB-453 meme kanseri hiicrelerinde 24. saatte 10° M ve
Uzerindeki konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki gosterdi (*p<0.05). 48. saatte
10, 10%, 107 M ve 10° M konsantrasyonlardaki sitotoksik etkisi sirasiyla %27, %32,
%40 ve %73 olarak hesaplandi (*p<0.05). 72. saatte anlamli sitotoksik etkiye 10" M
ve Uzerindeki konsantrasyonlarda ulasildi (*p<0.05). Bu veriler kullanilarak
Trabectedin’in MDA-MB-453 meme kanseri hlicre kultirlerinde 24, 48 ve 72.
saatlerdeki ICs, dederleri sirasiyla 5.4x10°, 2.5x10°, 1.7x10™"° M olarak tespit edildi
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.1: Trabectedin’in gesitli dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki etkileri (MCF-10A).
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Sekil 3.2: Trabectedin’in gesitli dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki etkileri (MCF-7).

MDA-MB-453
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Sekil 3.3: Trabectedin’in ¢esitli dozlarinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki etkileri (MDA-MB-453).
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Hiicre indeksi

3.2. Trabectedin’in Hiicre Kiiltiirlerinde Erken Donem Etkisinin Belirlenmesi

Trabectedin’in hlcre kiltirlerinde erken dénem etkisinin belirlenmesi icin

sitotoksik etkinin gercek zamanh 6lcimuine olanak saglayan xCELLigence sistemi

kullanildi. xCELLigence sisteminden elde edilen grafikler incelendiginde, MCF-7 ve

MDA-MB-453 hiicre hatlarinda Trabectedin’in etkisini géstermeye basladi zaman

diliminin 48. saat oldugu tespit edildi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). xCELLigence sistemine

entegre yazilimi kullanilarak, elde edilen grafiklerden Trabectedin’in 1C,5 ve 1Cs

degerleri hesaplandi. Buna gore, Trabectedin’in 48. saatteki 1Co5 ve 1Cs, degerleri
MCF-7 hiicre hattinda sirasiyla 1.98% 0.4 ve 4.8 +0.8 nM, MDA-MB-453 hiicre
hattinda ise sirasiyla 1.18+ 0.2 ve 2.51£0.4 nM olarak tespit edildi.

Saat

Sekil 3.4: Sirekli izlenen MCF-7 meme kanseri huicre kiltirlerinde Trabectedin’in

MDA-MB-453

Kontrol
1pM
100 nM
10 nM
1nM
0.1 nM

etkisi.

Kontrol
iuM
100 nM
10 nM
1nM
— 0.1nM

Sekil 3.5: Sirekli izlienen MDA-MB-453 meme kanseri hiicre kulturlerinde Trabectedin’in

etkisi.
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3.3. Trabectedin Aracili Apoptozisi Gosteren Bulgular

Trabectedin’in MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-453 hucrelerinde canlligina
olan etkilerinin apoptoza mi nekroza mi baglh olarak gerceklesip gergeklesmedigini
belirlemek Gzere iki farkh yontemden elde edilen sonuglar [Sekil 3.6 (A-C), 3.7(A-
C), 3.8(A-C)]'de verildi.

insan normal meme epitelyum hiicreleri MCF-10A’da Trabectedin (1072 -107
M arasindaki konsantrasyonlarda) 24. ve 48. saatlerde DNA fragmentasyonunda
anlamli bir degisiklik gdzlenmedi (p=0.05). 72. saatte ise, 10%, 107 ve 10° M
konsantrasyonda sirasiyla %38, %58, %62 oraninda DNA fragmentasyonu
saptandi (*p<0.05). MCF-10A’da Trabectedin’in ylksek dozlarinda belirlenen
sitotoksik etkinin apoptozis aracili olduguna isaret eden bulgular Sekil 3.6(A-C)'de
gosterildi.

Meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde ise, sitotoksik etkiyle paralel olarak DNA
fragmentasyonunda (10"? -10° M arasindaki konsantrasyonlarda) artis tespit
edildi. MCF-7 hiicrelerinde DNA fragmentasyonunda 24. saatte 107%-10° M
konsantrasyonlarda anlamli bir artis gézlenmezken (p=0.05), 10®, 107 ve 10° M
konsantrasyonlarda sirasiyla %37, %60 ve %66 oraninda anlaml artis tespit edildi
(*p<0.05). 48. saatte 107"°, 10° 10%, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda DNA
fragmentasyonunda sirasiyla %42, %71, %82.5, %87 ve %90 artis belirlendi
(*p<0.05). 72. saatte ise, 10", 107"°, 10, 10, 107 ve 10° M konsantrasyonlarda
DNA fragmentasyonunda sirasiyla %32, %43.5, %58, %77, %83 ve %89 artis
tespit edildi (*p<0.05).

Trabectedin’in artan dozlariyla 24 saat muamele edilen MDA-MB-453
kiltirlerinde (107'%-10"° M konsantrasyonlarda) DNA fragmentasyonunda anlamii
bir artis saptanmazken (p=0.05), 10®°, 10® 10" ve 10° M konsantrasyonlarda
sirasiyla %31, %47, %68.5 ve %70 artis belirlendi (*p<0.05). 48. saatte 10°, 10,
107 ve 10° M konsantrasyonlarda DNA fragmentasyonunda sirasiyla %33.5, %52,
%71 ve %76.5 artis belirlendi (*p<0.05). 72. saatte ayni dozlarla muamele edilen
MDA-MB-453 hicre kdltirlerinden elde edilen DNA fragmentasyon ylzdeleri
sirasiyla %48.5, %68.5, %80 ve %83 idi (*p<0.05).
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Sekil 3.6: Trabectedin’in degisen dozlariyla muamele edilen MCF-10A hicre
kultdrlerinde zamana bagh DNA fragmentasyon yizdeleri
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Sekil 3.7: Trabectedin’in dedisen dozlariyla muamele edilen MCF-7 hicre
kultirlerinde zamana bagli DNA fragmentasyon yizdeleri
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Sekil 3.8: Trabectedin’in degisen dozlariyla muamele edilen MDA-MB-453 hiicre
kultirlerinde zamana bagli DNA fragmentasyon yizdeleri
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3.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Olgiimii ile Trabectedin Aracili

Apoptozisin Dogrulanmasi

Trabectedin’ in 1C,5 ve ICsy dozlariyla muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-
453 insan meme kanseri hlcre kultirlerinde apoptozisin bir belirteci olarak kullanilan
mitokondriyal membran potansiyeli degigsimleri olguldi. TMRE boyasi kullanilarak
48. saatte alinan sonuglar Sekil 3.9’ da gdsterildi.

