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ONSOZ
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Her kosulda yanimda olan sevgili aileme minnettarim. Beni her zaman yiireklendiren,
sevgisiyle sarmalayan, en karanlik anlarimda 1s181m olan annem IMAN AIANI’ye... Bu
basarinin arkasindaki en giiclii el sensin. Merhum babam AHMAD LABABIDI’ye,
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Mekéanin cennet olsun.
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Sevgili kardeslerim HADI, HANI, HADIL LABABIDI, zor zamanlarda yanimda
oldunuz, giizel anlarda mutlulugumu paylastiniz. Sevginiz, giiveniniz ve desteginiz
olmasa bu yolculuk ¢ok daha zor olurdu. Iyi ki varsimiz.
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i¢in minnettarim. SAFA, HATICE, GUNEL, MERYAM, KIMIA, NEGAR, ATIFE ve
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KISALTMALAR VE SIMGELER

3D Ucg Boyutlu

AhR Aril Hidrokarbon Reseptorii

BAX Bcl-2 liskili X Protein

Bcl-2 B-hiicreli Lenfoma 2

BRCA BReast CAncer gene (Meme Kanseri Geni)
CDK Siklin Bagiml Kinaz

c-MYB Hiicresel Myeloblastozis Onkojeni

c-MYC Cellular Myelocytomatosis (Hiicresel Myelositomatozis)
Cyclin D1 Siklin D1

DCIS Duktal Karsinoma in situ

DMSO Dimetil Stilfoksit

ERa Ostrojen Reseptorii Alfa

ERK Ekstraseliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz

Fosfo-ERK (pERK) Fosforile Ekstraseliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz
Fosfo-JNK (pJNK) Fosforile c-Jun N-terminal Kinaz
Fosfo-P38 (pP38) Fosforile p38 Kinaz

GRB2 Biiytime Faktorii Reseptoriine Bagli Protein 2

HER2+ Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 Pozitif

IDC Invaziv Duktal Karsinom

IGF-1R Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 Reseptorii

ILC Invaziv Lobiiler Karsinom

JINK c-Jun N-terminal Kinaz

LEFI Lymphoid Enhancer Binding Factor 1

MAPK Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz

MCEF-7 Michigan Cancer Foundation-7 (Insan Meme Kanseri Hiicre Hattr)

MDA-MB-231 M. D. Anderson Mammary/Breast (insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
miR-208a Mikro RNA-208a

mTOR Rapamisinin Memeli Hedefi

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
NF-xB Niikleer Faktor Kappa B

NLK Nemo-like Kinase (Nemo Benzeri Kinaz)

NSCLC Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri
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P38

p38 Kinaz

Propidyum Iyodiir

Fosfatidilinozitol-3 Kinaz

Progesteron Reseptorii

Hizla ilerleyen Fibrosarkom (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)
Rat Sarkoma

RNA ile indiiklenen Susturma Kompleksi
Reaktif Oksijen Tiirleri

Reseptor Tirozin Kinaz

Segcici Ostrojen Reseptorii Degradatorii

T Hiicre Faktorii (T Cell Factor 1)

Uclii Negatif Meme Kanseri

Wingless Int-1
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KISA OZET

MEME KANSERI HUCRELERINDE EMODININ NLK-ILISKILI SINYAL
YOLAKLARINA ETKISININ ARASTIRILMASI

Hanadi LABABIDI

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin goriilen malignitelerden
biridir. Baz1 alt tiplerde tedaviye diren¢ gelismesi, yeni tedavi edici ajanlarin
arastirllmasini zorunlu kilmaktadir. Dogal olarak bulunan ve antikanser Ozellikleri
literatiirde tanimlanmis bir bilesik olan Emodin’in, 6zellikle dstrojen reseptorii (ER) ve
MAPK sinyal yolaklan ile etkilesimi agisindan, meme kanseri iizerindeki molekiiler
etkileri tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alismada, Emodin’in Ostrojen reseptorii
pozitif (MCF7) ve {iglii negatif (MDA-MB-231) meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonu, canliligi ve hiicre Oliimiine etkileri arastirilmistir. Hiicre canliligi ve
proliferasyonu; MTT analizi, sagkalim testi, koloni olusum testi ve asili damla yontemi
ile degerlendirilmis ve her iki hiicre hattinda da doza bagl olarak anlamli bir canlilik
inhibisyonu saptanmistir. Bu etkinin, MCF7 hiicrelerinde daha belirgin oldugu
goriilmiistiir. Hiicre 6liimiiniin indiiksiyonu, PI ve DiOCs boyalar1 kullanilarak yapilan
floresan analizlerle dogrulanmis, tedavi sonrasi 6lii hiicre oraninda artis gézlemlenmistir.
Ayrica, propidyum iyodiir (PI) ile yapilan hiicre dongiisii analizi, hiicrelerin belirli dongii
fazlarinda duraksadigini ortaya koymus ve antiproliferatif etkiyi desteklemistir.
Emodin’in bu etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar incelemek amaciyla,
temel sinyal proteinlerinin ekspresyon ve fosforilasyon diizeyleri immunoblotlama
yontemi ile analiz edilmistir. Tedavi sonucunda Ostrojen reseptor alfa (ERa) diizeyinde
azalma ve MAPK yolaklarina ait ERK (pERK), JNK (pJNK) ve P38 (pp38) proteinlerinin
fosforilasyon durumlarinda degisiklikler gézlemlenmistir. Ayrica, bir¢ok sinyal yolakta
gorev alan serin/treonin kinazlardan biri olan Nemo-like kinazin (NLK) ekspresyonunun,
miR-208a araciligiyla diizenlendigi ve bu durumun Emodin’in antikanser etkileriyle
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iligkili oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, Emodin’in antitiimor etkisini ER sinyal yolunu
hedefleyerek ve MAPK sinyal yolaklarmi modiille ederek gosterdigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, miR-208a/NLK aksinin bu mekanizmada rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. Bu calisma, Emodin’in molekiiler etkilerine dair 6nemli veriler
sunmakta ve meme kanseri alt tipleri i¢in kombine tedavi yaklasimlarinda potansiyel bir
ajan olarak kullanilabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Emodin, Ostroj en reseptorii (ERa), MAPK, miR-208a,
Nemo-benzeri kinaz (NLK)

Bilim Dali Sayisal Kodu: 20610
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF EMODIN ON NLK-RELATED
SIGNALING PATHWAYS IN BREAST CANCER CELLS

Hanadi LABABIDI

Globally, breast cancer ranks among the most prevalent and significant malignancies
affecting women. The emergence of treatment resistance in certain subtypes underscores
the urgent need to explore novel therapeutic agents. Emodin, a naturally derived
compound known for its anticancer potential, remains insufficiently explored regarding
its molecular mechanisms in breast cancer, particularly its involvement in estrogen
receptor (ER) regulation and MAPK signaling pathways. This study evaluated the impact
of Emodin on cell proliferation, viability, and cell death in estrogen receptor-positive
(MCF-7) and triple-negative (MDA-MB-231) breast cancer cell lines. Cell viability and
proliferation were analyzed using MTT assays, survival analysis, colony formation, and
hanging drop methods. The results demonstrated a significant, dose-dependent inhibition
of cell growth in both cell lines, with a more pronounced effect observed in MCF-7 cells.
The induction of cell death was confirmed through fluorescence-based analysis using PI
and DiOCs staining, which demonstrated an increased proportion of non-viable cells
following treatment. Additionally, cell cycle analysis using propidium iodide (PI)
provided evidence of phase-specific arrest, further supporting Emodin’s antiproliferative
activity. To investigate the molecular mechanisms underlying these effects,
immunoblotting was performed to analyze the expression and phosphorylation status of
key signaling proteins. Emodin treatment resulted in the downregulation of estrogen
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receptor alpha (ERa) and modulation of MAPK pathway components, including changes
in phosphorylated ERK (pERK), JNK (pJNK), and P38 (pp38). Furthermore, Nemo-like
kinase (NLK), a serine/threonine kinase involved in multiple signaling pathways, was
shown to be regulated by miR-208a, which correlates with enhanced anticancer effects.
These findings indicate that Emodin exerts its antitumor activity in breast cancer by
targeting estrogen receptor (ER) signaling and modulating the MAPK pathway, with the
miR-208a/NLK axis potentially playing a key role. Overall, this study provides valuable
insights into the molecular mechanisms of Emodin and supports its potential application
in combination therapies for different breast cancer subtypes.

Keywords: Breast cancer, Emodin, Estrogen receptor (Era), MAPK, miR-208a, Nemo-
like kinase (NLK)

Science Code: 20610
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1. GIRIiS VE AMAC

1.1. GIRIS

Diinya ¢apinda kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiirlerinden biri olan meme kanseri,
kansere bagli 6liimlerin baslica nedenlerinden biridir. Bu durum hem birey sagligi hem de
toplum saglig1 agisindan 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Ginsburg vd., 2017). Meme
kanserine bagli mortalite oranlarinin azaltilmasinda erken tani ve etkili tedavi stratejileri
belirleyici bir rol oynamaktadir (Y. N. Zhang vd., 2021). Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi
ve hedefe yonelik tedaviler gibi tan1 ve tedavi stratejilerindeki ilerlemelere ragmen, ilag
direncinin gelismesi ve olumsuz yan etkilerin ortaya ¢ikmasi, yeni tedavi yaklagimlarinin
stirekli olarak arastirilmasini gerekli kilmaktadir (Masoud & Pages, 2017). Bu baglamda,
ostrojen reseptorii pozitif (ER") meme kanseri modelleri, yeni terapotik ajanlarin
etkinliginin degerlendirilmesinde kritik bir 6neme sahiptir. MCF-7 hiicre hatti, ER" meme
kanseri i¢in iyi karakterize edilmis ve yaygin olarak kullanilan bir preklinik model olup,
potansiyel antikanser ajanlarin molekiiler etkilerini arasgtirmada O6nemli bir aragtir
(Hopkinson vd., 2017). MDA-MB-231 hiicre hatt1 ise agresif bir fenotip olan ti¢lii negatif
meme kanseri (triple negative breast cancer, TNBC) modelidir ve tiim meme kanseri
tipleri arasinda en tehlikelisi olarak kabul edilir (Z. Huang vd., 2020) . Son yillarda, dogal
kaynaklardan elde edilen bilesikler, 6zellikle bitkisel kokenli fitokimyasallar, kanser
tedavisinde alternatif veya destekleyici ajanlar olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu dogal
bilesiklerden biri olan Emodin (1,3,8-trihidroksi-6-metilantrakinon), basta Rheum
palmatum ve Polygonum cuspidatum gibi bitkiler olmak iizere ¢esitli bitkilerde dogal
olarak bulunan bir antrakinon tiirevidir. Yapilan preklinik ¢alismalar, Emodin’in hiicre
proliferasyonunu inhibe etme, apoptozu indiikleme, metastazi baskilama ve tiimorle
iligkili sinyal yolaklarin1 modiile etme gibi ¢ok yonlii antikanser etkilere sahip oldugunu
gostermektedir (W. Liu vd., 2024). Ancak, Emodin’in 6zellikle meme kanseri lizerindeki
etkileri ve bu etkilerin hangi molekiiler hedefler araciligiyla gerceklestigi konusundaki

mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir.

1



Ozellikle son donem calismalarda dikkat ¢eken bir hedef ise Nemo-benzeri kinaz
(NLK)’dir. Serin/treonin kinaz ailesine ait olan NLK, hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve
apoptoz gibi temel hiicresel siireclerde rol alan ©6nemli bir diizenleyici olarak
tanimlanmaktadir. NLK, MAPK (mitojenle aktive edilen protein kinaz) sinyal yolunun bir
bileseni olup, organ biiyiikliigiiniin kontrolii ve tiimoér olusumu gibi siireclerde kritik

gorevler tistlenmektedir (S. Z. Li vd., 2022) (Y. Huang vd., 2015a).

NLK aktivitesindeki diizensizlik, 6zellikle meme kanseri gibi solid tiimorlerde hiicre
proliferasyonu ve hayatta kalma mekanizmalarinin degismesine neden olabilmekte ve bu
durum, NLK'nin baz1 durumlarda bir onkogen gibi davranabilecegini diisiindiirmektedir

(Y. Huang vd., 2015a) (Dahm vd., 2025).

Bu nedenle, NLK'nin meme kanseri patogenezindeki roliinii anlamak ve Emodin gibi
dogal bilesiklerin NLK, ERa ve MAPK yolaklan iizerindeki etkilerini incelemek, yeni

tedavi hedeflerinin belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

1.2. AMAC

Bu ¢alisma, dogal bir antikanser bilesik olan Emodin’in ve anti-miR-208a araciligiyla
NLK ekspresyonunun modiilasyonunun, dstrojen reseptorii pozitif MCF-7 ve {iglii negatif
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerindeki etkilerini kapsamli bicimde degerlendirmeyi
amacglamaktadir. Caligmanin temel hipotezi, Emodin ve anti-miR-208a’nin birlikte
uygulanmasiin, tek baslarina olusturduklar1 antikanser etkileri sinerjik bigimde
giiclendirebilecegi yoniindedir. Bu dogrultuda, iki hiicre hattinda hiicre canliligis (MTT,
sagkalim testi), koloni olusturma kapasitesi, ii¢ boyutlu (3D) sferoid gelisimi, hiicre
dongiisii dagilimi ve apoptoz oranlar1 gibi temel hiicresel parametrelerin incelenmesinin
yani sira, Emodin ve anti-miR-208a’nin MAPK (ERK1/2, JNK, p38), ERa, NLK ve c-
MYC gibi kritik sinyal yolak proteinleri {iizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Elde edilecek bulgularin, Emodin’in antikanser etkilerinin molekiiler
mekanizmalarinin ve miR-208a/NLK aksinin meme kanseri patogenezindeki roliiniin
daha iyi anlasilmasina katki saglamasi; bdylece alt tip-spesifik farkliliklar1 da géz 6niinde
bulundurarak, yeni kombinasyon terapotik stratejilerinin gelistirilmesine bilimsel zemin

olusturmast hedeflenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi ve metastatik 6zellikler kazanmasiyla
karakterize edilen kompleks bir hastaliktir. Cogu durumda, onkogenlerin asir1 fazla
aktivasyonu veya timor baskilayici genlerin islev kaybi, hiicre dongiisiiniin denetimsiz
ilerlemesine ve apoptotik mekanizmalarin baskilanmasina neden olmaktadir (Sarkar vd.,
2013). Molekiiler biyoloji yontemlerindeki ilerlemeler, bu durumun ortaya ¢ikmasinda bir

dizi siirlici mutasyonun etkili oldugunu gostermistir (Brown vd., 2023).

2020 yilinda diinya genelinde yaklasik 19,3 milyon yeni kanser vakast ve 10 milyon
kanser iliskili 6liim bildirilmistir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en
yaygin 0lim nedenidir ve hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde halk sagligi
acisindan dnemli bir yiik olusturmaktadir. Insidans oranlar iilkeler ve bolgeler arasinda
farklilik gosterse de yasam siiresinin uzamasi, kentlesme ve yasam tarzi degisiklikleriyle
birlikte kiiresel kanser yiikiiniin giderek arttifi bildirilmektedir. 2040 yilina kadar,
yalnizca niifus artis1 ve yaslanmaya bagli olarak, yillik yeni kanser vakalarinin 28 milyonu

asacagi ongorilmektedir (Arnold vd., 2022).