Kontrol hicrelerindeki mitokondriler floresans kirmizi TMRE boyasi ile
boyanirken, Trabectedinin 1C,5 dozuyla 48 saat muamele edilen MCF-7 ve MDA-
MB-453 hicrelerinde Trabectedin uygulanan hucrelerdeki floresans miktarinda
azalma gozlendi. Trabectedin'in 1Cs, dozuyla muamele edilen hiicrelerde TMRE ile

boyanan hlcre miktari ise |ICo5 uygulanan hticrelere gére daha azdi (Sekil 3.9).

Trabectedin (IC,s) uygulanan  Trabectedin (ICs)) uygulanan

Kontrol MCF-7 MCF-7 hiicreleri MCF-7 hiicreleri
Trabectedin (IC,s) uygulanan Trabectedin (ICs,) uygulanan
Kontrol MDA-MB-453 MDA-MB-453 hiicreleri MDA-MB-453 hiicreleri

Sekil 3.9: TMRE boyasi ile boyanan MCF-7 (1C35=1.98, IC50=4.8 nM) ve MDA-MB-453
(IC25=1.18, IC5,=2.5 nM) hucrelerinin floresan mikroskop gorintileri (40X).
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3.5. Trabectedin Aracili Apoptoziste Rol Alan Proteinlerin Antikor Array
Bulgulari

Trabectedin’in 1Cso dozlariyla muamele edilen MCF-7 (IC5,=4.8 nM) ve MDA-
MB-453 (IC5=2.5 nM) 48 saatlik hlcre kultirlerinde protein antikor array (coklu
western) yontemiyle dlgtlen apoptozisle iligkili 35 proteinin miktarlari Cizelge 3.1 ve
Cizelge 3.2'de gosterildi.

Trabectedine maruz birakilan MCF-7 hicre kiltirlerinde proapoptotik
molekulllerden TRAIL R1/DR4, TRAIL R1/DR5, Fas/TNFRSF6, TNF RI/TNFRSF1A
ve FADD’da sirasiyla 2.6, 3.1, 1.7, 11.2 ve 4.0 kat artis belirlendi (p<0.05).
Apoptozis inhibitér proteinleri (AIP) ailesinden olan CIAP-1, XIAP, Livin ve
Survivin'de sirasiyla 5.5, 2.5, 2.6, 3.0 kat azalis tespit edildi (p<0.05)

Cizelge 3.1: Trabectedine maruz birakilan MCF-7 hicre kiltirlerinde istatistiksel
olarak anlamli degisim gosteren proteinler ve degisim oranlari.

Protein Adi Degisim Orani
TRAIL R1/DR4 +26+0.8
TRAIL R2/DR5 +31+£1.2
FAS/TNFRSF6 +1.7+24
TNF RI/TNFRSF1A +11.2+04
FADD +4.0+0.2
Fosfo-p53 (S46) +55+2.4
Fosfo-p53 (S392) +45+0.8
CIAP-1 -55+0.6
XIAP -25+14
HSP27 +25+1.2
HSP60 +3.0+1.2
Livin -26+04
Survivin -3.0+£0.8
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Trabectedine maruz birakilan MDA-MB-453 hicre kdltirlerinde proapoptotik
molekulllerden Bad, Bax, aktif-kaspaz-3, Sitokrom-c, SMAC/DIABLO, Htra2/Omide
sirasiyla 3.6, 4.2, 4.4, 48, 45 ve 5.2 kat artis belirlendi (p<0.05). Antiapoptotik
molekullerden Bcl-2, Bcl-XL, Pro-kaspaz-3'de 4.8, 5.2 ve 6.0 kat azalis tespit edildi
(p<0.05). AIP ailesinden olan CIAP-1 ve SURVIVIN'de sirasiyla 5.0 ve 2.7 kat azalis
tespit edildi (p<0.05).

Cizelge 3.2.: Trabectedin’e maruz birakilan MDA-MB-453 hicre kdlturlerinde
istatistiksel olarak anlaml degisim gdésteren proteinler ve degisim oranlari.

Protein Degisim Orani
Bad +3.6+22
Bax +42+ 1.2
Bcl-2 -48+14
Bcl-XL -52+0.8
Pro-Kaspaz-3 -6.0+£0.6
Aktif Kaspaz-3 +44+04
HIF-1A -4.8+1.2
Katalaz +88+24
Sitokrom-c +48+21
SMAC/DIABLO +45+04
Htra2/Omi +52+04
HO-2/HMOX2 -6.8+0.6
HSP27 +36+1.2
HSP70 +52+14
CIAP-1 -5.0+1.6
Survivin -27+2A1
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3.6. Trabectedin’in Etkiledigi Apoptotik Proteinlerin Western Blot Yontemiyle

Dogrulanmasi

Trabectedine maruz birakilan MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicrelerinde apoptotik

proteinlerde meydana gelen anlaml degigimler, western blot yontemiyle dogrulandi.

Apoptotik protein array analizlerinde, MCF-7 hicrelerinde anlamh degisim
gOsteren molekiillerden Fas, TRAIL R2/DR5, TRAIL R1/DR4, TNFR1, FADD, Fosfo-
p53, kaspaz-8 ve kaspaz-7, MDA-MB-453 hiicrelerinde ise Bcl-2, Bcl-XL, Bax, Bad,
Sitokrom ¢, SMAC/DIABLO ve aktif kaspaz-3 proteinlerine western blot yontemi

uygulandi. Western blot uygulanan proteinlerde meydana gelen degisimler Sekil
3.10’da gosterildi.

Fas

TRAIL R2/DR5

TRAIL R1/DR4

TNF RI

FADD

Fosfo-p53

Kaspaz8

Kaspaz-7

Aktin

MCF-7

Kontrol

Trabectedin

ICog IC:50

e —
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57 kDa
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Bel-2

Bel-XL |

Bad

Bax

Sitokrom-c

Smac/DIABLO

Aktif-Kaspaz-3

Aktin

MDA-MB-453

Trabectedin

Kontrol I(.T25 IC50

25 kDa

27 kDa

22 kDa

48 kDa

12 kDa

25 kDa

32 kDa
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Sekil 3.10: Trabectedinle muamele edilen MCF-7 (IC55=1.98, IC5,=4.8 nM) ve MDA-MB-453

(IC25=1.18, IC5=2.5 nM) hucrelerinde apoptozisle iligkili proteinlerde meydana gelen
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Degisim orani

3.7. Trabectedin’in Etkiledigi Apoptotik Proteinlerin mRNA Diizeyindeki
Degisiklikler

Trabectedin’in apoptotik proteinlerin sentezinde sebep oldugu degisikliklerin
mRNA dlzeyinde de gergeklesip gergeklesmedigi qRT-PCR (primer assay)
kullanilarak arastirildi ve sonuglar Sekil 3.11°de gosterildi.

Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hicre kulttrlerinde, antiapoptotik
molekdllerden CIAP-1 ve XIAP mRNA’larinda 4.2 ve 3.8 kat azalis, proapoptotik
molekulllerden TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DR5, TNF RI/TNFRSF1A, FADD ve Fosfo-
p53 mRNA'larinda ise sirasiyla 2.9, 2.1, 8.4, 2.1 ve 3.5 kat artis belirlendi (p<0.05).
MDA-MB-453 hicrelerinde antiapoptotik molekillerden Bcl-2 mRNA’sinda 1.8 kat
azalig, proapoptotik molekiillerden ise Bax, Bad, Sitokrom ¢ ve SMAC/Diablo
mRNA’larinda ise sirasiyla 2.6, 2.5, 3.4, 10.5 kat artis belirlendi (p<0.05) (Sekil 3.11
A,B).

MCF-7 MDA-MB-453

Degisim orani

o
o
m

CIAP-1

XIAP

TRAIL R1/DR4

TRAIL R2/DR5

TNF RI/TNFRSF1A

FADD

Fosfo-p53
Sitokrom-c
SMAC/DIABLO

Sekil 3.11: Trabectedin’in IC5so dozuna maruz birakilan MCF-7 (IC5,=4.8 nM) ve MDA-MB-
453 (IC50=2.5 nM) hicrelerinde apoptozisle iligkili molekdllerin mRNA’larinda meydana gelen
degisimler (48. saat).

3.8. Farkhi Apoptotik Yolaklar Uzerinden Gergeklesen Trabectedin Aracili

Apoptozis

Apoptotik protein array verilerinden yola c¢ikarak, Trabectedin’in apoptozisi
MCF-7 hicrelerinde 6lum reseptdrleri aracili yolak (dis yolak) tzerinden, MDA-MB-
453 hucrelerinde ise mitokondri aracili yolak (i¢ yolak) tzerinden indukledigi hipotezi

kurulmustur.
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Bu hipotezin dogrulanmasi i¢in apoptozisin i¢ ve dis yolaklarinin arastirildigi
calismalarda yaygin olarak kullanilan spesifik Kaspaz-8 (z-IETD-fmk) ve Kaspaz-9
(z-LEHD-fmk) inhibitorleri kullaniimigtir. MCF-7 hucreleri Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve
Kaspaz-3 spesifik inhibitorleri ile 1 saat muamele edildikten sonra 48 saat boyunca
Trabectedinle muamele edildi ve DNA fragmentasyon miktarlar 6lgildu. Sonuglar
incelendiginde, Kaspaz-8 inhibitdriyle 6n muamele edilen hicrelerde, yalnizca
Trabectedinle muamele edilen hicrelere gére DNA fragmentasyonunda azalis
belirlenirken (*p<0.05), Kaspaz-9 inhibitdériiyle 6n muamele edilen hicrelerde,
yalnizca Trabectedinle muamele edilen hiicrelere gére DNA fragmentasyonunda
onemli bir degisim tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 3.12A). Bu sonuglar,
Trabectedin’in  MCF-7 hicrelerinde 6lim reseptéri aracili  yolak (zerinden
apoptozisi indUkledigini dogrulamistir.

MDA-MB-453 hicrelerinde hangi apoptotik yolagin baskin oldugunu
belirlemek amaciyla MDA-MB-453 hiicreleri yine Kaspaz-8 (z-IETD-fmk), Kaspaz-9
(z-LEHD-fmk) ve Kaspaz-3 (Z-DEVD-fmk) spesifik inhibitorleri ile 1 saat muamele
edildikten sonra 48 saat boyunca Trabectedinle muamele edildi ve DNA
fragmentasyon miktarlari 6lguldi. Kaspaz-9 inhibitériyle 6n muamele edilen
hucrelerde, vyalnizca Trabectedinle muamele edilen hicrelere gore DNA
fragmentasyonunda azalis belirlenirken (*p<0.05), Kaspaz-8 inhibitériyle 6n
muamele edilen hucrelerde, yalnizca Trabectedinle muamele edilen hicrelere gore
DNA fragmentasyonunda énemli bir degisim tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 27B).
Elde edilen bu sonuglar, Trabectedin’in MDA-MB-453 hlicrelerinde mitokondri aracili
yolak Uzerinden apoptozisi indukledigini gostermistir.

Kaspaz-3 inhibitoriyle 6n muamele edilen MDA-MB-453 hucre kulturlerinde,
yalnizca Trabectedinle muamele edilen hiicrelere gore DNA fragmentasyonunda

anlamh degisim gézlenmedi (p>0.05) (Sekil 3.12B).
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Sekil 3.12: Spesifik Kaspaz inhibitérleriyle 6n muamele edilen MCF-7 (A) ve MDA-MB-453
(B) hiicrelerinde Trabectedin uygulamasi sonrasi DNA fragmentasyon miktarlarinda
meydana gelen degisimler (48. saat).

3.9. Anjiyogenezle iligkili Proteinlerin Sentez Diizeylerinde Trabectedin Aracili
Degisiklikler

Trabectedin’in 1C5, dozlariyla 48 saat muamele edilen MCF-7 (IC5=4.8 nM)
ve MDA-MB-453 (IC5,=2.5 nM) hiicre kiltirlerinde protein antikor array yontemiyle
Olcllen anjiyogenezle iligkili 55 proteinden istatistiksel olarak anlamli degisim
gOsteren proteinlerin miktarlari Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’'te gdsterilmektedir.

Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hulcre kultirlerinde anti-anjiyojenik
molekullerden Serpin E1/PAI-1 ve TIMP-1 proteinlerinde sirasiyla 3.5 ve 4.2 kat
artis tespit edildi (p<0.05). Tissue Factor/Factor Ill, DPPIV/CD26, uPA, VEGF gibi
pro-anjiyojenik molekullerde ise sirasiyla 8.4, 6.2, 6.2, 6.8 kat azalis tespit edildi
(p<0.05). MDA-MB-453 hicrelerinde ise Trabectedin muamelesi sonucu anti-
anjiyojenik molekullerden ENDOGLIN, PF4, TIMP-1 ve TIMP-2'de sirasiyla 26.0,
3.5, 3.0, 2.2 kat artis tespit edilirken (p<0.05), pro-anjiyojenik molekdllerden IGFBP-
2, MMP-8, MMP-9 ve VEGF'de sirasiyla 4.2, 6.2, 2.1, 8.4 kat azalis tespit edildi
(p=0.05).
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Cizelge 3.3: Trabectedin’e maruz birakilan MCF-7 hicre kdiltlrlerinde anlaml
degisim gosteren anjiyogenezle iliskili proteinler ve degisim oranlari.