2020 y1il1 verilerine gore, yasa gore standardize edilmis oranlar (ASR, Age-Standardized
Rate) temel alindiginda, diinya genelinde kadinlarda insidans ve mortalite agisindan en
sik gdriilen kanser tiirleri arasinda meme, akciger, kolorektal, mide ve karaciger kanserleri

yer almaktadir (Sekil 2-1).

2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri (MK), kiiresel diizeyde saglik sistemleri lizerinde ciddi bir yiik olugturmaya
devam eden onemli bir halk sagligi sorunudur. Diinya genelinde kadinlarda en yaygin
kanser tiirii olarak en sik teshis edilen malign neoplazmlar arasinda yer almaktadir (Sha

vd., 2024) . Son otuz yil icerisinde erken tan1 yontemleri, tedavi stratejileri ve toplumsal



farkindalikta saglanan ilerlemeler, meme kanserine iligkin insidans, mortalite ve sagkalim
oranlarinda belirgin degisimlere yol agmstir. 2021 DSO istatistiklerine gére MK diinyada
en sik goriilen kanser haline gelmis olup, kadinlarda teshis edilen tiim kanserlerin %30'dan

fazlasini olusturabilecegi 6ngoriilmektedir (Iacopetta vd., 2023).

Incidence Mortality

Breast 4
Lung -
Colorectum -
Cervix uteri -
Thyroid -
Corpus uteri 4
Owary 4
Stomach -
Liver -

MHL 4
Leukaemia -
Pancreas 4
Brain CNS 4

Kidney -

Melanoma +

T T T T T T T T 1

50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50

ASR {World) per 100 000

Sekil 2.1 2020 yilinda Kadinlarda kanser insidans ve 6liim oranlar1
Diinya genelinde her 100.000 kadinda kanser insidansi ve &liim oranlarinda en yiiksek oranlar meme
kanseri igin goriilmektedir. ASR,Yasa Gore Standardize-Oran

Kadinlarda meme kanseri mortalitesi, 1989 yilinda en yiiksek seviyesine ulagmistir. Bunu
izleyen donemde mamografi taramalariyla erken tani olanaginin artmasi, farkindalik
kampanyalar1 ve tedavi yaklagimlarindaki gelismeler sayesinde mortalite oranlarinda
belirgin bir azalma gozlenmistir. 2020 yilina gelindiginde, mortalite oranlar1 1989’a
kiyasla yaklasik %43 azalmistir. Ancak son yillarda bu azalma hizinda bir yavaglama
dikkat ¢ekmektedir: 1990’11 ve 2000’11 y1llarda mortalitede yillik ortalama %23 oraninda
diisiis izlenirken, 2011-2020 déneminde bu oran yaklasik %]1’e gerilemistir (Siegel vd.,
2023).



2.1.1.1. Meme kanserinin etiyolojisi

Kadinlarda meme kanseri gelisme riski; yas, cinsiyet ve aile dykiisiiniin yani sira, seks
hormonlarina maruz kalma siiresiyle iligkili tireme faktorlerinden de etkilenmektedir.
Ozellikle erken yasta menars, ge¢ menopoz ve hi¢ dogum yapmamis olmak riski
artirirken; ¢ok sayida dogum yapmak ve emzirmek (laktasyon) riski azaltmaktadir.
Ayrica, menopoz sonrasi donemde kombine hormon tedavisi (HT) kullanan kadinlarda

meme kanseri riskinin arttig1 gosterilmistir (Anderson vd., 2014).

Epidemiyolojik kanitlar, meme kanseri riskini diizenlemede yasam tarzi ve davranis
faktorlerinin roliinii giiclii bir sekilde desteklemektedir. Meme kanseri insidansindaki
kiiresel degisimler, iilkelerdeki zaman igindeki degisimlerle birlikte, genetik olmayan,
degistirilebilir risk faktorlerinin (6zellikle saghk davraniglariyla iliskili olanlar) hastalik
prevalansinda kritik bir rol oynadigin1 gostermektedir. Diinya capinda meme kanseri
vakalarinin yaklasik %25'1 asir1 kilo, obezite ve fiziksel hareketsizlige atfedilebilir ve bu
faktorlerin halk saglig stratejilerinde dnemini vurgulamaktadir (McTiernan, 2003) (Xu &

Xu, 2023).

2.1.1.2. Meme kanserinde 6nemli risk faktorleri

Meme kanseri gelisiminde hem genetik hem de cevresel etkenler rol oynamaktadir. Bu
risk faktorleri genel olarak degistirilebilir (modifiye edilebilir) ve degistirilemeyen
(modifiye edilemeyen) olmak tiizere iki grupta incelenir. Degistirilemeyen risk faktorleri
arasinda yas, aile Oykiisili, genetik mutasyonlar (6zellikle BRCAI ve BRCA?2), erken
menars, ge¢ menopoz ve ileri yasta ilk dogum yer alirken; degistirilebilir risk faktorleri
arasinda menopoz sonrasi obezite, hormon tedavisi, alkol kullanimi, sigara, fiziksel

inaktivite ve emzirmeme bulunmaktadir (Tablo 2-1).

Meme kanserlerinin yaklasik %5—10u kalitsal genetik mutasyonlarla iligkilidir. En
yaygin nedenler arasinda BRCAI ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar yer almaktadir.
BRCAI mutasyonu tasiyan kadinlarda yasam boyu meme kanseri riski %55-65, BRCA2
mutasyonu olanlarda ise yaklasik %45°tir. Ortalama olarak, bu mutasyonlardan birine
sahip kadinlarin 80 yasina kadar meme kanserine yakalanma olasilig1 yaklasik %70’tir.

Erkeklerde BRCAI mutasyonlar1 daha nadir goriilirken, BRCA2 mutasyonlar1 yagam



boyu meme kanseri riskini yaklasik %6,8 oraninda artirmaktadir (S. Chen & Parmigiani,

2007).

Faktor
Menopoz sonrasi
obezite

Ostrojen/progesteron
hormon tedavisi

Alkol tiiketimi

Sigara
Emzirme

Fiziksel inaktivite

Faktor
Yas >65

Aile dykiisii

Menars <12 yas
Menopoz <55 yas

i1k gebelik >30 yas

Mamografide yogun
meme dokusu
Bazi kanseroz
olmayan meme

hastaliklari
Over/Endometrial
kanser oykiisii

BRCA1 ve BRCA2

gen mutasyonlari

Kemik yogunlugu
(yiiksek BMD)
Radyasyon terapisi
Oykiisii

Tablo 2-1 Meme kanseri risk faktorleri (Peairs vd., 2017) .

Modifiye Edilebilir Risk Faktorleri

Risk Orani
1.2 (=80.
persentil yas
<55, >20.
persentil)

1.3 =5yl
kullanim)

1.2 (=2
icki/giin vs.
icmeyen)
1.1
1.3 (=16 ay
emzirme)

RR ~0.88
(aktif
olmayan vs.
aktif)

Etiyoloji / Karsinojen
Adipoz doku biyoaktif

Ostrojen kaynagidir;
insiilin ve insiilin
benzeri biiyiime

faktorleri artar
Hormonlara maruziyet

Kararsiz; DNA
tamirini azaltir

Kararsiz
Hiicre farklilagsmast;
geg gebelik ve
emzirme ile olusur
Insiilin, IGF ve
Ostrojen seviyelerini
azaltabilir

Aciklama
Yiiksek BMI, premenopozal meme
kanseri i¢in daha diistlik riskle
iligkilidir; mekanizmasi belirsizdir

Ozellikle >5 y1l kullanimda risk
artar. Ostrojen + progesteron birlikte
alindiginda risk daha da artar
Alkol tiiketimi arttikca risk artar

Maruziyet siiresi ile risk artar
Emzirmeme halinde risk artar

Fiziksel aktivite meme kanseri
riskini azaltabilir

Modifiye Edilemeyen Risk Faktorleri

Risk Oram
5.8

1.8-3.6

1.3 (<12 vs.
>15 yas)
1.2-1.5 (<45
yas)
1.7-1.9 (ilk
cocuk >20
yas)
4-5 kat
(=75%)
1.5-3.3 (atipi
veya
hiperplazi)
Degisken risk

15-200
(BRCAL ile)

1.6-1.8

5.2 (Hodgkin
tedavisi)

Etiyoloji / Karsinojen
Multifaktoriyel; DNA
hasar1

Hormonlara daha uzun
maruz kalma
Hormonlara daha uzun
maruz kalma
Hiicre farklilagmasi
geg olusabilir

Glandiiler doku artis1

Proliferatif hiicreler

Germline mutasyonlari
ile iligkili

DNA tamir genlerinde

otozomal dominant
mutasyon
Estrojenin etkisi
olabilir
DNA hasari

Aciklama
Risk yasla birlikte artar; cogu meme
kanseri 50 yasindan sonra tani alir
Anne veya baba tarafindan birinci
derece akrabalarda meme kanseri
olmasi riski artirir
Daha uzun hormon maruziyeti ile
iligkilidir

Tam donem gebelik yapmamak da
riski artirir

Goriintlileme zorluklarina ragmen
risk artar
Kanser riskini artirabilir

Yiiksek riskli genetik faktor

Yiiksek kemik yogunlugu ile
iliskilidir
30 yas Oncesi tedavide risk daha
fazladir



Irk - Tan1 yas1 ve evreye Siyah kadinlar daha diistik sagkalim

bagli olabilir oranlarina sahiptir; sosyoekonomik
durumla iligkili olabilir
Etnik koken - Genetik ve gevresel Asyal1, Hispanik, Kizilderili
kadinlarda risk daha diisiiktiir
Sosyoekonomik - Multifikatoriyel Diisiik gelirli bolgelerde sagkalim
durum daha kotiidiir

2.1.2. Meme Kanserinin Evreleri

Meme kanseri evrelemesi, hastaligin yayilim derecesini ve prognozunu belirlemek
amaciyla yapilir. Klinik ve patolojik bulgulara dayanan evreleme, genellikle TNM sistemi
(T: primer tiimoriin boyutu, N: bolgesel lenf nodu tutulumu, M: uzak metastaz varligi)
temel alinarak gerceklestirilir. Bu sistem, Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) ve

Uluslararas1 Kanserle Savas Birligi (UICC) tarafindan diizenli olarak giincellenmektedir.

Bu evreleme sistemine gore, invazyon gostermeyen, sadece siit kanallarinda veya
lobiillerde sinirli olan evre Evre 0 (Karsinoma in situ) olarak tanimlanir. Evre I’de Tiimor
boyutu < 2 cm olup lenf tutulumu olmayan veya mikrometastaz diizeyinde olan grup
belirtilir. Evre II’de tiimor 2-5 cm arasindadir ve/veya sinirli sayida aksiller lenf nodu
metastazi vardir. Evre III’te tiimdr >5 cm olup daha genis lenf nodu tutulumu veya gogiis
duvari/deri invazyonu mevcuttur. Evre IV’te ise uzak organ metastazi (6rnegin kemik,

akciger, karaciger veya beyin) mevcuttur.

2018 yilinda revize edilen 8. AJCC evreleme sistemi, klasik anatomik parametrelere ek
olarak biyolojik belirtecleri (6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), HER2
durumu ve tiimor derecesi) de icerecek sekilde genisletilmistir. Bu giincelleme, timoriin
biyolojik davramigint da dikkate alarak prognozun daha dogru tahmin edilmesini
saglamistir. Ayrica lenf diigiimlerine bolgesel metastazlarin boyutu, sayisi, yeri ve tespit
yontemine iliskin ayrintilar da sistemdeki 6nemli degisiklikler arasindadir (Singletary &

Connolly, 2006) .

2.1.3. Meme Kanserlerin Siniflandirilmasi

Kanser siniflandirmasi, hastaligin dogru teshisini koymay1 ve tlimor davranigini tahmin
etmeyi amaglayarak onkolojik karar alma siirecini kolaylastirir. Geleneksel meme kanseri

siniflandirmasi, esas olarak klinikopatolojik &zelliklere ve rutin biyomarkerlerin



degerlendirilmesine dayanmasina ragmen, bireysel meme kanserlerinin farkli klinik

seyirlerini tam olarak yansitamayabilir (Tsang & Tse, 2020).

2.1.3.1. Patolojiye Dayali Siniflandirilma

Patolojiye dayali siniflandirmada meme kanserleri invaziv olmayan ve invaziv meme
kanserleri olmak iizere iki ana sinif bulunur. Invaziv Olmayan (in situ) meme kanserleri
kendi i¢inde iki grupta incelenir. Birincisi, Duktal karsinoma in situ (DCIS), intraduktal
karsinom olarak da bilinir ve meme kanserinin en sik goriilen alt tiplerinden biridir. DCIS,
invaziv olmayan veya pre-invaziv bir meme kanseri formu olup, normal siit kanallarinin
icinde gelisim gostermektedir. Her ne kadar DCIS dogrudan invaziv bir 6zellik tagimiyor
olsa da bu lezyonlarn ilerleyerek invaziv meme kanserine donilisme riski yiiksektir. Bu
nedenle erken tan1 ve uygun tedavi yaklagimlari, hastaligin ilerlemesini 6nlemede kritik
bir rol oynamaktadir.ikinci grup ise, Lobiiler karsinoma in situ (LKIS), meme lobiillerinde
gelisen, ancak ¢evre dokuya invazyon gostermeyen neoplastik bir lezyondur (van Seijen

vd., 2019) (Feng et al., 2018).

Invaziv (infiltre edici) meme kanseri, normal meme lobiilleri ve kanallarini istila eden ve
bu yapilarin disina ¢ikarak ¢evredeki meme stromal dokusuna dogru ilerleyen hiicreler ile
karakterizedir. Bu tip meme kanseri en sik 55 yas ve {lizeri kadinlarda teshis edilmektedir.
Invaziv karsinomlar, lenf diigiimleri, kemik, akciger veya diger organlara yayilabilme
potansiyeline sahip olduklar1 i¢in metastatik meme kanserleri kategorisinde
degerlendirilir. ilgili doku ve hiicre tipine bagh olarak, invaziv meme kanserleri temel
olarak iki ana alt tipe ayrilmaktadir. Invaziv Duktal Karsinom (IDC), en yaygin meme
kanseri tiirtidiir ve tiim meme kanserlerinin yaklasik %80’ini olusturur. IDC siniflamasi,
birkag alt tipi icerir: meme tiiberkiiler karsinomu, meme mediiller karsinomu, meme
miisindz karsinomu, meme papiller karsinomu ve meme kribriform karsinomu. Meme
dokusunda IDC gelisimi, duktal hiicrelerin bazal membrani asarak ¢evredeki stromal
dokulara invazyonu ile karakterizedir (Sekil 2-2). Invaziv Lobiiler Karsinom (ILC) ise
meme kanserleri arasinda en sik goriilen ikinci tip olup, tiim olgularin yaklagik %10—
15’ini olusturmaktadir. Her yas grubundaki kadinlarda goriilebilse de o6zellikle ileri

yaslarda daha yaygindir. IDC ile karsilagtirildiginda ILC’nin genellikle daha ge¢ yaslarda



ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir. IDC ¢ogunlukla 55 yas ve iizerinde goriiliirken, ILC daha
¢ok 60’11 yaslarin baslarinda teshis edilmektedir (Shea vd., 2020) (Feng et al., 2018).

Normal Duct DCIS

E] Normal @ Cancer cell Q Invading cell A= MEC < BM

Sekil 2.2 Duktal meme kanseri gelisim stireci.
(a), Normal duktus bazal membran (BM) saglamdir (b), (DCIS) Kanser hiicreleri siit kanali liimeninde
birikerek proliferasyon gosterir, ancak bazal membran biitiinliigii korunmustur (c), (IDC), Miyoeptelyal
hiicre tabakasi ve bazal membran bozulmustur (McSherry vd., 2007) .

2.1.3.2. Molekuler Siniflandirma

Meme kanseri genellikle, timor hiicreleri tarafindan eksprese edilen reseptorlerin
varligina veya yokluguna gore bes ana alt tipe ayrilir: luminal A (LumA), luminal B
(LumB), HER2-overeksprese (veya HER2-zenginlestirilmis ya da HER2"), tiglii negatif
meme kanseri (TNBC) ve bazal-benzeri ile normal-benzeri (veya normal meme dokusu-
benzeri). Luminal A, B ve HER2" alt tipleri hormon reseptorleri (HR'ler), yani dstrojen
reseptorii (ER) ve/veya progesteron reseptorii (PR) acisindan pozitiftir. Luminal B ve
HER2" alt tiplerinde ayrica HER2 overekspresyonu da gozlemlenir (Orrantia-Borunda
vd., 2022). Meme tiimdrlerinin ¢ogunlugu (%60-70) luminal A ve B alt tipleri tarafindan
temsil edilir. Invaziv meme kanserlerinin %10—15’ini olusturan HER2" meme kanseri alt
tipt, HER2 geninin amplifikasyonu/aktivasyonu ile karakterizedir ve bu durum meme
kanseri hiicrelerinin ylizeyinde HER2 reseptdriiniin overeksprese edilmesine neden olur.
TNBC, ii¢ molekiiler belirtecten (ER, PR ve HER2) higbirinin eksprese edilmemesi
nedeniyle “liglii negatif” olarak adlandirilmistir ve en agresif, prognozu en kotii olan alt
tiptir. Genellikle gen¢ kadinlarda goriiliir ve tim meme kanserlerinin %15-20’sini

olusturur (Lau vd., 2022) (Iacopetta vd., 2023).



2.1.4. Meme Kanseri Teshisi Yontemleri

Meme kanseri tanisinda kullanilan goriintiileme teknikleri, maliyet, duyarlilik ve 6zgiilliik
acisindan sinirlamalara sahiptir; bu da yeni biyobelirteclerin gelistirilmesini gerekli
kilmaktadir. HER2 ve Ki-67 gibi proteinler, ERa ve ERS gibi mRNA’lar, CEA gibi
enzimler ve mikroRNA’lar dahil olmak iizere bu biyomarkerler, meme kanserinin
molekiiler yolaklarimin daha iyi anlagilmasini saglayarak daha etkili tedavi ve izleme
yontemlerine katkida bulunabilir. Bir tirozin kinaz reseptdrii olan HER2, hiicre
biiylimesinde rol oynar ve bazt meme kanseri tiirlerinde overeksprese edilir; bu da onu
ongoriicli bir biyomarker haline getirir. Ki-67, hiicre proliferasyon hizini goésteren bir
biyobelirtectir ve yiiksek diizeyleri, meme kanserinde niiks olasiliginin artisiyla iliskilidir
(Feeley vd., 2014). Ostrojen reseptorleri (ER), 6zellikle ERo, dstrojene bagimli meme
kanserlerinde rol oynar ve hiicre ¢cogalmasi ile metastazi etkilerken, ER tiimdr baskilayici
islevlere sahip olabilir. Her iki ER alt tipi de potansiyel prediktif biyomarkerlardir (Jafari
vd., 2018).
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Sekil 2.3 Meme kanseri teshisi yontemleri
Meme kanseri mammografi, manyetik rezonans goriintiileme yontemleri gibi yontemlerle teshis edilebilir
(Ibrahim vd., 2024)
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2.1.4.1. Mamografi

Mamografi, memenin rontgen teknolojisi kullanilarak goriintiilenmesini saglayan bir
yontemdir. Giiniimiizde bazi meme tarama merkezlerinde, geleneksel film tabanl
mamografinin yerini dijital mamografi almistir. Dijital mamografinin baslica avantajlar
arasinda; bilgisayar destekli tespit sistemleri, mamogramdaki olas1 anormallikler
konusunda radyologlart uyaran algoritma tabanli yazilimlar ve merkezi film okuma
kolaylig1 yer almaktadir. Bununla birlikte, mamografinin sik kullanimi potansiyel
radyasyon risklerinin dikkatle degerlendirilmesini gerektirir. Ayrica, yanlis pozitif
sonuglar ek gorlintiileme ihtiyacina veya histopatolojik incelemelere, ozellikle de

perkiitan meme biyopsisine yol acabilmektedir (Kerlikowske vd., 2011).

2.1.4.2. MRI (Manyetik Rezonans Gorlintiileme)

Manyetik rezonans goriintilleme, proton yogunlugunu kullanan yiiksek ¢oziiniirliikli bir
gorilintiileme teknigidir. Secicilikteki sinirlamalar ve kontrast maddelere bagimlilik
nedeniyle meme kanseri teshisi i¢in rutin olarak kullanilmaz. Erken teshis i¢in yiiksek
hassasiyete sahip olsa da 6zellikle gadolinyum ile iliskili toksisitelere sahip olan kontrast
gelistirme gerektirir. Arastirma, lipozomal nanopartikiiller ve kontrast madde etkinligini
ve giivenligini iyilestirmek icin hedefleme teknikleri gibi yeni tasiyici sistemleri
gelistirmeye odaklanmustir. Ornekler arasinda niikleolin hedefli nanopartikiiller, folat
hedefli gadolinyum yiiklii lipozomlar ve mikro damar karakterizasyonu i¢in ultra kiiciik
stiperparamanyetik demir oksit parcaciklari bulunur. Demir oksit parcaciklari i¢eren
manyetolipozomlar, goriintiileme, hedefleme ve hipertermi i¢in arastirilmaktadir. Demir
oksit nanopartikiilleri ayrica proliferatif olmayan kanser hiicrelerini tespit etmek i¢in de
umut vaat etmektedir ve giyilebilir teshis cihazlarinda kullanim i¢in arastirilmaktadir

(Nounou vd., 2015).

2.1.4.3. Dinamik Kontrastli MRI (DCE-MRI)

Dinamik kontrast madde destekli meme MRI, paramanyetik kontrast maddenin intravendz
enjeksiyonundan sonra bir dokunun zamansal iyilestirme Oriintiisiinii analiz ederek calisir.
Bu invaziv olmayan goriintiileme teknigi, doku vaskiilerizasyonunun, interstisyel bosluk

kompozisyonunun ve lezyonlarin farklilagsmasinin kapsamini nicel olarak belirler. Sonug
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olarak, meme kanserinde daha fazla anjiyogenez nedeniyle olugan lenf nodu metastazi da
bu goriintiilleme modeli kullanilarak tahmin edilebilir. Doku analizi gibi bilgisayar destekli
bir tan1 teknolojisiyle birlestirildiginde DCE-MRI, &strojen reseptérii pozitif (ER") meme

kanseri alt tiplerini tanimlamak i¢in de kullanilabilir (Bhushan vd., 2021a).

2.1.4.4. Difiizyon Agirlikli Goriintiileme

Diflizyon agirlikli manyetik rezonans goriintileme (DW-MRI), su parcgaciklarinin
canlidaki hareketini 6lcen ve mikroskobik doku yapisini analiz eden kontrastsiz bir
islemdir. DW-MRI, kontrast madde enjeksiyonuna gerek kalmadan mikroskobik hiicresel
ortamdaki degisikliklere kars1 oldukga hassastir. Kisa bir edinim siiresine ve kolay isleme
sahiptir. Hastaligin kapsaminin belirlenmesine, tedavi yanitinin izlenmesine ve tahmin
edilmesine, prognozun tahmin edilmesine ve uygun kosullarda biyopsi rehberligine

yardimci olabilir (Durur-Subasi, 2019).

2.1.4.5. ince Igne Aspirasyonu

Ince igne aspirasyonu (FNA) 1930'da tanitilmis ve meme lezyonlari igin birinci basamak
tan1 prosediirii olarak yaygin olarak kabul edilmistir. Yillar gectikce, teknik yiiksek
duyarlilik, yiiksek 6zgiilliik ve yiiksek pozitif ongorii degeri gostermistir. Doku bazli
tekniklere gore avantajlart arasinda minimal invazivlik, maliyet etkinlii ve hizli geri
doniis stiresi, iyl huylu lezyonlart olan hastalar i¢in bir konfor yer alir. FNA ayrica
ameliyat edilemez veya tekrarlayan meme kanserinin tanisinda da faydalidir (Chaiwun &

Thorner, 2007).

2.1.4.6. Ultrason

Ultrason, yogun meme dokusunda 6zellikle yararli bir tam1 yontemidir ve genellikle
mamografide gizlenen meme kanserlerini tespit eder. Meme ultrasonunun, memedeki elle
tutulabilen anormallikleri goriintiilemek i¢in olaganiistii etkili bir arag oldugu
kanitlanmistir. Kistik kitleleri kat1 kitlelerden ayirir ve kati kitlelerin kitleyi siipheli ve
biyopsiyi gerektiren Ozelliklerini gosterir. Ultrason yaygin olarak bulunur, bakimi

kolaydir, ekonomiktir, dayaniklidir ve kolayca taginabilir (Sood vd., 2019).
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2.1.4.7. Serum Timor Biyomarkerlar

Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi (ASCO), meme tiimorii belirteci olabilecek 13
kategoriyi degerlendirerek, meme kanserinin Onlenmesi, taranmasi, tedavisi ve
gbzetiminde tiimdr belirteglerinin kullanimina iliskin onerilerini gilincellemistir. Klinik
fayda kanit1 gosteren ve pratikte kullanilmasi dnerilen tiimor belirtegleri arasinda CA 15-
3, CA 27.29, Karsinoembriyonik antijen (CEA), Ostrojen reseptérii (ER), Progesteron
reseptorii (PR), Insan epidermal biiyiime faktorii reseptori 2 (HER2), Urokinaz
plazminojen aktivatorii (uPA), Plazminojen aktivator inhibitorii 1 (PAI-1) ve gen ifadesi
icin ¢ok parametreli analizler yer almaktadir. Bununla birlikte, meme kanserinin
taranmasinda p53, katepsin D, siklin E ve nestin de dahil olmak iizere baska kategoriler
de kullanilmaktadir ancak bunlar klinik pratikte rutin kullanimin1 destekleyen yeterli kanit

gostermemistir (Kabel, 2017).

2.1.4.8. MikroRNA'lar

(miRNA'lar), gen ifadesini diizenleyen ve g¢esitli biyolojik siire¢lerde 6nemli roller
oynayan kiiclik kodlama yapmayan RNA'lardir. miRNA'larin diizensizligi, tiimor
agresifligini, tedavi yanitin1 ve hasta sonuglarini etkileyerek meme kanseri de dahil olmak
tizere ¢esitli hastaliklarda rol oynar. Farkli meme kanseri alt tipleri, onlar1 potansiyel tani
ve izleme araglari haline getiren belirgin miRNA ifade profilleri sergiler. Calismalar, miR -
1280, miR-1260 ve miR-720 gibi dolasimdaki miRNA seviyelerinin meme kanseri
hastalarinda degistirilebilecegini ve tedavi yanitiyla iligkili olabilecegini gdstermistir.
miR-200 ailesindekiler gibi belirli miRNA'lar, kok hiicre diizenlemesi ve metastaz gibi
stireclerde yer alir. Hiicresel sinyalleri tagiyan nano-vezikiiller olan ekzosomlar da
miRNA'lar1 tagir ve miR-21 ve miR-1246 gibi bu ekzosomal miRNA'lar, tan1 belirtegleri
olarak umut vadetmektedir. Ekzozomal miR-10b'nin metastazla baglantis1 oldugu
belirtilirken, ekzozomal Del-1'in erken evre meme kanseri icin potansiyel bir tam

biyobelirteci oldugu gosterilmistir (Jafari vd., 2018).

2.1.5. Meme Kanserinin Tedavisinde YOntemler

Son yillarda, meme kanseriyle ilgili aragtirmalar, hastaligin anlasilmasinda olaganiistii

ilerlemelere yol acmis ve daha etkili ve daha az toksik tedavilerin gelistirilmesini
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saglamistir. Tedavideki en biiylik zorluklardan biri, terapotik secenekleri belirleyen
heterojen yapisidir. Meme kanseri i¢in kemoterapideki ilerlemelerle birlikte, son on yilda
meme kanserine bagl 6liim orani azalmaktadir. Ostrojen reseptdriinii (ER) hedef almak,
hormon reseptérii pozitif (HR") meme kanserine kars1 en gliglii tedavi yontemlerinden biri
olarak kanitlanmistir. Ayrica, anti-HER2 monoklonal antikor gibi biyolojik ilaglarin
basarisi, meme kanseri tedavisinde molekiiler hedefleme yaklasiminin uygulanabilirligini
ve onemini vurgulamistir. Bu durum, PARP, CDK4/6, PI3K/AKT/mTOR, ¢oklu kinazlar
veya immiin kontrol noktasi inhibitdrleri gibi yeni hedefe yonelik ajanlarin gelistirilmesini
tesvik etmis ve meme kanserinin belirli molekiiler alt tiplerinin tedavisi i¢in énemli bir

adim olmustur (Tablo 2-2) (Tong vd., 2018).

-

) Prodac —  Birinci nesseil
Meme kanserinde hedefe %amoksif’en) | | aminogluteimid)
yonelik tedavi yaklasimlar el P | ereoz |
= Ostrojen- || Inhibitorler | | BFid@oL Vorozole) 7nfnikari15eir|\
Anti- | | |reseptor engelleyici- . ;:J‘ Ugiincii nessell
6strogen | (Anastrozol, Letrozol,
“ SERD (Fulvestrant) |  Eksemestan)

LH-RH Analoglar

| (goserelin, leuprolide gibi) || LH-RH duyarli

meme kanseri

~__| Geligmis/HR+.