Protein Adi Degisim Orani
Tissue Factor/Factor Il -84+£1.2
DPPIV/CD26 -6.2+14
GM-CSF 21204
Serpin E1/PAI-1 +35+0.38
TIMP-1 +42+12
IGFBP-1 -48 +24
IGFBP-2 -32+1.0
CXCL8/IL-8 -46+1.6
uPA -6.2+22
HB-EGF -22+16
VEGF -6.8+0.8

Cizelge 3.4: Trabectedin’e maruz birakilan MDA-MB-453 hiicre kiltlrlerinde anlaml
degisim gosteren anjiyogenezle iliskili proteinler ve degisim oranlari.

Protein Adi Degisim Orani
ANGIOGENIN -20+14
ANGIOPOIETIN-1 +2.1+0.2
CXCL16 -35+14
ENDOGLIN +26 1 2.1
GM-CSF -25+1.2
IGFBP-2 -4.7+0.8
MCP-1 -3.5+1.6
MMP-8 -6.2+24
MMP-9 21126
PF4 +3.5+1.8
SERPIN B5 +2.8+1.2
TIMP-1 +3.0+1.6
TIMP-4 +22+1.8
THROMBOSPONDIN-1  -6.0+0.2
VASOHIBIN +25+1.2
VEGF -84+0.8
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3.10. Trabectedin’in Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) Uzerine Etkisi

Trabectedinle muamele edilen meme kanseri hicre kiltirlerinde ROS’un
hiicre igindeki birikimini 6lgmek Uzere, 29,79-diklorofloresan diasetat (H2-DCF-DA)
boyama metodu kullanildi ve hucreler floresan mikroskopta (490/520 nm)
gorintilendi (Sekil 3.13).

Kontrol grubu olarak kullanilan hucre kulturlerinde H2-DCF-DA boyamasi
sonucu, floresan i1sima goézlenmezken, Trabectedin’in IC,5 konsantrasyonlariyla
muamele edilen hicrelerde floresan isima gézlendi. IC5, konsantrasyonda ise artan
ROS ile dogru orantil olarak neredeyse tum hicrelerin floresan i1sima yaptigi
g6zlendi (Sekil 3.13).

Trabectedin (IC,s) uygulanan Trabectedin (ICs,) uygulanan
Kontrol MCF-7 MCF-7 hiicreleri

Trabectedin (IC,s) uygulanan Trabectedin (ICsy) uygulanan

Kontrol MDA-MB-453 MDA-MB-453 hiicreleri

Sekil 3.13: H2-DCF-DA ile boyanan MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicrelerinde ROS’un floresan
mikroskop goruntuleri (48. saat, 40X).

3.11. Trabectedin’in Glutatyon S Transferaz (GST) Aktivitesi Uzerine Etkileri

Trabectedin’in  MCF-7 ve MDA-MB-453 hicrelerinde GST aktivitesi
uzerindeki etkilerine ait bulgular $Sekil 3.14 (A,B)'da gosterildi.

Artan dozlarda (10" -10® M) 48 saat siiresince Trabectedin uygulanan
MCF-7 ve MDA-MB-453 hicrelerinde GST aktivitesinde anlamh artis belirlendi
(*p=<0.05).
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MCF-7 MDA-MB-453

GST aktivitesi (nmol/ml)
GST aktivitesi (nmol/ml)

Trabectedin (M) Trabectedin (M)

Sekil 3.14: Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicrelerinde Glutatyon
S Transferaz (GST) aktivitesinde meydana gelen degisimler (48. saat).

3.12. DNA Metiltransferaz (DNMT) ve Histon Deasetilaz (HDAC)
Aktivitelerindeki Trabectedin Aracili Degisiklikler

Trabectedin muamelesi sonucu epigenetik mekanizmalardaki degisikligi
izlemede kullanilan DNMT ve HDAC aktivitelerine ait bulgular, Sekil 3.15 ve Sekil
3.16'da gosterildi. MCF-7 ve MDA-MB-453 hicrelerinde Trabectedin’'in artan
dozlarina bagli olarak her iki enzim aktivitesinde anlamli dizeyde azalis tespit
edildi (*p<0.05).

MCF-7
1009 S @000 g
2 3 E= Kontrol
804 E=3 IC,; Trabectedin
@ * E3 IC;, Trabectedin
ot
z o
Z i
<
40
2 . 2
o)
0 i am

HDAC

Sekil 3.15: Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hiicrelerinde DNA Metiltransferaz
(DNMT) ve Histon Deasetilaz (HDAC) aktivitelerinde meydana gelen degisimler (48. saat).
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Sekil 3.16: Trabectedin muamelesi sonucu MDA-MB-453 hiicrelerinde DNA
Metiltransferaz (DNMT) ve Histon Deasetilaz (HDAC) aktivitelerinde meydana gelen
degisimler (48. saat).
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4. TARTISMA

Kanserin tedavisinde kullanilan ilaglarin gelistiriimesindeki zorlu sire¢ ve
tedavide kullanilan ajanlara karsi, kanser hucrelerinin ¢oklu ilag direnci
gelistirmesinden dolayi, kullanima yeni giren ilaclarin kullanilabilecegi kanser
cesitlerinin sayisinin artiriimasi, kritik derecede onemli stratejik yaklasim olarak
kabul edilmektedir. Ayrica kanserin kimyasal molekullerle etkin tedavisini basarma,
bayuk olcude, ilag ve hucre etkilegsimlerinin molekuler biyolojisini ¢ozimlemeye
baglidir.

Her hastada ve hatta hastaligin her evresinde farkli genotipik ve fenotipik
Ozellikler gosteren bir hastalik 6zelliinde olan meme kanseri tedavisinde yeni tedavi
protokollerinin arastiriimasi, kemoterapilerin etkinligini arttirici mekanizmalarin
bulunmasi gerekmektedir. Bu baglamda meme kanserinde etkili olan yeni ilaglarin
ortaya koyulmasi ve bu ilaglarin molekller mekanizmalarinin meme kanserinin
hicresel dizeydeki modeli olan model hiicre hatlarinda aydinlatiimasi meme
kanserinin tedavisine 6nemli katkilar sunacaktir (Ubezio et al, 2008).