CDK4/6 inhibitoér MER et ke

(Ribociclib, Palbocidil, Abemacidi)
PI3K inhibitor | | PI3K Infraktorii _—iTrastuzumab,Pertuzumab|j Gelismis/metastatik

(Pictilisib, Pilaraliasib) meme kanseri | HER2+ meme kanseri
anti-HER3 mAb ‘

Pan-PI3K inhibitorl | | Gelismismetastatik . ‘
(Buparlisib) HER2+-meme kanseri| — a”t"QF mAb Antikor-ilag.
= (Bevacizumab) konjugati

(Neratinib, Lapatnib) 1gG4-k mAb

(Pembrolizumab)
mAb TNBC

Antikor-llagkonjugati
(Sacituzumab govitecan-hziy, Enhertu, T-DMI)

Anti-kanserinde hedele ydnell tedavl kanser

Sekil 2.4 Meme kanserinde hedefe yonelik tedavi yaklagimlari.

Anti-6strojen tedaviler (SERD, aromataz inhibitérleri, LH-RH analoglari) ve tirozin kinaz inhibitérleri,
hormon reseptdr pozitif (HR*) ve HER2* alt tiplerde kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar (mAb) ve
antikor-ilag konjugatlari (ADC’ler), 6zellikle ileri evre ve metastatik HER2" veya {iglii negatif meme
kanseri (TNBC) olgularinda etkinlik gdstermektedir (Bhushan et al., 2021).
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2.1.5.1. Anti-Ostrojen

Endokrin tedavi (ET), dstrojen reseptorii pozitif (ER") meme kanseri i¢in koklii bir tedavi
yontemidir. Bu tiimorler Ostrojen reseptorii alfa (ERa) ekspresyonu gosterir ve biiyliime
i¢in Ostrojen kaynakli sinyal yollarina ihtiya¢ duyar. ET, dolasimdaki dstrojen seviyelerini
diisiirerek, Ostrojen reseptoriinii (ER) dogrudan bloke ederek veya bozarak ya da bu
mekanizmalarin bir kombinasyonunu kullanarak etkisini gosterir (Lloyd vd., 2022). Su

anda meme kanserinin tedavisinde kullanilan birkag FDA onayli ilag bulunmaktadir.

Prodrug tamoksifen (ticari adi: Nolvadex), Ostrojen reseptoriine (ER) baglanarak
Ostrojenin reseptor aracili alimin1 kismen engelleyen bir agonisttir (Meiser vd., 2017).
Tamoksifen yiiksek riskli kadinlarda meme kanserini etkili bir sekilde dnlerken, kullanimi
onemli yan etkiler nedeniyle sinirlidir. Bunlar arasinda, NSABP P-1 denemesinde
gosterildigi gibi, 6zellikle 50 yas {istii kadinlarda endometriyal kanser riskinin artmasi yer
alir. Tamoksifen ayrica derin ven trombozu ve yaslh kadinlarda daha yaygin olan pulmoner
emboli riskini de artirir. Potansiyel kalp krizi, fel¢ ve kan pihtilarindan 6liim gibi bu
riskler, bazi kadinlarin tamoksifen almaktan ¢ekinmesine neden olur (Nazarali & Narod,

2014).

Aromataz inhibitorlerinin (AI) meme kanserinin onlenmesi ve tedavisi i¢in kullanimi
islevsel yumurtaliklar: olmayan hastalarla sinirlidir. Menopoz 6ncesi kadinlarda aromataz
inhibisyonu strojen iiretimini yetersiz sekilde baskilar. Ug¢ nesil Al gelistirilmistir.
Birinci nesil (6rn. aminoglutetimid) ve ikinci nesil Al'ler (6rn. fadrozol ve vorozol)
aromataza ek olarak kortizol ve aldosteron iiretiminin azalmasiyla daha az segicidir.
Ayrica siirh klinik etkinlikle zayif tolere edilirler. Ote yandan, iigiincii nesil Al'ler (6rn.
anastrozol (marka adi: Arimidex), letrozol (marka adi: Femara) ve eksemestan (marka adi:
Aromasin)) aromataz enzimi i¢in oldukea secicidir ve oldukea iyi tolere edilirler. Sonug
olarak, HR" metastatik meme kanseri olan menopoz sonrasi kadinlarda birinci basamak
tedavi olarak tamoksifeni miikemmel yanit oranlar1 ve gecikmis ilerleme ile geride
birakmiglardir. Al'lerin ayrica hastaliksiz sag kalimda kademeli iyilesme, daha diisiik
lokal ve metastatik tekrarlama oranlar1 ve tamoksifen ile karsilagtirildiginda daha diisiik

kontralateral meme kanseri insidansi gosterdigi goriilmiistiir (Schneider vd., 2011).
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Secici bir dstrojen reseptorii degradatorii (SERD) Fulvestrant, dnceki hormonal tedaviye
direngli meme kanseri hastalarinda kullanilir. ERa'y1 degradasyona ugratir, agonistik
etkisi yoktur ve tamoksifen direncli modellerde etkilidir. Fulvestrant, ERa ekspresyonunu
azaltir ve ER'ye yanit veren genleri inhibe eder, estradioliin G proteinine bagli dstrojen
reseptoric 1 (GPER) {izerindeki genomik olmayan etkilerini engeller (tamoksifen
direnciyle baglantilidir) ve tamoksifen direncli hatlarda bile ER* meme kanseri hiicre
cogalmasini Onler. Calismalar, fulvestrantin tamoksifen veya 6strojen ¢ekilmesinden daha
etkili oldugunu gostermektedir. Kombinasyon endokrin tedavisi, endokrin tedavisine naif
veya yiiksek endokrin duyarli tiimorleri olan hastalara fayda saglayabilir, ancak sonuglar

kanisiktir (Rocca vd., 2018).

2.1.5.2. LH-RH Analoglar

Luteinize edici hormon salgilatict hormon (LH-RH) analoglari, Ostrojen iretimini
baskilayarak hormon duyarli meme kanserlerinde tedavi amaciyla kullanilan ilaglardir.
Bu ajanlar, hipofiz bezindeki LH-RH reseptorlerini siirekli uyararak zamanla bu
reseptorlerin  duyarsizlasmasina neden olur ve bodylece yumurtaliklardan Ostrojen
salimimin azaltir. Goserelin ve Leuprolide en yaygin kullanilan LH-RH analoglaridir. Bu
ilaclar, ozellikle premenopozal kadinlarda Gstrojen diizeylerinin disiiriilmesiyle timor
hiicrelerinin biliylimesini yavaglatir. Ayrica bazi ¢alismalarda, bu ajanlarin yalnizca
hormonal etkiyle smirli kalmayip dogrudan antikanser ozellikler de gdsterebildigi
bildirilmistir. LH-RH analoglar1 genellikle adjuvan hormon tedavisi olarak anti-Gstrojen
ilaglarla (6rnegin tamoksifen) birlikte veya tek basina kullanilabilir. Uygulama genellikle
deri alt1 enjeksiyon seklindedir ve tedavi siiresi hastanin menopoz durumu ile tiimoriin

hormon reseptor pozitifligine bagl olarak degisir. (Wolff vd., 2007).

2.1.5.3. mTOR/PI3K/AKT Yol Inhibitorleri

Meme kanserinde bulunan en yaygin genetik degisikliklerden biri, PI3K'nin p110a alt
birimini kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonlardir. Ilerlemis ER* meme kanserlerinin
yaklasik %30-40"1nda aktive edici bir PIK3CA mutasyonu bulunur. Uzun siireli dstrojen
yoksunlugundan sonra insan meme kanseri hiicre hatlari, mTOR substratlarinin yan1 sira
PI3K substrati AKT'nin fosforilasyonunda artig gosterdi. mTOR ve PI3K'nin inhibisyonu
bu hiicrelerde apoptozu indiikledi ve hormondan bagimsiz hiicrelerin ortaya ¢ikmasini
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engelledi. Hem ER hem de PI3K'nin inhibisyonunun, ER "/PIK3CA mutant ksenograftlara
kars1 sinerjistik etkileri vardi (Nunnery vd., 2020).

2.1.5.4. CDK4/6 Inhibitorleri

Palbosiklib, Ribosiklib ve Abemaciclib, HR"/HER2  metastatik meme kanseri igin
onaylanmistir. Birinci basamak tedavi, aromataz inhibitorleri (Al'ler) ile birlikte
kullanildiginda ilerlemesiz sagkalimi 6nemli 6lgiide iyilestirir. Tkinci basamak tedavi,
Fulvestrant ile birlikte kullanildiginda, endokrin tedaviden sonra hastalik ilerlemesi olan

hastalarda ilerlemesiz hayatta kalimi iyilestirir.(Burguin vd., 2021).

2.1.5.5. HER?2 Pozitif Meme Kanseri Igin Yeni Stratejik Tedaviler:

HER2 pozitif meme kanserinde klasik hedefe yonelik tedaviler (Trastuzumab ve
Pertuzumab gibi monoklonal antikorlar) bir¢ok hastada etkinlik gdsterse de tedaviye
direng gelismesi ve metastatik olgularda sinirli yanit oranlart yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesini gerekli kilmistir. Son yillarda bu alanda ¢esitli yenilik¢i yaklagimlar 6ne
cikmaktadir. Bu yaklasimlardan biri antikor-ilag konjugatlaridir (ADC’ler). Trastuzumab-
derukstekan ve Trastuzumab-duokarmsin gibi antikor-ilag konjugatlari, hem HER2’yi
yiiksek diizeyde eksprese eden hem de diisiik diizeyde ifade eden tiimdrlerde belirgin
antitiiméor etkinlik gostermektedir. Ozellikle T-DMI1 tedavisine direngli olgularda dahi
umut verici sonuglar elde edilmistir. Bir bagka yaklasim, kimerik antikorlardir.
Margetuximab gibi yeni nesil kimerik antikorlar, bagisiklik sisteminin antitiimor yanitini
giiclendirerek antikor aracili hiicresel sitotoksisiteyi (ADCC) artirir. Klinik ¢aligmalarda,
bu ajanlarin progresyonsuz sagkalimi anlamli diizeyde iyilestirdigi bildirilmistir. Cift
Spesifik Antikorlar (Bispesifik Antikorlar, BsAb’ler) birden fazla reseptdr veya epitopu
ayni anda hedefleyerek tiimor hiicrelerinde daha etkili inhibisyon saglar. MCLA-128,
ZW25 ve TCB gibi bu molekiiller erken faz klinik ¢alismalarda cesaret verici sonuglar
ortaya koymustur. E75, GP2 ve AE37 gibi HER2 tiirevli peptit asilari, HER2’ye karsi
Ozglil bagisiklik yanitini uyararak tiimor hiicrelerinin taninmasini ve ortadan
kaldirilmasin1 amaglamaktadir. Klinik c¢aligsmalarda degisken diizeylerde etkinlik
bildirilmis olsa da, bu yaklasimlar immiinoterapinin gelecekteki potansiyelini
gostermektedir (Burguin vd., 2021). Tukatinib ve Poziotinib gibi yeni nesil tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI’ler), HER2 ye kars1 daha segici etki gosterir ve 6zellikle beyin metastazi
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bulunan hastalarda daha iyi klinik sonuglar ve daha yiiksek tedaviye tolerans
saglamaktadir. Bu yenilik¢i tedavi stratejileri, HER2 pozitif meme kanserinde tedaviye
diren¢ sorununu azaltmayi, yasam siiresini uzatmaytr ve Kkisisellestirilmis tedavi

yaklasimlarinin etkinligini artirmay1 hedeflemektedir.

Tablo 2-2 Meme kanserinin farkl tiplerinin tedavisinde kullanilan tedavi edici ilaglarin listesi ve
durumlar1 (Bhushan vd., 2021c)

ilac (Ticari Ad))

Tamoxifen (Nolvadex)
Aminoglutethimide,
Fadrozole ve Vorozole
Anastrozole (Arimidex)
Letrozole (Femara)
Exemestane (Aromasin)
Goserelin ve Leuprolide
Fulvestrant
Ribociclib (LEE011)
Palbociclib (PD0332991)
Abemaciclib (LY2835219)

Buparlisib
Pictilisib
Pilaralisib (XL147)
Voxtalisib

Trastuzumab (Herceptin)
Pertuzumab

Neratinib
Patritumab

Bevacizumab

Sacituzumab govitecan-hziy

T-DM1 (Kadcyla)

Enhertu

Pembrolizumab (Keytruda)

Atezolizumab ve nab-
paclitaxel

Etki Mekanizmasi / Simif

Anti-Gstrojen
Birinci ve ikinci nesil
Al'ler

Ucgiincii nesil Al'ler
SERD Degrader
CDK4/6 inhibit6ri
pan-PI3Ki
PI3K inhibitorii

mADb

TKI
anti-HER3 mAb
anti-GF mAb

Antikor-ila¢ konjugati
Antikor-ilag konjugati

Antibody—drug conjugate
[gG4-xk mAb

mADb
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Tedavi Edilen Meme Kanseri Alt
Tiiri
ER pozitif meme kanseri

ER pozitif meme kanseri

ER pozitif meme kanseri

LH-RH duyarli meme kanseri
Meme kanseri
Epidermal biiylime faktorii reseptorii
2-negatif ileri veya metastatik meme
kanseri
(HER2)-negatif, PIK3CA-mutasyon,
ileri veya metastatik meme kanseri

HR+/HER- ileri meme kanseri

HER2-overeksprese meme kanseri

fleri veya metastatik HER2+ meme
kanseri
HER2+ ileri meme kanseri
Germline mutasyonlari/HER2 negatif
meme kanseri olan TNBC hastalari
Niikseden veya direngli metastatik
TNBC
HER-2 metastatik regeteli adjuvan
tedavi, hasta trastuzumab (Herceptin)
ve bir taksan ile neoadjuvan tedavi
almigsa
HER-2 metastaz tekrar ortaya ¢ikmis
ve cerrahi olarak ¢ikarilamiyor
metastatik TNBC veya tekrar ortaya
cikan ve cerrahi olarak ¢ikarilamayan
TNBC

PD-L1+ TNBC



2.2. Ostrojen Reseptorii

Ostrojenler (Cis steroidler), erkeklik hormonu énciilleri olan androjenlerin (Cis steroidler)
demetilasyonuyla olusur. Aromataz, androjenin Ostrojene aromatizasyonundan
sorumludur. Meme kanseri, polikistik over sendromu (PCOS), endometriozis, osteoporoz,
yumurtalik kanseri, mide kanseri, hipofiz kanseri, Alzheimer hastaligi, sizofreni, erkek
hipogonadizmi gibi 0Ostrojen bozulmasinin neden oldugu rahatsizliklarin ¢ogu ve
transsekstiel sorunlar da aromataz bozukluklarla baglantilidir (Blakemore & Naftolin,
2016). Ostrojen (17 beta-6stradiol), bir tiir transkripsiyon faktorii olan niikleer hormon

reseptor proteinine baglanarak cesitli islevlerini yerine getirir (Lee vd., 2012).

Niikleer reseptor (NR) siiper ailesi, yapisal olarak korunmus fonksiyonel domainleri
paylasan cesitli ligand-bagiml transkripsiyon faktorlerinden olusur. Bu reseptorler, gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyonel diizenleyiciler olarak islev
goriir. Her bir niikleer reseptor, genellikle iki ana yapisal bolge icerir: DNA baglanma
domaini (DBD) — iki ¢inko parmagindan olusur ve NR ailesi {liyeleri arasinda yiiksek
diizeyde korunmustur. Ligand baglanma domaini (LBD) — reseptoriin C-terminalinde yer
alir ve ligand tanima ile aktivasyonun temelini olusturur. LBD, ayn1 zamanda aktivasyon
fonksiyonu bolgeleri (Activation Function, AF) olarak adlandirilan iki alt bolge igerir:
AF-1 ve AF-2. AF-1, reseptoriin N-terminal kisminda yer alir ve liganddan bagimsiz
transkripsiyonel aktiviteyi diizenler. AF-2 ise C-terminalde, LBD’nin 12. heliksinde

lokalizedir ve ligand-bagiml transkripsiyonel aktivitenin kontroliinden sorumludur.

Ostrojen reseptorleri (ER’ler), bu domainler aracihifiyla gen ekspresyonunu diizenler
(Sekil 2.5). Ostrojenik ligandlar, AF-1 ve AF-2 bélgelerinin etkilesimini degistirerek ER-
aracili transkripsiyonun aktivasyonunu veya baskilanmasini saglar (P. Huang vd., 2010)
(Arao & Korach, 2021). Ostrojen reseptdrleri (ER), hiicrelerin niikleusunda,
sitoplazmasinda ve mitokondrisinde bulunur ve transkriptlerin alternatif splaysinginin bir
sonucu olarak cesitli tiplerde olabilirler. iki baskin tip, birden fazla izoformda ortaya ¢ikan
alfa ve betadr. i1k olarak alfa tipi ER (ERa), ardindan oldukga yeni bir beta tipi ER (ERp)
kesfedilmistir (Patel vd., 2018).
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Sekil 2.5 Ostrojen reseptériiniin (ER) yapisal ve islevsel bolgeleri
(A) ERa ve ERP izoformlarinin domain topolojilerinin karsilastirilmasi: AF-1 (Activation Function-1),
DBD (DNA-Binding Domain), H (Hinge), LBD (Ligand-Binding Domain) ve AF-2 (Activation Function-
2). (B) Ligand baglanmasi sonrast ER dimerinin 6strojen cevap elementlerine (ERE) baglanarak gen
transkripsiyonunu baslatmasi (Miziak vd., 2023a)

2.2.1. Meme Kanserinde Ostrojen Sinyali

ER'ler dstrojenler tarafindan aktive edilir ve 6zellikle meme kanseri gibi ¢esitli kanserlerin
gelisiminde &nemli roller oynar (Sekil 2.6) (Yue vd., 2010). Ostrojenin iireme, beyin
gelisimi ve cinsel steroid hormonlarin ek koruyucu etkileri gibi normal biyolojik rolleri
olsa da uzun siireli maruz kalma, yiiksek hormon seviyeleriyle birlestiginde, agirlikh
olarak metabolizma ve hiicre dongiisii diizenlemesinde rol oynayan genlerin
transkripsiyonunu yapisal olarak aktive ederek MK riskini artirir. ER aracili gen
diizenleme mekanizmalari iyi tanimlanmigtir. ER'ler, transkripsiyonel reseptor ailesine ait
olan ve yiizlerce hedef genin transkripsiyonel baglatilmasini kolaylastirmak i¢in spesifik
bir DNA konsensus dizisini taniyan ve ona baglanan iki izoform (ERa ve ERp) olarak
mevcuttur (Hervouet vd., 2013). ESR geni, hiicre biiyiimesi ve boliinmesi de dahil olmak
lizere ¢ok sayida biyolojik siirecin temel diizenleyicisi olan dstrojen reseptorii alfayr (ERa)
kodlar. Klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda ESRI mutasyonlarinin meme kanseri
gelisiminin erken evrelerinde ortaya ciktigi gézlemlenmistir. Ayrica, kanser hastaligi
ilerledikge tiimor hiicrelerinde goriilme siklig1 da giderek artmaktadir. ER, ER eksprese
eden meme kanserinin gelisiminde, ilerlemesinde ve invazyonunda énemli bir rol oynar.
ER-pozitif tiimédrler diger MK tiplerine gore daha olumlu prognoza sahiptir ve genellikle

hormonal tedaviye yanit verir (Miziak vd., 2023b).
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Sekil 2.6 Meme kanserinde dstrojen reseptorlerinin etki mekanizmalari
Ostrojen reseptdrleri (ER), hem genomik (A) hem de genomik olmayan (C) yollarla hiicresel yanitlart
diizenler. Genomik yol, niikleusta dstrojen reseptoriiniin ko-aktivator (CoA) proteinleriyle birlikte dstrojen
cevap elementlerine (ERE) baglanarak gen ekspresyonunu diizenlemesiyle gergeklesir. Genomik olmayan
yol ise, hiicre zarinda yer alan ER ve reseptor tirozin kinazlarin (RTK: EGFR, HER2, IGF1-R)
etkilesimiyle PI3K/AKT ve MAPK kaskadlarini aktive eder; bu da hiicre proliferasyonu, sagkalimi ve
invazyonunu artirir (Radhi, 2016a)

Onkogen aktivasyonuna veya timor baskilayici gen susturulmasina yol agan genetik
mutasyonlarin neden oldugu gen ekspresyonundaki degisiklikler, meme kanserin
etiyolojisinde arastirilmis ve yakin zamanda yapilan bir meta-analizde meme kanseri riski
ile iligkilendirilmistir. Son yirmi yilda, genetik bozukluklar disindaki hastaliklarda gen
ekspresyonunun epigenetik kontrolii fikri ortaya ¢ikmistir. Bu durum, timdér olusumunun
baslatilmasi ve ilerlemesinde rol oynayan genlerin anormal bigimde aktive olmasi veya
baskilanmasinin ortadan kalkmasi ile iliskilidir. Genetik ve epigenetik degisikliklerin bir
sonucu olarak, hiicre proliferasyonu ve/veya hiicre 6liimiiniin kontroliinde gorev alan
genlerde asir1 ekspresyon (overekspresyon) ya da susturulma (inaktivasyon) meydana

gelebilir (Hervouet vd., 2013).
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2.2.1.1. MAPK Sinyal Yolu

MAPK’lar (Mitogen-aktive protein kinazlar), hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
apoptoz, anjiyogenez ve timor metastazi gibi biyolojik siireglerde merkezi role sahip
serin-treonin protein kinazlaridir (Pearson vd., 2001). Okaryotik hiicrelerde ERK,
INK/stresle aktive olan protein kinaz, p38 MAPK ve ERKS olmak iizere dort ana MAPK
kaskad1 tanimlanmustir. Literatiirde, JNK ve p38 MAPK yollarinin hiicrelerin strese ve
apoptoza yanit mekanizmalariyla iliskili oldugu, ERK/MAPK yolunun ise 6zellikle hiicre
proliferasyonu ve farklilagmasi iizerinde belirleyici oldugu ve hiicresel sinyal aginda
merkezi bir konuma sahip oldugu bildirilmektedir (Plotnikov vd., 2011) (Y. Guo et al.,
2020).

Stress stimuli, cytokines,

Mitotic stimulus InRammation.:
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Sekil 2.7 Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunun sematik gdsterimi.
ERK1/2 mitotik uyaranlarla proliferasyonu diizenlerken, JNK ve p38 stres yanit1 ve apoptozda, ERKS ise
hem proliferasyon hem de hiicre sagkaliminda rol oynar.(Rehfeldt vd., 2020)
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Bu dort alt aile, dkaryotik organizmalarda yliksek oranda korunan klasik ii¢c basamakli
sinyal yoluna uyar. Bu sistemde, MAP3K c¢esitli uyarilar1 algilar ve sinyali downstreamde
yer alan MAPK kinazina (MAP2K) aktarir; MAP2K ise MAPK’1 fosforile ederek aktive
eder (E. K. Kim & Choi, 2015). Tiim 6karyotik hiicreler, gen ekspresyonunu, mitozu,
metabolizmay1, hareketliligi, hayatta kalmayi, apoptozu ve farklilagsmay1 birlikte
diizenleyen birden fazla MAPK yoluna sahiptir. Memelilerde, 14 MAPK proteini
tanimlanmis olup yedi gruba ayrilmistir (Cargnello & Roux, 2011a).

MAP kinazlar geleneksel olarak konvansiyonel ve atipik tiplere ayrilir ve Oncelikle
fosforilasyon gereksinimleri ve MAP kinaz kinazlarim1 (MAPKK!'ler) iceren aktivasyon
mekanizmalariyla ayirt edilir. Prolin yonlendirmeli bir serin/treonin kinazi olan Nemo
benzeri kinaz (NLK), atipik MAP kinaz kategorisine girer ve aktivitesi fosforilasyon

yoluyla kontrol edilir (Coulombe & Meloche, 2007).
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Sekil 2.8 Konvansiyonel ve atipik MAPK 'lar arasindaki yapisal farkliliklar (Cargnello & Roux, 2011b).
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Konvansiyonel ve atipik MAPK'lar, farkli uzunluklardaki N- ve C-terminal bolgeleri
arasinda konumlanmis bir Ser/Thr kinaz domaininden olusan bir ¢ekirdek yapiy1 paylasir.
Baz1 MAPK lar ayrica bir transaktivasyon domaini (TAD), bir niikleer lokalizasyon dizisi
(NLS), C34 bolgesi (ERK3/4'te korunmustur) ve bir Ala/His/Glu-zengin (AHQr) domaini
gibi ek domainlere de sahiptir. Her MAPK icin downstream MAPK ile aktive edilen
protein kinazlar (MAPKAPK!'lar) Sekil 2.8’de acik gri ile gosterilmistir. p38'in vy ve o
izoformlariin etrafindaki parantezler, MAPKAPK aktivasyonunu tesvik etmedeki

rollerinin gosterilmedigini belirtir (Cargnello & Roux, 2011b).

MAPK vyolunun aktivasyonu, Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) gibi biiyiime
faktorlerinin hiicre yiizeyindeki reseptorlere, Ozellikle EGFR gibi tirozin kinaz
reseptorlerine (RTK'ler) baglanmasiyla baglar. Bu etkilesim, RTK'nin dimerizasyonunu
ve trans-fosforilasyonunu tetikler. Biiyiime faktorlerinin baglanmasi, SHC (SH2 igeren
protein), GRB2 (biiyiime faktorii reseptoriine bagh protein 2) ve GAB (GRB2 ile iliskili
baglanma proteini) gibi adaptdr proteinleri iceren reseptdr komplekslerinin olusumuna ve
aktivasyonuna yol acar. Bu proteinler arasinda, SH2 domainine sahip olanlar belirli fosfo-
tirozin rezidiilerine yonlendirilir. Bu proteinlerden biri olan GRB2, RAS aktivatorii SOS’a
stirekli olarak baglhidir. Adaptor proteinler, RTK tarafindan fosforile edilmis hiicre ici
bolgelerle etkilesime girerek guanin niikleotid degisim faktorlerinin (GEF'ler) hiicre
membranina alinmasin kolaylastirir ve boylece RAS-GTP seviyelerini artirir. RAS-GTP
dogrudan RAF'a baglanarak onu sitoplazmadan hiicre membranina tasir ve RAF’1n aktif
bir kinaz haline gelmesini saglar. Aktivasyonun ardindan RAF, MEK ve ERK gibi alt
hedeflerini aktive eden bir fosforilasyon zinciri baglatarak kanonik MAPK yolunun

aktivasyonunu saglar (F. Liu vd., 2018) (Bahar vd., 2023).

MAPK sinyal iletim kaskadi, insan kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi, yayilmasi ve ilag
direnci i¢in hayati 6nem tasir. MAPK/ERK yolu, metabolik stres ve DNA hasar1 gibi igsel
faktorlerden, biiylime faktorleri ve hiicre-matris etkilesimleri gibi dissal uyaranlara kadar
bir¢ok sinyalin entegre oldugu merkezi bir sinyal iletim noktas1 olarak islev goriir. MAPK
kaskadinin temel bir bileseni olan hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) yolu siklikla
asir1 aktive olur ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve metastaza katkida bulunur

(Atanaskova vd., 2002a) (Hong vd., 2018).
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Sekil 2.9 MAPK sinyal yolu (MAPK signaling pathway - Cusabio, t.y.)

Hiicre kaderi, genom biitiinliigli ve hayatta kalmay1 diizenleyen genlerdeki mutasyonlar,
protein amplifikasyonuna yol acabilir ve timor mikrogevresini degistirerek yolun asiri
aktivasyonuna neden olabilir. Bu mutasyonlar, amiloid reseptér genlerinde (6rnegin,
EGFR), sinyal tasiyicilarinda (6rnegin, RAS), diizenleyici partnerlerde (6rnegin, Sprouty)
ve MAPK/ERK yolunun alt kinazlarinda (6rnegin, BRAF) meydana gelebilir.
MAPK/ERK yolunda bir¢ok insan kanserinde tanimlanmis mutasyonlar, hedefe yonelik
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde onemli terapdtik odak noktalari haline gelmistir

(Burotto vd., 2014).

2.2.1.2. ERa ve MAPK Arasindaki Cross-Talk

ERa ve ERK2 arasindaki cross-talk, Ostrojen sinyalinin gii¢lendirilerek gen
ekspresyonunun artmasina ve meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun hizlanmasina
katkida bulunan bir mekanizmay: vurgulamaktadir (S. Kato, 2001) (Radhi, 2016).

Ozellikle, MAPK kaskadinin temel bir bileseni olan hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
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(ERK) yolu siklikla asir1 aktive olur ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve metastaza katkida
bulunur. Dahasi, meme kanseri ilerlemesinin merkezi bir itici giicli olan 6strojen reseptorii
(ER), MAPK yoluyla etkilesime girerek tiimor biiyiimesini destekleyen karmasik bir
sinyal ag1 olusturur. Veriler, MAPK/ER cross-talk’unun ERa aracili sinyalizasyonu
artirdigini ve anti-Ostrojenlerin inhibitor etkilerine olan duyarliligi azaltmadan estradiol
(E2) bagimli timoér biiyiimesini hizlandirdigim  gostermektedir. Bu  etkilesimin
anlagilmasi, hormon bagimli meme kanseri progresyonunun molekiiler temellerine dair
onemli bilgiler saglayarak, bu sinyal iletim eksenini hedef alarak bozmay1 amaclayan
tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir (Atanaskova et al., 2002)(Ahmad vd.,
2016).

2.2.1.3. Nemo-Like Kinase (NLK)

1994 yilinda, Drosophila’da bulunan nemo geninin, sinek go6ziinde ommatidia
morfogenezisinin gelisim slireci sirasinda fotoreseptor hiicrelerinin dogru doénme
yonelimi i¢in gerekli oldugu tanimlandi (Choi & Benzer, 1994) .Nemo geni, MAP
kinazlarla benzerlikler paylasan bir serin/treonin kinazi kodlayan gen olarak tanimlandi.
Dort yil sonra, Nemo'nun fare homologu, MAP kinaz ailesindeki korunan dizilerden

tasarlanan genel primerleri kullanarak izole edildi (Brott vd., 1998).