Bu stratejinin ilk basamagini, meme kanseri hiicre kiltlrlerinde ve/veya
model organizmalarda yeni kullanima giren, etkinligi bilinmeyen ilaglarla ilgili detayli
yansitici arastirmalarin yapilmasi ve molekiler etkilesim sistemlerine ait veri
toplaniimasi olusturmaktadir.

Ozgiin bir yapi ve konformasyona sahip Trabectedin’in, gesitli timor hiicre
kultdrlerinde sitotoksik etkinligi calisiimis ve yumusak doku sarkomlarinda etkili bir
kemoterapotik ajan oldugu goésterilmistir. Bununla beraber, Trabectedin molekulindn
degisik dokulara ait kanser turlerinde hangi molekller mekanizmalar ve molekuller
Uzerinden etkili oldugu ise glncel arastirma konusudur. Meme kanseri hicre
kalturlerindeki etkileri ve buna yol agan molekuler mekanizmalari ise henuz
aydinlatiimamis olup, bu ¢alismada ilk molekuler veriler elde edilmigtir.

Literatirdeki arastirmalarin ¢ogu, Trabectedin’in DNA Uzerindeki etkilerine
yoneliktir. Bu tez calismasinda ise, Trabectedin molekulinin normal meme (MCF-
10A) ve meme kanseri hicre kultirlerindeki (MDA-MB-453 ve MCF-7) hicre

¢ogalmasini engelleyici etkilerinin yaninda, etkilesime girdigi olasi apoptotik ve anti-
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anjiyogenik molekdiller, hicre igi rediksiyon/oksidasyon dengesini duzenleyici
molekuller ve epigenetik duzenlemede rol oynayan kritik molekuller arastirildi.

Heterojen bir hastaligi farkli o6zellikleriyle temsil eden hicre hatlariyla
calismak, in vitro deney bulgularinin klinige yansitilmasinin gecerliligi noktasinda
onemli bir yaklagsimdir. Son yillarda, potansiyel antikanser ilaglarin meme kanseri
hicreleri Gzerindeki etkilerinin arastinldigi ¢alismalarda, Luminal A tipte meme
kanserini temsil eden MCF-7 ve HER2 pozitif meme kanserini temsil eden MDA-
MB-453 hiicre hatlari siklikla tercih edilmektedir (Choi ve Kim, 2008; Fukumura ve
dig., 2009; Choi ve dig., 2010; Zhao ve dig., 2010; Choi ve dig., 2011; Kim ve dig.,
2012; Liu ve dig., 2012). Bu calismada da meme kanserinin farkh alt tiplerini temsil
eden MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicre hatlari kullanildi. Yeni antikanser ajanlarin
kanser hicreleri Uzerindeki etkilerinin arastiriimasinin yani sira, normal hicreler
Uzerindeki etkilerinin de arastiriimasi olduk¢a énemlidir. Bu nedenle, normal meme
hicrelerini temsil eden MCF-10A hicre hatti deneylerde dis kontrol olarak kullanildi.

Calismamizda Trabectedin'in 48. saatte, MCF-7 hicre hattindaki 1Cs, degeri
4.8 nM olarak hesaplandi. Takahashi ve arkadaslarinin MCF-7 hiicre hatti ile yaptigi
calismada ise, Trabectedin'in 96. saatteki ICs, degeri 1.5 nM olarak tespit edilmigstir
(Takahashi ve dig., 2002). ICs, degerleri arasindaki bu farkllik, Takahashi ve
arkadaslarinin yaptigi calismada MCF-7 hucrelerinin Trabectedin'le 96 saat
muamele edilmesinden kaynaklanabilecegi gibi, test edilen hicre sayisi ve ¢ogaltim
kosullarinin farkli olugsundan da kaynaklanabilir. Zira bizim g¢alismamizda gergek
zamanl hucre canhhk grafikleri incelendiginde, Trabectedin’in meme kanseri
hucrelerindeki sitotoksik etkisinin en belirgin oldugu saatin 48. saat oldugu tespit
edildi ve ilacin en etkili oldugu 48. saatteki ICs, degeri hesaplandi.

XTT gibi sitotoksisite dlgim yontemleri, arastirilan ajanla muamele edilen
hicrelerdeki sitotoksik etkiyi kesikli olarak tek veya iki Gi¢ zaman dilimi (24, 48, 72
saat gibi) sonunda 6lgmemize izin verir. Ancak xCELLigence gibi sistemler, ajanla
muamele edilen hiicre kiltlrlerini kesintisiz olarak izleme imkani saglar. Hicre
kiiltiirlerinin xCELLIigence sistemi ile gercek zamanli olarak gdzlenebilmesi, ajanin
etkisini gostermeye basladigi saatin belirlenmesine, dolayisiyla etkinin en belirgin
oldugu saatin belirlenmesi gibi avantajlar saglar. Ayrica, XTT yénteminden elde
edilen verilerin standart sapmalari oldukga ylksek iken, xCELLigence sisteminden
elde edilen verilerin standart sapmalari olduk¢a disUktir. Bu da, xCELLigence
sisteminden elde edilen verilerin kesinligini, tutarlihgini ve tekrarlanabilirligini
arttirmaktadir.

Literatirde Trabectedin'in sitotoksik etkilerinin arastirildigi pek ¢ok c¢alisma

mevcuttur ancak, MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattiyla yapiimis bir ¢alisma
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bulunmamaktadir. Benzer sekilde, Trabectedin'in MCF-10A hiicre hatlari Gizerindeki
etkilerinin de arastirildigi ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu calisma, Trabectedin’in
sitotoksik etkilerinin MDA-MB-453 ve MCF-10A hicre hatlarinda arastirildigi ilk
calismadir.

Trabectedin'in - meme hucrelerindeki ICsy degerleri incelendiginde,
Trabectedin'in  meme kanseri hucre kulturlerindeki etkinliginin, diger hucre
hatlarindaki gibi nanomolar seviyelerde oldugu goérilmektedir. Takahashi ve
arkadaslarinin MCF-7 ile yaptiklari ¢alismada, Trabectedinin 1Cs, degerini 1.5 nM
olarak tespit etmislerdir (Takahashi ve dig., 2002). Scotlandi ve arkadaslarinin, TC-
71 ve TC/DOXO8 Ewing's sarkoma hiicre hatlariyla yaptigi c¢alismada ise,
Trabectedin'in 72. saatteki 1Cs, degerleri sirasiyla 0.23 ve 0.70 nM, U-2 OS ve
Saos-2 osteosarkoma hicre hatlarinda 96. saatteki degerleri ise sirasiyla 0.42 ve
0.15 nM olarak tespit etmislerdir (Scotlandi ve dig., 2002). Li ve arkadaslarinin
calismasinda, Trabectedin’in cgesitli tiplerdeki insan sarkom hicre hatlarindaki
sitotoksik etkileri arastiriimistir. Trabectedin’in fibrosarkom hiicre hatti HT-1080’deki
ICso degeri 0.0002 nM, mezengimal kondrosarkom hticre hattt HS-16’daki ICs
degeri 0.02 nM, liposarkom hicre hatti HS-18deki ICs, degeri 0.06 nM, mezodermal
sarkoma hicre hatlari M8805, M9110 ve HS-90 hicre hatlarindaki ICs, degerleri ise
sirastyla 0.0006, 0.0004 ve 0.001 nM olarak tespit edilmistir (LI ve dig., 2001).
Takahashi ve arkadaslari ise Trabectedin’in fibrosarkom hicre hatti HT-1080 ve
liposarkom hicre hatti HS-18’deki IC5, degerlerini sirasiyla 0.01 ve 0.27 nM olarak
belirlemistir (Takahashi ve dig., 2001). Trabectedin’in sarkom hicre hatlarinda
meme kanseri hlcre hatlarina oranla daha dislk dozlarda etkili olmasi,
Trabectedin’in hicre igine alim miktarlarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi gibi,
hicre hatlarindaki MDR ekspresyon miktarlarindaki farkliliklardan da
kaynaklanabilir.

Trabectedin’in normal meme hucrelerine olan sitotoksik etkisinin meme
kanseri hlcrelerine olan sitotoksik etkisine oranla daha az oldugu belirlendi. Bu
durum Trabectedin’in timoér spesifik 6zelliginin olabilecegini distndirmektedir.
Ayrica, Trabectedin’in DNA tamir sistemlerinde defektler olan hiicrelerde daha etkili
oldugu bilindiginden, normal hicrelerde nispeten daha az etkili olmasi beklenen bir
durumdur (D’Incalci ve dig., 2002). Sitotoksisite verilerinden elde edilen bu Umit
verici sonuglar, Trabectedin’in meme kanseri de dahil olmak Uzere cesitli kanser
tiplerinde faz Il ve Il klinik galigmalarinin baglatiimasina neden olmustur.

Literatirde Trabectedin’in apoptozisi indukleyip indiklemediginin arastirildigi
calismalar kisithdir. Meme kanseri hiicre hatlarinda ise Gajate ve arkadaslarinin

yaptigi calisma disinda, Trabectedin’in apoptotik etkisinin arastiriidigi detayli bir
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calisma bulunmamaktadir. Gajate ve arkadaslari, Trabectedin’in HL-60, K562 ve
RAPO lésemi hlicre hatlarinda apoptozisi indikledigini gostermistir. Trabectedin’in
mitokondriden sitokrom-c salinimini tetikledigi, Fas/CD95'’i etkilemedigi, Bcl-2'nin
apototik etkiyi engelledigini gostermiglerdir (Gajate ve dig., 2002).

Calismamizda meme kanserinin farkli molekiler alt tiplerini modelleyen
hiicre kulturlerindeki DNA fragmentasyon analizleri sonucunda, Trabectedin’in her
iki meme kanseri hlicre hattinda da apoptozisi doza ve zamana bagli olarak
indUkledigi, mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya neden oldugu
gosterildi. Normal meme hicre hattit MCF-10A’da ise sitotoksik etkiye paralel olarak
apoptotik etkisinin de daha az oldugu belirlendi. Trabectedin’in, kaspaz-3 geni
eksprese olmayan MCF-7 hicre hattinda apoptotik etkili oldugu belirlendi. Ancak,
literatlirde Gajate ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, Trabectedin’in MCF-7 hicre
hattinda apoptotik etkisinin olmadigi belirtiimis ve bunun nedeninin MCF-7 hiicre
hattinda kaspaz-3 ekpresyonunun olmamasina baglamiglardir. MCF-7 hicre
hattinda Trabectedin’in goésterdigi apoptotik etkinin kaspaz-3 bagimsiz olup
olmadigini test etmek icin bu ¢alismamizda Kaspaz-3 geni eksprese olan MDA-MB-
453 hicre hattinda kaspaz-3 spesifik inhibitérd kullaniimistir. Kaspaz-3 inhibitéru
uygulanan MDA-MB-453 hicrelerinde, Trabectedin’in apoptotik etkisinin Kaspaz-
3’'ten bagimsiz oldugu gbézlendi. Bu calismada Trabectedin’in apoptotik etkisinin
kaspaz-3 bagimli olabilecedini vurgulayan Gajate ve arkadaslarinin yorumu
dogrulanmamistir.

MCEF-7 hucrelerinde Trabectedin’in apoptozisle iligkili 35 proteinden TRAIL
R1/DR4, TRAIL R1/DR5, Fas/TNFRSF6, TNF RI/TNFRSF1A ve FADD gibi 6lim
reseptorleri ve adaptér molekdlleri indUkledigi, MDA-MB-453 hiicre hattinda ise
proapoptotik molekillerden Bad, Bax, aktif-kaspaz-3, Sitokrom-c, SMAC/DIABLO,
Htra2/Omi, antiapoptotik molekullerden Bcl-2, Bcl-XL, Pro-kaspaz-3 gibi proteinlerin
ekspresyonlarinda degisimlere neden oldugu belirlendi. Bu verilerden yola ¢ikilarak,
Trabectedin’in MCF-7 hicrelerinde apoptozisi dis yolaktan indikledigi, MDA-MB-
453 hicrelerinde ise i¢ yolaktan indukledigi hipotezi ortaya atilmig, bu veri spesifik
apoptozis inhibitorleri kullanilarak dogrulanmistir.

Literatirde, MCF-7 hicre hattinda TRAIL R1/DR4, TRAIL R1/DRS5,
Fas/TNFRSF6, TNF RI/TNFRSF1A reseptorlerinin ekspresyonun fazla, MDA-MB-
453 hicre hattinda ise oldukga disuk oldugu gdsterilmistir (Keane ve dig., 1999;
Chen ve dig., 2012). Bu bulgu, bu galismada elde edilen apoptotik protein antikor
array verileriyle de dogrulanmistir. Trabectedin’in meme kanseri hicre hatlarinda
farkli apoptotik yolaklari indiklemesinin sebebi bu hicrelerin farkli reseptor

profillerine sahip olmalari olabilir. Trabectedin’in farkh molekiler alt tipleri
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modelleyen meme kanseri hlcre hatlarinda farkli apoptotik yolaklari indiklemesi,
Trabectedin’in meme kanseri hicreleri i¢in potent bir apoptotik ajan oldugunun
gOstergesidir.