Filogenetik analizlere goére omurgalilarda bulunan nemo-benzeri kinazlar (NLK) tip-I ve
tip-II olmak tizere iki gruba ayrilir. Amfibiler ve baliklar her iki izoforma da sahipken,
memeliler ve tavuklar yalnizca tip-II NLK eksprese eder. Farelerde, tip-II NLK'nin amino
asit dizisi fare MAPK1/ERK2'ye %54,5 benzerlik ve %41,7 6zdeslik gosterir (Ota et al.,
2012). Nemo benzeri kinaz beyinde yliksek ekspresyon seviyeleri gosterirken, kalp,
bobrekler, karaciger ve akcigerlerde minimal ekspresyon gozlenir (Brott et al., 1998).
Yapilan ¢aligmalar, NLK'nin yalnizca ¢esitli sinyal yollarinin modiilasyonu yoluyla sinir
sisteminin gelisimi ve patolojisinde degil, ayni zamanda g¢esitli insan kanserlerinin
ilerlemesinde de 6nemli bir diizenleyici olarak énemli bir rol oynadigini vurgulamaktadir
(Ishitani & Ishitani, 2013). Kanitlar, NLK'nin spesifik organ veya hiicre tipine bagli olarak
bir onkogen veya bir timor baskilayici olarak etki edebilecegini gdstermektedir (Y. Huang

vd., 2015b).
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Jung ve digerleri, Nemo benzeri kinazin insan hepatoselliiler karsinomunda (HCC) roliinii
arastirmis ve HCC dokularinda normal karaciger dokularina kiyasla NLK ekspresyonunun
upregiile oldugunu gostermistir. Dahasi, NLK ekspresyonunun bozulmasi, hiicre dongiisii
ilerlemesinde rol oynayan temel proteinler olan siklin D1 ve CDK2min inhibisyonu
yoluyla HCC hiicrelerinin biiylimesini baskilamistir. Bu bulgular, NLK'nin HCC hiicre
bliylimesinde 6nemli bir rol oynadigini1 ve potansiyel bir terapdtik hedef olabilecegini

diistindiirmektedir (Jung et al., 2010).

Aragtirmacilar niikleusta NLK proteininin overekspresyonunun safra kesesi kanseri
(GBC) dokularinda siklikla gézlemlendigi ve NLK'nin bu overekspresyonunun histolojik
derece, TNM evresi ve perindral invazyonla 6nemli 6l¢iide iliskilioldugunu gostermistir.
Yiiksek NLK ekspresyonu GBC hastalarinin daha kotii prognozuyla iligkilendirilmis ve
bagimsiz bir prognostik faktdor olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar, NLK
overekspresyonunun GBC ilerlemesiyle iliskili oldugunu ve GBC hastalar1 i¢in potansiyel
bir prognostik belirte¢ olarak hizmet edebilecegini 6nermektedir (Tan vd., 2012), (M. Li
vd., 2013).

Prostat kanseri hastalariyla yapilan bir ¢calismada, NLK ekspresyonunun prostat kanseri
(PCa) metastazlarinda normal prostat dokusu ve primer PCa'ya gore azaldig1 bulunmusgtur.
Ayrica, PCa hiicrelerinde NLK'nin overekspresyonu artan apoptoza ve androjen reseptorii
(AR) sinyalizasyonunda azalmaya yol acmustir. Bu durum, NLK'nin AR
sinyalizasyonunun diizenlenmesinde yer aldiginm1 ve prostat kanserinin ilerlemesini

etkileyebilecegini diisiindlirmektedir (Emami vd., 2009).

Chen ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise kolorektal kanser (CRC) dokularinda NLK
ekspresyonunun kanserli olmayan dokulara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu ve
artan NLK ekspresyonunun tiimoér invazyonu, lenf nodu metastazi ve diisilk hasta
sagkalim1 dahil olmak iizere CRC'nin ¢esitli klinikopatolojik 6zellikleriyle iliskili oldugu
bulunmustur (J. Chen vd., 2015).
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Sekil 2.10 NLK proteinin gesitli kanser tiirlerindeki rolleri
NLK, hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde hiicre biiylimesini ve hiicre dongiisiinil inhibe eder, glioma ve
meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikler (Y. Huang et al., 2015)

Wnt/B-katenin sinyal yolunun insan karsinogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. Bir
serin/treonin kinazi olan NLK, B-katenin/T hiicre faktorii TCF ve LEF1'i fosforile etmek
tizere aktive edilmesi, Wnt sinyal yolunun baskilanmasina yardimci olarak hiicre
¢ogalmasini ve tiimor biiylimesini azaltacaktir ki bu da kanser tedavisi i¢in faydal bir

sonugtur (Ke vd., 2016).

Kolon kanseri hiicreleriyle yapilan baska bir ¢calismada arastirmacilar, NLK'nin hiicre
bliylimesi ve canlilig1 lizerindeki etkisini analiz etmek i¢gin DLD-1 insan kolon kanseri
hiicrelerinde tetrasiklinle indiiklenebilir NLK ve kinaz negatif mutant ifadesini
kullanmiglardir. NLK'nin bu hiicrelerde hiicre biiyiimesini baskiladigini ve apoptozu
indiikledigini, kinaz negatif mutantin ise bunu yapmadigini bulmuslardir. Calisma,
NLK'nin insan kolon karsinomu hiicrelerinde apoptozu indiiklemek i¢cin TCF'den baska

hedefleri olabilecegini 6ne siirmektedir (Yasuda vd., 2003).

Akciger kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise, NLK'nin RNA interferansi ile
baskilanmast durumunda AS549 hiicrelerinde B-katenin/TCF'nin  transkripsiyon
aktivitesinin onemli Olciide arttig1 gosterilmistir. Bu artis, NLK'nin Wnt sinyal yolunu
diizenleyerek kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinin

proliferasyonunu etkiledigini diisiindiirmektedir (Lv vd., 2014).
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Yasuda ve arkadaglari, NLK'nin NF-xB sinyalizasyonununn 6nemli bir diizenleyicisi
olarak roliinii vurgulamis, IKKB'ye rekabetci bir sekilde baglanarak ve boylece TAK1
tarafindan aktivasyonunu inhibe ederek hareket etigini gostermistir. Bu diizenleyici
mekanizma, NLK'nin asir1 inflamasyon sinyalizasyonunu sinirlayarak homeostatik bir
islev gorebilecegini ve hiicre i¢i sinyal yollarmin kontroliine degerli bir katki

saglayabilecegini ileri stirmektedir (Yasuda vd., 2004).

Nemo benzeri kinaz ayrica Notch aktivitesini azaltmak icin c¢alisir. Bunu, Notch'a baglh
gen aktivasyonu i¢in gerekli olan {i¢lii bir protein kompleksinin diizgiin olusumuna

miidahale ederek yapar (Ishitani vd., 2010).

2.2.1.4. Meme Kanserinde MAPK ve Nemo-Like Kinaz’1in Rolleri

Meme kanseri hiicrelerinde NLK'nin overekspresyonu hiicre ¢ogalmasini baskiladi ve
apoptozu indiikledi, 6zellikle transkripsiyon faktorii c-Myb ile etkilesimine odaklandi.
NLK, c-Myb'nin proteazom bagimli bozunmasini tesvik etti, bu da c-myc ve bcl-2 dahil
olmak iizere c-Myb hedef genlerini asagi diizenledi. Wnt sinyallemesinde rol oynayan bir
serin/treonin kinaz olan NLK'nin, bitisik normal dokulara kiyasla meme kanseri

dokularinda 6nemli 6l¢iide downregiile edildigi bulundu (Y. Huang vd., 2013a).

Wang ve digerleri, Nemo benzeri kinazi endokrin direngli dstrojen reseptorii pozitif (ER™)
meme kanserinde yeni ve uygulanabilir bir hedef olarak tanimladilar. NLK agir1
ekspresyonu, Ozellikle daha yiiksek niiks oranlariyla bilinen liiminal B alt tiplerinde,
tamoksifen ile tedavi edilen hastalarda kotii prognozla iligkilidir. NLK, ERa ve onun
koaktivatorii SRC-3"li fosforile ederek endokrin direncini artirir ve bdylece tamoksifen
tedavisi altinda bile Ostrojen reseptdrii sinyallemesini siirdiiriir. Onemlisi, NLK'nin
susturulmasi hiicre canliligini azaltt1 ve hem birincil hem de edinilmis endokrin direngli
meme kanseri hiicre hatlarin1 tamoksifene kars1 duyarli hale getirerek onkojenik islevini
dogruladi. VX-702, hem p38 MAPK hem de NLK enzimlerini hedefleyen ikili bir kiigiik
molekiil inhibitoriidiir. mTOR inhibitorleriyle birlikte kullanildiginda, hem hiicre hattinda
hem de hasta-kaynakli ksenograft modellerinde belirgin antitimér etkileri gostermistir.
NLK, endokrin direnci tedavisinde rol oynar ve meme kanserinde hormon tedavisine

direncin iistesinden gelebilir (X. Wang vd., 2021a).
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NLK, kanserli olmayan meme epitel hiicrelerinde sitozolde lokalize olurken meme kanseri
hiicrelerinde baskin olarak niikleusta lokalize oldugu bulundu. NLK'nin bu niikleer
birikimi, Heat shock protein 27 (HSP27) ile dogrudan etkilesim yoluyla aracilik edilir.
Ozellikle, ¢ekirdekteki bu NLK-HSP27 kompleks olusumu, meme kanseri hiicrelerinde
apoptoza kars1 koruma saglar. Bu nedenle, niikleer HSP27'nin NLK'ye baglanmasi, meme
kanserinde NLK kaynakli programlanmis hiicre o6liimiinii engellemek i¢in yeni bir

mekanizma olarak tanimlanmaktadir (Shaw-Hallgren vd., 2014).

2.3. Emodin

Emodin (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone) Rheum palmatum L. bitkisinin
kokiinde bulunan bir dogal bir antrakinon aglikon bilesiktir. Bir¢ok Cin bitkisinin birincil
aktif maddesidir (X. Dong vd., 2016). Emodin, bir¢ok miishil antrakinon tiirevinin
temelini olusturur ve antik ¢aglardan beri popiiler bir miishil olmustur. Memelilerde,
emodin glikozitleri emilmeden kalin bagirsaga gider. Orada, bagirsak bakterileri bunlar
aktif aglikonlara metabolize eder. Bu aktif form daha sonra epitel hiicrelerine zarar
vererek miishil etkisine neden olur ve bu da kalin bagirsagin atiklar1 emme, salgilama ve

tagima yetenegini degistirir (Izhaki, 2002).

OH O OH

HsC OH
O

Sekil 2.11 Emodinin kimyasal yapist (X. Dong vd., 2016)

Son arastirmalar, emodin'in antioksidan, anti-inflamatuar, ndroprotektif ve antikanser gibi
farkli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir (CUI vd., 2020) (Sharifi-Rad
vd., 2022). Emodin, Oz~ ve *NO radikallerini etkili bir sekilde temizleme yetenegine

sahip giiclii bir antioksidandir ve noroprotektif ve anti-inflamatuar 6zelliklerine katkida
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bulunur. Son arastirmalar, antioksidan etkisinin n—mn etkilesimleri ve serbest radikalleri
noétralize etme yetenegini artiran elektron transfer siiregleri tarafindan yonlendirildigini
vurgulamaktadir (Rossi vd., 2020). Emodin, NF-kB ve MAPK gibi temel sinyal yollarini
inhibe ederek 6nemli anti-inflamatuar etkiler gosterir. Pro-inflamatuar sitokinleri (TNF-
a, IL-6) baskilar, TLR aracili sinyallemeyi (TLR4, TLRS) diizenler ve NF-kB p65'in
niikleer translokasyonunu azaltarak ¢esitli inflamatuar durumlara karsi korumaya katkida

bulunur (Zhu vd., 2016) (W. Zhang vd., 2017).

Bu terapdtik ozellikler, emodinin kabizlik, astim, atopik dermatit, osteoartrit, diyabet ve
komplikasyonlari, ateroskleroz, Alzheimer hastaligt (AD), karaciger hastaligt ve
pankreas, meme, hepatoseliiler ve akciger karsinomu gibi ¢esitli kanserler dahil olmak
tizere ¢esitli durumlarin 6nlenmesi ve yonetilmesi i¢in umut verici bir tedavi olabilecegini

diisiindiirmektedir (X. Dong vd., 2016).

2.3.1. Emodin'in Kanserlerdeki Rolu

Calismalar, Emodin'in ¢esitli kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesini engelledigini ve
hiicre apoptozu, onkogenez, hiicre cogalmasi, kanser hiicresi invasyonu ve metastazinin
kontroliiyle ilgili genleri diizenledigini gdstermistir. Bu yeni bulgular, hedefli kanser
tedavisi ve Emodin'in gelecekteki klinik kullanimi i¢in 6nemli ¢ikarimlara sahip olabilir
(Fang vd., 2019a). Emodin, p38MAPK, AKT, ERK ve ILK gibi temel prosurvival sinyal
yollarin1 baskilayarak antikanser etkilerini gosterir ve hiicre dongiisii durmasma ve
apoptoza yol agar. Ayrica, TGF-B, Wnt/B-Katenin, ILK, VEGF ve MMP9 dahil olmak
lizere epitel-mezenkimal gecis ve anjiyogenezle iliskili yollar1 hedefleyerek kanser
hiicresi istilasin1 ve metastazin1 engeller. Ek olarak, emodinin kanserle miicadelede

bagisiklik sistemini harekete gecirdigi gosterilmistir (Zheng vd., 2021a) .
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Sekil 2.12 Emodinin antikanser aktivitesinde rol oynayan molekiiler yollar (Zheng vd., 2021b)

Aragtirmalar, Emodinin NF-kB aktivasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigini ve bunun
da pankreas kanseri hiicrelerinin in vitro gogalmasini ve metastazini baskiladigini ortaya
koymaktadir. Emodin, NF-kB'ye bagli sagkalim ve metastazla iligkili proteinlerin
ekspresyonunu downregiile eder ve bdylece kanser hiicrelerinin apoptozdan kagma ve

metastaz yetenegini bozar (A. Liu vd., 2011).