Trabectedin’in meme kanseri hucre kiltirlerinde hicre ici reaktif oksijen
tirevlerinin (ROS) olusumunu doza bagli olarak arttirdidi tespit edildi. Duglk
miktarlarda ROS hdcre igi sinyal molekdlleri olarak gérev yapsalar da hticre iginde
birikimleri apoptozisi indikler (Simon ve dig., 2000). Elde edilen veriler
Trabectedin’in potent apoptotik etkisinin hicre icinde artan ROS’a bagh oldugunu
disundirmektedir.

Hucre ici ROS’un azaltilmasinda énemli rol alan bir enzim ailesi de Glutatyon
transferazlardir. Yaygin olarak kullanilan ismiyle glutatyon s-transferazlar (GST),
indirgenmis glutatyon varliginda (GSH), endojen ve ekzojen kaynakl elektrofilik ve
hidrofobik bilesiklere hidrojen transfer ederek, onlarin suda ¢ézlinebilen ve boylelikle
daha kolay atilabilen, daha az toksik metabolitlere dénisimini katalizleyen Faz-Il
detoksifikasyon enzim ailesinin Uyeleridir (Cho ve dig., 2001). Calismamizda
Trabectedin ile muamele edilen meme kanseri hicrelerinde GST aktivitesinde
g6zlenen anlamh dizeyde artis, hicre iginde ROS miktarininin arttigini
dogrulamaktadir.

Calismamizda meme kanseri hicre hatlarinda anjiyogenezle iligkili
proteinlerin sentez dizeylerinde meydana gelen Trabectedin aracili degisiklikler
arastinldi. MCF-7 hicre kulturlerinde Tissue Factor/Factor Ill, DPPIV/CD26, uPA,
CXCLS8/IL-8, VEGEF proteinlerinde, MDA-MB-453 hiicre kiiltirlerinde ise ENDOGLIN,
MMP-8, THROMBOSPONDIN-1, VEGF proteinlerinde anlamli degisimler belirlendi.
GM-CSF, TIMP-1, IGFBP-2 ve VEGF proteinlerinin her iki hiicre hattinda da degisim
gosterdigi tespit edildi.

Literatlirde Trabectedin’in anti-anjiyojenik etkilerinin meme kanseri hicre
kiltdrlerinde arastirildigi bir calisma bulunmamaktadir. Ancak, Germano ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, Trabectdin’in miksoid liposarkom hicre hatlarinda
anjiyogenezde rol alan CCL2, CXCLS8, IL-6, VEGF ve PTX3 proteinlerinin sentezini
baskiladigi gosterilmistir (Germano ve dig., 2010).

Trabectedin’in baskiladigi molekillerden olan CXCLS8/IL-8, endotel hiicre
¢ogalmasini, kemotaksiyi, proteaz aktivasyonunu arttiran ve anjiyogenezi
dizenleyici bir kemokindir (Balkwill, 2004; . Raman ve diJ., 2007). Bunun yaninda
CXCLS8'’in mitojenik bir molekul oldugu, timdér bluylimesi ve metastazda kritik Gneme
sahip oldugu bilinmektedir (Raman ve dig., 2007).

Trabectedin’in meme kanseri hiicrelerinde matriks metalloproteinazlarlardan

(MMP) MMP-8’in sentezini azalttigi belirlendi. MMP’ler 28 Uyeye sahip ¢inko bagimli
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proteaz ailesindendir ve ekstraselller matriks degredasyonu, codalma faktorleri ve
sitokinlerin baskilanmasinda rol alir. MMP-8'in sentezinin reaktif oksijen turevleri
araciligiyla diizenlendigi gosterilmistir (Lenglet ve dig., 2013). MMP’lerin aktivitesinin
spesifik doku inhibitérleri ailesi (TIMP) Gyeleri tarafindan baskilandidi bilinmektedir.
Calismamizda da bu aile uyelerinden TIMP-1’in Trabectedin muamelesi sonucu
arttigr gosterilmistir. Trabectedin’in meme kanseri hiicre kulttrlerinde ROS’u ve
TIMP-T’i  arttirdigi g6z ©6nlne alindiginda, MMP-8 sentezinin bu yollarla
baskilanabilecegi dusltnilmektedir.

Vaskuler endotel hlcreler igin spesifik bir mitojen ve vaskuler gegirgenligi
arttirici  potansiyele sahip olan VEGF, anjiyogenez silrecinde endotel hicre
¢ogalmasini ve goéglinl dizenleyen en dnemli molekillerden biridir (Keshavarz ve
dig., 2010). Trabectedin’in her iki meme kanseri hiicresinde de 6nemli miktarda
VEGF'i baskilamasi, Trabectedin’in meme kanseri hicreleri icin potansiyel bir anti-
anjiyojenik ajan olabilecegini disundirmektedir.

Epigenetik modifikasyonlarin geri dénlsimli olmalari nedeniyle kanser
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel hedefler olarak kabul edilmektedir (Yang ve
dig., 2001; Gao ve dig., 2002). Bu c¢alismada Trabectedin’in meme kanseri
hicrelerinde  DNMT ve HDAC aktivite dizeylerinde azalmaya yol agmasi,
Trabectedin’in epigenetik duzenlemede degisiklige yol agma ihtimalinin oldugunu
ortaya koymaktadir. Trabectedin’in bu iki temel epigenetik sistemde degisiklige yol
acmasl, bu bulgunun daha detayli calismalarla aydinlatimasi gerekliligini
vurgulamaktadir.

Bu tez galismasindan elde edilen veriler, yumusak doku sarkomlarinda ve
yumurtalik kanserinde oldukc¢a etkin bir sekilde kullanilan Trabectedin'in meme
kanseri hicre kultirlerinde de etkili bir sitotoksik, apoptotik ve anti-anjiyojenik etkileri
olan bir ajan oldugunu goéstermektedir. Ayrica, Trabectedin’in epigenetik sistem ve
hicrenin antioksidan sistemleri tizerinde de etkili olabilecedine dair on veriler elde
edilmistir. Bu calisma ile Trabectedin’in in vivo ve faz calismalari tamamlandiktan
sonra meme kanseri tedavisinde de kullanilabilecek etkin bir kemoterapotik

olabilecegine dair temel molekiler veriler elde edilmistir.
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5.SONUG

Trabectedin molekllinin insan normal meme (MCF-10A) ve meme kanseri
hicre kultarlerinde (MDA-MB-453 ve MCF-7) hicre i¢ci molekiler sistemler

Uzerindeki etkilerinin arastirildi§i bu tez calismasinda asagidaki sonuglar elde edildi.