Emodin, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) TRIB3/NF-kB aracili ER
stresini aktive etme (Su vd., 2017), hepatoselliiler karsinomda (HCC) PI3K/AKT'yi inhibe
etme ve p38 sinyal yolunu aktive etme (Lin vd., 2016) (Cui vd., 2016a) ve HepG2
hiicrelerinde mitokondriyal islevi bozma gibi ¢esitli mekanizmalar aracilifiyla gesitli
kanser tiplerinde apoptozu tesvik eder (L. Zhang vd., 2017). Ayrica, kolon kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiiklemek i¢in BCL-2 ailesi proteinlerini diizenler (Ashkenazi
vd., 2017) ve kolon ve servikal kanserlerde ROS aracili otofajiye bagl hiicre dliimiinii
baslatir (Y. Wang vd., 2018). Dahasi, emodin ayn1 anda kaspaz-3 ve TNF-o/RIP1/RIP3
yollar1 araciligiyla glioma hiicrelerinde apoptozu ve nekroptozu tetikler (Zhou vd., 2020).
Emodin, G2/M hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur ve karaciger kanserinde ¢esitli
genlerin ifadesini degistirir (Hsu vd., 2010). Emodin ayrica HepG2 hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda durmasina ve apoptoza neden olur; bu durum, artmis sitokrom c
salinimi, artmis p53 diizeyleri ve azalmis NF-kB/p65 diizeyleri ile iligkilidir (J. Q. Yu vd.,
2013).
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2.3.2. Emodin'in Meme Kanserindeki Roli

Emodin, apoptozu tesvik ederek ve kritik sinyal yollarin1 baskilayarak meme kanserinde
dikkate deger antikanser aktivite gosterir. Cheema ve arkadaslari, ipek fibroin kapl
lipozomlarin, PI3K ve MAPK yollarin1 inhibe ederek ve fosforile edilmis Her2/neu
seviyelerini azaltarak Her2/neu overeksprese meme kanseri hiicrelerinde emodinin
iletimini ve etkinligini iyilestirdigini buldu (Cheema vd., 2007). Huang ve arkadaslari,
emodinin, Bcl-2/Bax oraninin azalmasi, sitokrom ¢ seviyelerinin yiikselmesi ve p53 ile
IGF-2 yollar1 arasindaki olasi etkilesim ile karakterize edilen mitokondriyal yolun
bozulmasi yoluyla BCap-37 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini bildirdi (Z. Huang vd.,
2008a). Dahasi, Wang ve arkadaslari, Emodin yiiklii kat1 lipit nanopartikiillerinin (E-
SLN'ler) MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkileri
arttirdigin1 ve hiicre dongiisii durmasini ve apoptozu tetikledigini, normal MCF-10A
hiicrelerine ise minimal toksisite gosterdigini gostererek meme kanseri tedavisi i¢in umut

vadeden hedefli bir uygulama yontemi oldugunu vurguladi (S. Wang vd., 2012).

ERa-pozitif MCF-7 hiicrelerinde, emodin estradiol (E2) ile uyarilan proliferasyonu etkili
bir sekilde bastirir, GO/G1 faz hiicre dongiisii tutulmasini baslatir ve apoptotik tepkileri
artirir. Molekiiler diizeyde, emodin ERa ekspresyonunu azaltir ve transkripsiyonel
aktivitesini inhibe eder, boylece hiicre dongiisii ilerlemesi ve apoptoz inhibisyonu i¢in
gerekli olan Siklin D1 ve Bcl-2 gibi 6nemli ERa hedef genlerini downregiile eder. Ek
olarak, emodin E2 tarafindan aktive edilen PI3K/Akt ve MAPK/Erkl/2 yollarinin
fosforilasyonunu zayiflatarak genomik olmayan sinyalizasyonu engeller. Bu bulgular,
emodin'in ERa-pozitif meme kanserinde birden fazla Ostrojen kaynakli onkogenik
mekanizmay1 hedefleyebilen dogal bir bilesik olarak terapotik potansiyelini vurgular ve
onu tamamlayici veya alternatif anti-Ostrojen terapileri i¢in uygun bir aday olarak sunar

(Sui vd., 2014).

Emodin, hem ER* hem de ER™ meme kanseri hiicrelerine kars1 genis antikanser aktivitesi
gosterir. ER* MCF-7 hiicrelerinde, FOXO1l-aracili yol Emodin mekanizmasinin
merkezindedir. ER~ MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin’in temel etkisi, mitotik ig

kontrol noktasi (spindle assembly checkpoint, SAC) proteinlerinin baskilanmasi yoluyla
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hiicre dongilisli diizeninin bozulmasi seklinde gergeklesmektedir. (Sakalli-Tecim vd.,

2022).

Emodin, aril hidrokarbon reseptorii (AhR) sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla ER-pozitif
MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde anti-proliferatif etkiler gosterir ve bu da
apoptozun artmasina ve AhR ile CYPIA1 ekspresyonunun artmasina neden olur (N.

Zhang vd., 2021a).

2.4. mikroRNA (miRNA)

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde temel
roller oynayan, tipik olarak 20 ila 24 niikleotid arasinda degisen kii¢iik, kodlamayan RNA
dizileridir (Schickel vd., 2008a) (Reddy, 2015). Translasyonu inhibe ederek veya hedef
mRNA'larin degradasyonunu tesvik ederek hiicre proliferasyonu, farklilasma, apoptoz,
migrasyon ve metabolik diizenleme dahil olmak iizere c¢ok sayida biyolojik siireci
etkilerler. Onemli sayida miRNA, siklikla kanserle baglantili olan kromozomal kirilgan
bolgelerde yer alir. Yapilan ¢aligmalar, miRNA'larin hedeflerine bagli olarak onkogenler
(onkomiR'ler) veya tiimor baskilayicilar olarak islev gorebilecegini gostermektedir
(Esquela-Kerscher & Slack, 2006) (Medina & Slack, 2008). Kanserde anormal miRNA
ekspresyonu, amplifikasyon, delesyon veya mutasyon gibi genetik degisikliklerin yani
sira promotor metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalardan da kaynaklanabilir. Ek
olarak, miRNA biyogenezindeki aksakliklar tiimdr gelisiminde rol oynamaktadir. Kanser
baslangici ve ilerlemesindeki rolleri nedeniyle, miRNA'lar giderek artan bir sekilde kanser
teshisi ve prognozu icin degerli biyobelirtecler ve ayrica terapdtik miidahale igin

potansiyel hedefler olarak kabul edilmektedir (Garzon vd., 2009) (Jansson & Lund, 2012).
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Sekil 2.13 MikroRNA biyogenezinin 'dogrusal' kanonik yolu (Vrijens vd., 2015)

MikroRNA (miRNA) biyogenezi, niikleusta baslayan ve sitoplazmada iglevsel bir RNA-
ile indiiklenen susturma kompleksi (RISC) olusumuyla sonuglanan oldukga diizenlenmis,
cok adiml bir siiregtir. Cogu miRNA, RNA polimeraz II tarafindan uzun primer
transkriptler (pri-miRNA'lar) olarak transkripte edilir; bunlar tipik olarak 1 kilobaz
uzunlugundadir ve 5'-cap ve 3' poliadenile edilmis kuyruk ile karakterize edilir. Bu pri-

miRNA'lar, daha fazla igleme i¢in kritik olan bir sa¢ tokasi yapisina sahiptir. Niikleusta
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RNase III enzimi Drosha, kofaktorii DGCRS ile pri-miRNA'y1 tanir ve keserek
karakteristik 2-niikleotid 3' ¢ikintis1 olan yaklagik 70-100 niikleotidlik bir 6ncii miRNA
(pre-miRNA) iiretir. Bu pre-miRNA daha sonra Ran-GTP'ye bagh bir islemle, eksport
reseptorii Exportin-5 (XPOS5) tarafindan niikleustan sitoplazmaya taginir. Sitoplazmaya
girdiginde, pre-miRNA, ortak proteini TRBP ile birlikte RNase III enzimi Dicer
tarafindan ¢ift sarmalli bir miRNA dupleksine daha fazla iglenir. Bu dupleksin bir ipligi,
kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilir, Argonaute (AGO) proteinleri, 6zellikle
AGO2 ve GW182 gibi ek kofaktorleri iceren RNA kaynakli susturma kompleksine
(RISC) dahil edilir (M. Kato & Slack, 2008) (Reddy, 2015).

Olgun miRNA, RISC kompleksini hedef mRNA'larindaki kismen komplementer dizilere
yonlendirir. Hedef mRNA baglanma bolgeleri ¢ogunlukla 3' transle edilmemis bolge
(3'UTR) i¢inde olmakla birlikte 5'UTR veya kodlama bdlgelerinde de meydana
gelebilmektedir. Bu baglanma yoluyla, miRNA'lar translasyon baskilamasi veya mRNA
degradasyonu yoluyla transkripsiyon sonrasi gen susturulmasina aracilik eder. Ozellikle,
miikemmel dizi komplementeritesi sart degildir, tek bir miRNA'nin birden fazla hedefi
(bazen yiizlerce) diizenlemesine ve bodylece cok cesitli hiicresel yollar1 etkilemesine
olanak tanir. Bu kapsamli diizenleyici kapasite g6z Oniline alindiginda, genetik
degisikliklerden, epigenetik  degisikliklerden veya biyogenez  bilesenlerinin
diizensizliginden kaynaklanan miRNA ifadesindeki sapmalar gen aglarin1 6nemli 6l¢tlide
bozabilir ve siklikla ¢esitli kanserlerin baglamasinda ve ilerlemesinde rol oynar (Munker
& Calin, 2011). miRNA'lar hem tiimor baskilayicit hem de onkogen (onkomir) olarak islev
goriir ve ifade profilleri giderek artan bir sekilde kanser teshisi, prognozu ve potansiyel

terap6tik miidahale i¢in degerli biyomarkerler olarak kabul edilmektedir (Croce, 2009).

2.4.1. Kanserde MikroRNA'larin Roli

MikroRNA'lar, kanser gelisiminde timdr baskilayicilar veya onkogenler olarak hareket
eden, gen ifadesinin kritik diizenleyicileridir; toplu olarak "onkomiR" olarak bilinirler.
miRNA'larin anormal ifadesi, genetik degisiklikler, epigenetik modifikasyonlar veya
miRNA biyogenez mekanizmasindaki bozulmalar tarafindan yonlendirilen ¢esitli kanser
tiplerinde ortak bir 6zelliktir. miRNA'larin global downregiilasyonu tiimor dokularinda

strekli olarak gdzlemlenmistir ve bu, hiicresel farklilasmayr ve kimligi korumadaki
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rollerini gostermektedir (Mishra vd., 2016). Spesifik tiimor baskilayict miRNA'larin
kaybi, dediferansiyasyona ve malignant transformasyona yol agabilirken, miR-21, miR-
155 ve miR-17-92 kiimesi gibi onkogenik miRNA'larin overekspresyonu, apoptoz, hiicre
dongiisii kontrolii ve proliferasyonda yer alan temel diizenleyici genleri hedef alarak

tiimor ilerlemesini tesvik eder (Schickel vd., 2008b) (Jansson & Lund, 2012).

Ozellikle, lenfomalarda ve solid tiimorlerde siklikla cogaltilan miR-17-92 kiimesi,
hiicresel baglam ve dahil olan hedef genlere bagli olarak hem bir onkogen hem de bir
tiimor baskilayici olarak islev gorebilir (Zhao vd., 2022) . Benzer sekilde, miR-155 fare
modellerinde dogrudan lenfomagenezle iliskilendirilmistir ve bu da timor
baslangicindaki roliinii vurgulamaktadir (Witten & Slack, 2020). Dicer, Drosha, DGCR8
ve DDXS ve DDX17 gibi helikazlar gibi miRNA isleme bilesenlerindeki bozulma da
tiimor baskilayict miRNA'larin olgunlagmasin1 bozarak timdér olusumuna katkida
bulunur. Dahasi, dokuya bagli miRNA ekspresyon paternleri, downregiile edilmis
miRNA'larin onkogenlerin baskilanmasini hafifletebildigi, upregiile edilmis miRNA'larin
ise timor baskilayici genleri susturabildigi ¢ok sayida onkogenik yolu etkiler (Ludwig
vd., 2016). Bu bulgular, miRNAlarin kanser biyolojisindeki islevlerini ve onkolojide

tanisal, prognostik ve terapotik hedefler olarak potansiyel rollerini vurgulamaktadir.

2.4.2. miR-208a

miR-208a, miR-208b ve miR-499'u da iceren miRNA ailesine aittir (X. H. Huang vd.,
2021). a-kardiyak kas miyozin agir zincir geninin (Myh6) bir intronundan kodlanir ve
yalnizca kardiyak dokuda eksprese edilir. Paralogu miR-208b, B-kardiyak kas miyozin
agir zincir geninde (Myh7) bulunur. Hem miR-208a hem de miR-208b, kardiyak gelisim
ve fizyolojinin ayrilmaz bir parcasidir ve miR-208a, stres kaynakli kardiyak biiylimede
kritik bir rol oynar (Callis vd., 2009) (Kakimoto vd., 2016). Ozellikle, miR-208a'nin
diizensizligi, asir1 ekspresyonunun kalbin hipertrofik biiytimesine neden oldugu kardiyak
hipertrofi ve aritmi gibi patolojik durumlarla iligkilendirilmistir (Mohammadi vd.,
2021)(Mohammadi vd., 2021). Akut miyokard enfarktiisii (AMI) sirasinda dolasimda
mikroRNA-208a'nin gecici varligi, erken AMI tanis1 i¢in yenilik¢i bir belirte¢ olarak
onemli potansiyeli oldugunu gostermektedir (Biatek vd., 2015)(Biatek vd., 2015).
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a-MHC(Myhé) ) miR-208a
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t Cardiac muscle,

(IO T mmmm Skeletal muscle

Sekil 2.14 miR-208a, miR-208b ve miR-499'un gen yapisi, ifade o6riintiisii ve faredeki konak genleri
Intronik miR-208a, miR-208b ve miR-499, konak genleri Myh6, Myh7 ve Myh7b ile birlikte
transkripsiyona ugrar.

Son zamanlarda yapilan bir g¢alismada miR-208amin miyokard enfarktiisii (MI)
baglaminda bilinen bir anti-apoptotik diizenleyici olan nemo benzeri kinaz (NLK)
tizerindeki etkisi arastirildi. Bir sigan MI modeli ve in vitro analizler kullanilarak
arastirmacilar, miR-208a ekspresyonunun MI'dan sonra 6nemli 6l¢iide upregiile edildigini
ve buna karsilik gelen NLK mRNA ve protein seviyelerinde bir azalmanin eslik ettigini
buldular. /n situ hibridizasyon, MI sonrasi kardiyomiyositlerde yiikselmis sitoplazmik
miR-208a'y1 dogruladi (Yan vd., 2016a). Fonksiyonel analizler, miR-208a asir1
ekspresyonunun, NLK'yi ve onun downstream efektorii olan anti-apoptotik protein Bcl-
2'yi baskilayarak H9C2 kardiyomiyoblast hiicrelerinde Anjiyotensin II (Ang II) kaynakli
apoptozu artirdigin1 ortaya koydu. Tersine, miR-208a'nin inhibisyonu bu etkileri
zayiflatarak apoptozu azaltti. Bu bulgular, miR-208a'nin NLK'yi dogrudan downregiile
ederek kardiyomiyosit apoptozunu destekledigini gdstermektedir (Y. Huang vd., 2016a).
Artan miR-208 ekspresyonu, NLK mRNA'sinin bozunmasini tesvik ederek NLK protein
seviyelerinde bir azalmaya yol acar, bu da ribozom yetersizligini hafifletir ve eritroid
genislemeyi destekler (Wilkes vd., 2021). Kardiyovaskiiler biyolojideki roliiniin 6tesinde,
miR-208a ayrica onkogenezde de rol oynamistir ve ¢esitli malignitelerde anormal
ekspresyon bildirilmistir. miR-208'in CDKN1A'ya baglanarak ekspresyonunu bastirdigi
ve prostat karsinom hiicrelerinin biliylimesini inhibe ettigi bulundu (H. Guo vd., 2015).