Trabectedin insan meme kanseri hicre kaltirleri (MCF-7 ve MDA-MB-453)
tizerinde hem artan doza (10" -10® M) hem de zamana (24., 48. ve 72.
saat) bagli olarak sitotoksik etki gosterdi.

MCF-7 ve MDA-MB-453 meme kanseri hicre kiltirlerinde Trabectedin’in 48.
saatteki ICsy degerleri sirasiyla 4.8 +0.8 ve 2.5+0.4 nM olarak hesaplandi.
Trabectedin’in insan MCF-10A normal meme epitelyum hicreleri Uzerindeki
doza ve zamana bagh sitotoksik etkisinin meme kanseri hicre kiiltlrlerine
oranla daha az oldugu belirlendi (ICso= 9.55x10™'° M).

Trabectedin ile muamele edilmis meme kanseri hlicre kultirlerinin DNA
fragmentasyon miktarinda artan doza ve zamana bagl olarak artis tespit
edildi.

insan MCF-10A normal meme epitelyum hiicreleri ise Trabectedin’in sadece
yiksek dozlarinda (=10 M) DNA fragmentasyonu gdzlendi.

Trabectedin MCF-7 ve MDA-MB-453 hicrelerinde artan doza bagl olarak
mitokondriyal membran potansiyelinde azalisa neden oldu.

Trabectedine 48 saat maruz birakilan MCF-7 hucre kulturlerinde
proapoptotik molekullerden TRAIL R1/DR4 (2.6 kat), TRAIL R1/DR5 (3.1
kat), Fas/TNFRSF6 (1.7 kat), TNF RI/TNFRSF1A (11.2 kat) ve FADD (4.0
kat)da kontrol hucrelerine gore artis belirlendi (p<0.05). Apoptozis inhibitor
proteinleri (AIP) ailesinden olan CIAP-1, XIAP, Livin ve Survivin’de sirasiyla
5.5, 2.5, 2.6, 3.0 kat azalis tespit edildi (p<0.05).

MDA-MB-453 hicre kulturlerinde ise 48 saat Trabectedin muamelesi sonucu
proapoptotik  molekillerden  Bad, Bax, aktif-kaspaz-3, Sitokrom-c,
SMAC/DIABLO, Htra2/Omi’de sirasiyla 3.6, 4.2, 4.4, 4.8, 4.5 ve 5.2 kat artis
belirlendi (p<0.05). Antiapoptotik molekillerden Bcl-2, Bcl-XL, Pro-kaspaz-3'de
4.8, 5.2 ve 6.0 kat azals tespit edildi (p<0.05). AIP ailesinden olan CIAP-1 ve

SURVIVIN’de sirasiyla 5.0 ve 2.7 kat azalig tespit edildi (p<0.05).
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Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hicre kiltirlerinde, proapoptotik
molekulllerden TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DR5, TNF RI/TNFRSF1A, FADD
ve Fosfo-p53 mRNA diizeylerinde sirasiyla 2.9, 2.1, 8.4, 2.1 ve 3.5 kat artis,
antiapoptotik molekillerden CIAP-1 ve XIAP mRNA duzeylerinde ise
sirasiyla 4.2 ve 3.8 kat azalis belirlendi (p<0.05).
MDA-MB-453 hicrelerinde proapoptotik molekillerden Bax, Bad, Sitokrom ¢
ve SMAC/Diablo mRNA dizeylerinde sirasiyla 2.6, 2.5, 3.4, 10.5 kat artis,
antiapoptotik molekillerden Bcl-2 mRNA’sinda ise 1.8 kat azalis, belirlendi
(p=<0.05).
Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 spesifik inhibitérleri kullanilarak, Trabectedin’in
apoptozisi MCF-7 hicrelerinde oOlim reseptdrleri aracili yolak Uzerinden,
MDA-MB-453 hucrelerinde ise mitokondri aracili yolak Uzerinden indukledigi
belirlendi.
Trabectedin dncesi Kaspaz-3 inhibitériyle 6n muamele edilen MDA-MB-453
hucre kulturlerinde, yalnizca Trabectedinle muamele edilen hucrelere gore
DNA fragmentasyonunda anlamli degisim gézlenmedi (p>0.05).
Trabectedin muamelesi sonucu MCF-7 hicre kiltirlerinde anti-anjiyojenik
molekdllerden Serpin E1/PAI-1 ve TIMP-1 proteinlerinde sirasiyla 3.5 ve 4.2
kat artis tespit edildi (p<0.05). Tissue Factor/Factor Ill, DPPIV/CD26, uPA,
VEGF gibi pro-anjiyojenik molekillerde ise sirasiyla 8.4, 6.2, 6.2, 6.8 kat
azalis tespit edildi (p<0.05).
MDA-MB-453 hucrelerinde ise Trabectedin muamelesi sonucu anti-
anjiyojenik molekillerden ENDOGLIN, PF4, TIMP-1 ve TIMP-2’de sirasiyla
26.0, 3.5, 3.0, 2.2 kat artig tespit edilirken (p<0.05), pro-anjiyojenik
molekullerden IGFBP-2, MMP-8, MMP-9 ve VEGF'de sirasiyla 4.2, 6.2, 2.1,
8.4 kat azalis tespit edildi (p<0.05).
Trabectedin dozlarina (102 -10°® M) bagli olarak, meme kanseri hiicre
kllturlerinde reaktif oksijen turevlerinin olusumunda anlamh artis oldugu
tespit edildi.
Kirk sekiz saat siiresince Trabectedin uygulanan (102 -10°® M) MCF-7 ve
MDA-MB-453 hicrelerinde GST aktivitesinde artis belirlendi (p<0.05).
Kirk sekiz saat siiresince Trabectedin uygulanan (1072 -10° M) MCF-7 ve
MDA-MB-453 hicrelerinde DNMT ve HDAC aktivitelerinde azalis tespit edildi
(p=<0.05).

Bu tez calismasindan elde edilen veriler, yumusak doku

sarkomlarinda ve yumurtalik kanserinde oldukga etkin bir sekilde kullanilan
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Trabectedin’in meme kanseri hlcre kiltirlerinde de etkili bir sitotoksik,
apoptotik ve anti-anjiyojenik etkileri olan bir ajan oldugunu gostermektedir.
Trabectedin’in in vivo ve faz g¢alismalari tamamlandiktan sonra meme
kanseri tedavisinde de kullanilabilecek etkin bir kemoterapdétik olabilecedine

dair temel molekuler veriler elde edilmigtir.
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