Hepatosit karsinomda miR-208a énemli 6l¢iide upregiile edilir ve inhibisyonunun hiicre
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¢ogalmasini ve invazyonunu in vitro, timdr olusumunu ise in vivo olarak baskiladigi

gosterilmistir (P. Yu vd., 2015).

Ozofageal skuamoz hiicreli karsinom (ESCC) hiicrelerinde miR-208'in asir1 ekspresyonu,
SOX6 proteininin downregiilasyonu yoluyla hiicre ¢ogalmasini, timoér olusumunu ve
hiicre dongiisti ilerlemesini artirdi, bu da p2l1'in downregiilasyonu, siklin DI1'in
upregiilasyonu ve Rb'nin fosforilasyonuyla sonuglandi (H. Li vd., 2014). Ayrica, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC), miR-208a dogrudan SRCIN1'1 (SRC kinaz
sinyalleme inhibitérii 1) hedef alarak tiimor ilerlemesini destekler. SRCINI1
ekspresyonunun susturulmasi, miR-208a baskilanmasinin inhibitdr etkilerini hafifletir ve
miR-208a'nin onkogenik aktivitesinin temel aracisi olarak roliinii dogrular. Ek olarak,
miR-208a'nin SRCIN1 regiilasyonu yoluyla NSCLC'deki ERK sinyal yolunu modiile
ettigi gosterilmistir ve bu da akciger kanserinde terapdtik bir hedef olarak potansiyelini

vurgular (L. Liu vd., 2019).

Aragtirmacilar miR-208a'nin meme kanseri kok benzeri hiicrelerinde (BrCSC'ler) SOX2
ve [-katenin araciligiyla LIN28'i indiikledigini gosterdi. SOX2 veya [-katenin
inhibisyonu miR-208a'nin etkilerini kismen azaltirken, her ikisinin birlikte inhibisyonu
LIN28 ekspresyonunu ve ALDHI pozitif hiicrelerin oranin1 daha énemli dl¢iide azaltt1.
Bu bulgular miR-208a'nin meme kanseri kok hiicrelerinin kendini yenileme kapasitesini
artirarak tiimor ilerlemesine katkida bulundugunu ve bu stiregte SOX2, -katenin, LIN28
ve let-7a gibi 6nemli diizenleyici molekiillerle etkilesime girdigini gostermektedir. Bu
nedenle miR-208a meme kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak diisiiniilebilir

(Bertoli vd., 2015).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Hiicreler ve Ozellikleri

MCF7 (ATCC HTB-22) meme kanseri hiicre hatti, ostrojen reseptorii (ER) pozitif,
progesteron reseptorii pozitif ve HER2 negatiftir (Sekil 3.1). Bu nedenle liiminal alt tip
meme kanserleri altinda siniflandirilir. MCF7 hiicreleri, sitoplazmik Ostrojen reseptorleri
araciligiyla Ostradiolii isleme yetenegi ve kubbe olusturma yetenegi dahil olmak iizere
farklilagmis meme epitelinin birkac 6zelligini korur. Hiicreler WNT7B onkogenini ifade
eder. MCF7 hiicrelerinin biiyiimesi, timdr nekroz faktorii alfa (TNF alfa) tarafindan
engellenir. IGFBP'lerin (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayici Proteinler)
salgilanmasi, anti-Ostrojen tedavisiyle diizenlenebilmektedir (MCF7 - HTB-22 | ATCC,
t.y.).

ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MCF-7

Low Density Scale Bar = 100pm  Scale Bar= 100pm

High Density

Sekil 3.1 MCF-7 hiicre hattinin mikroskobik goriiniimii
Az yogun kiiltiirde (sol gorsel) hiicreler kiime halinde dagilmisken, yiiksek yogunlukta (sag gorsel)
hiicreler siki koloniler olusturmustur (MCF7 - HTB-22 | ATCC, t.y.)
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MDA-MB-231 (ATCC HTB-26), insan meme adenokarsinomu hiicre hattidir ve dstrojen
reseptorii (ER) negatif, progesteron reseptorii (PR) negatif ve HER2 negatiftir; tgli
negatif meme kanseri alt tipini temsil eder (Sekil 3.2). Bu hiicreler olduk¢a invaziv ve
metastatiktir ve genellikle agresif meme kanseri i¢in bir model olarak kullanilir. MDA -
MB-231 hiicreleri yliksek diizeyde epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR) ifade
eder ve epitel-mezenkimal doniisiim (EMT) 6zellikleri sergiler; bu da onlarin gog edici ve
invaziv Ozelliklerine katkida bulunur. Timdr metastazi ve ilag direnci ile ilgili

aragtirmalarda yaygin olarak kullanilirlar (MDA-MB-231 - HTB-26 | ATCC, t.y.).

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

High Density ] Scale Bar = 100um

Low Density Scale Bar = 100um

Sekil 3.2 MDA-MB-231 hiicre hattinin mikroskobik goriiniimii
Az yogun kiiltiirde (sol gorsel), yiiksek yogunlukta (sag gorsel) (MDA-MB-231 - HTB-26 | ATCC, t.y.)

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 7-1’da verilmistir.

3.1.3. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Calismada hiicre kiiltiirtinde kullanilan materyaller Tablo 7-2’de verilmistir.

3.1.4. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin listesi Tablo 7-3’te verilmistir.
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3.1.5. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Calisma siiresince kullanilan ¢ozeltiler Tablo 7-4’te verilmistir.

3.1.6. Kullanilan Antikorlar ve miRNA Molekiilleri listesi

Calisma siiresince kullanilan antikor ve miRNA’lar Tablo 7-5’te verilmistir.

3.2. Metodlar

3.2.1. Hicre Kiiltiiru

MCF-7 (ATCC® HTB-22™) ve MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) hiicre hatti, ATCC
(American Type Culture Collection)’den temin edilmistir. Bu meme kanseri hiicre hatlari,
%10 FBS (fetal bovine serum) ve %] penisilin/streptomisin i¢eren 1X DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyeri ile kiiltiire edilmistir. Hiicreler, 37 °C
sicaklikta ve %5 CO: igeren inkiibatorde T25 ya da T75 hiicre kiiltiir kaplarinda
biiyiitiilmiisttr. Her iki hiicre hatt1 da adherent 6zellik gostermekte olup, kiiltiir yilizeyinde
%70-80 konfluens seviyesine ulastiklarinda pasajlama islemi gergeklestirilmistir.
Pasajlama islemi i¢in, oncelikle kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve hiicreler 1X PBS ile
yikanmistir. Ardindan hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi amaciyla %0,25 tripsin-EDTA
¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler 37 °C’de yaklagik 3—5 dakika inkiibe edilmistir. Hiicreler
yilizeyden tamamen ayrildiktan sonra, esit hacimde DMEM besiyeri ilave edilerek tripsin
etkisi sonlandirilmistir. Daha sonra hiicreler 2500 % g’de 4 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda iist faz dikkatlice uzaklastirilmis, elde edilen hiicre pelleti besiyeri
icerisinde pipetaj yapilarak resiispanse edilmistir. Son olarak hiicreler Neubauer
hemositometresi kullanilarak sayilmis ve uygun yogunlukta olacak sekilde yeni kiiltiir

kaplarina aktarilmistir.

3.2.2. Hiicre Dondurma

Hicreleri %70-80 konfluens seviyesine ulastiginda, hiicre dondurma islemi
gerceklestirilmistir. Kiiltiir medyasi uzaklastirilan hiicreler 1 X PBS ile yikanmis, ardindan
%0,25 tripsin-EDTA ¢dzeltisi eklenerek 37 °C’de yaklasik 3—5 dakika inkiibe edilmistir.

Yiizeyden ayrilan hiicrelerin {lizerine esit hacimde 1:1 DMEM besiyeri eklenerek tripsin
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inaktivasyonu saglanmis ve hiicre silispansiyonu 15 ml’lik steril falkon tiiplere
aktarilmistir. Hiicreler 2500 % g’de 4 dakika santrifiijlenmis, iistteki siipernatant dikkatlice
uzaklastirllmigtir. Elde edilen hiicre pelletine %90 FBS ve %10 DMSO igeren
kriyoprotektan dondurma medyas1 eklenerek homojen bir hiicre silispansiyonu elde
edilmistir. Hazirlanan slispansiyon, dnceden etiketlenmis kriyoviyal tiiplere aktarilmis ve
-80 °C’de izopropanol igeren kriyo kutuda 24 saat bekletilmistir. Ardindan uzun siireli

saklama i¢in s1v1 azot tankina (-196 °C) transfer edilmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Ag¢ilmasi

Hiicre acgilmasi i¢in iki farkli ydntem uygulanmaktadir. Ilk yontemde -80°C’de kriyo
tiiplerinde, FBS-DMSO igeren besiyerinde dondurulmus hiicre hatlari, DMSO’nun hiicre
canliligr tizerindeki olumsuz etkisini en aza indirmek amaciyla hizli bir sekilde
¢Oziilmistiir. Ardindan hiicreler, 6nceden 1:1 oraninda taze DMEM besiyeri eklenmig 15
mL’lik Falcon tiiplerine aktarilmis ve 2500 x g’de 4 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminin ardindan siipernatant kismu dikkatlice uzaklastirilmis ve pellet, taze
besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, kullanilacak olan 25 cm?lik
flasklara 3 ml besiyeri eklenerek ekilmistir. Ikinci yontemde ise, petri kaplarina 1 ml
besiyeri eklenmistir. Kriyotiip icerisinde FBS-DMSO igeren besiyeri ile saklanan
hiicreler, ¢ozdiiriildiikten sonra kriyotiipten 1 ml petri kaplarina ekilmistir. Petriler, %5
CO; igeren 37°C'lik inkiibatdre yerlestirilmistir. Hiicreler 2 saat sonra kontrol edilmis ve

iistiine 1 ml besiyeri eklenmistir.

3.2.4. Hiicre Canliliginin Belirlenmesi (MTT Testi)

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir
plaklarma ekilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca %5 CO: igeren 37 °C'lik inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere, farkl1 konsantrasyonlarda (10-60
puM) Emodin uygulanmis ve yeniden 24 - 48 - 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
strelernin  sonunda her bir kuyuya 10 pL MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) reaktifi eklenmis ve plakalar 4 saat boyunca inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi, medyum dikkatlice uzaklastirilmis ve her kuyuya 100
pL DMSO ilave edilerek kristaller ¢oziindiiriilmiistiir. Plaka, oda sicakliginda ve karanlik
ortamda 5 dakika bekletildikten sonra, absorbans degerleri 570 nm ve 655 nm dalga
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boylarinda mikroplaka okuyucusu ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen veriler, GraphPad Prism

kullanilarak analiz edildi ve kontrol grubuna gore hiicre canlilig1 yiizde olarak hesaplandi.

3.2.5. Koloni Formasyon Analizi

Hiicreler, diisiik yogunlukta olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina her bir kuyuya
1 x 10% hiicre olacak bigimde ekildi. Hiicreler, ekim sonras1 24 saat boyunca %5 CO:
igeren 37 °C’lik inkiibatérde inkiibe edildi. Ardindan farkli konsantrasyonlarda Emodin
(10, 20, 30 ve 40 pM) uygulanarak 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiktan sonra, hiicrelerin {izerindeki ilagl besiyeri uzaklastirildi ve yerine taze
besiyeri eklendi. Hiicreler, koloni olusumuna izin vermek amaciyla yaklasik 7—14 giin
boyunca inkiibe edildi. Deney, kontrol grubunda her bir koloninin yaklasik 50 veya daha
fazla hiicre icerecek sekilde belirgin hale gelmesiyle sonlandirildi. Deney sonunda
hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra metanol:asetik asit (3:1) karisimi ile 5—10 dakika
fikse edildi. Koloniler, % 0,5 kristal viyole ¢ozeltisiyle 20—30 dakika boyunca boyandi.
Fazla boya distile su ile uzaklastirildiktan sonra plakalar oda sicakliginda kurutuldu.
Koloni olusumlar1 invert mikroskop altinda gozlemlendi. Koloni sayist ve
biiylikliigii,”ImageJ” kullanilarak sayisal olarak analiz edildi. Elde edilen veriler, kontrol
grubuna gore farkli Emodin konsantrasyon gruplari arasinda karsilastirildi ve istatistiksel

analizler GraphPad Prism programi kullanilarak yapildi.

3.2.6. Tripan mavisi hiicre sag kalim testi (Growth assay)

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda Emodinin hiicre sag kalimi
tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla sag kalim testi gerceklestirilmistir. Her bir
kuyuya 50.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara 1 ml hacminde hiicre
siispansiyonu ekilmistir. Hiicrelerin yiizeye yapisabilmesi amaciyla gece boyunca 37 °C,
%35 CO: igeren inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan hiicrelere artan dozlarda Emodin (10,
20, 30, 40 pM) uygulanmustir. [lag uygulamasindan 24, 48, 72 saat sonra her bir kuyu 1X
PBS ile yikanmis, ardindan hiicreler tripsin-EDTA ile uzaklastirilarak toplanmistir. Hiicre
slispansiyonlar1 mikro santrifiij tliplerine aktarilmig, 2500 x g’de 4 dakika santrifiijlenmis
ve slipernatantlar atilmistir. Hiicre pellet’i yeniden PBS icinde ¢oziilmiis, %0,4 Trypan

Blue ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilarak bu karisimdan 10 pl gekilerek Neubauer
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hemositometresi ile sayilmistir. Her grupta Emodin'in doza ve zamana bagl hiicre sag

kalimi tizerindeki etkisi sayisal olarak analiz edilmistir.

3.2.7. Floresan Boyama Analizi

Emodin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligi ve oliimii iizerine
zamana ve doza bagl etkilerini degerlendirmek amaciyla floresan boyama analizi
gergeklestirilmistir. %70-80 yogunluga ulasan hiicreler pasajlanarak hemositometre
yardimiyla sayilmis ve her bir kuyuya 4 x 10* hiicre diisecek sekilde 12 kuyucuklu hiicre
kiiltiir plakalarina ekilmistir. Hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 24 saat boyunca 37 °C ve
%35 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Daha sonra, hiicrelere 10, 20, 30, 40 uM Emodin
konsantrasyonlar1 uygulanmis; kontrol gruplarina ise taze besiyeri eklenmistir. Ilag
uygulamasindan 24, 48 veya 72 saat sonra floresan boyama islemleri su sekilde

gergeklestirilmistir:

Propidium Iyodiir (PI) Boyamasi: Kuyulara 20 uM Propidium Iyodiir (PI) eklenmis ve
hiicreler 37°C’de 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Goriintiilleme islemi, floresan
atagmanli invert mikroskop (IX71-Olympus) kullanilarak, yesil filtre lizerinden 536 nm

eksitasyon ve 617 nm emisyon dalga boylarinda gerceklestirilmistir.

DiOCs(3) Boyamasi: Kuyulara 4 nM DiOCs (3,3’-diheksiloksakarbosiyanin iyodiir)
uygulanmistir. Hiicreler 37°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra, floresan atagmanli
invert mikroskop (IX71-Olympus) kullanilarak mavi filtre izerinden 350 nm eksitasyon

ve 470 nm emisyon dalga boylarinda goriintiilenmistir.

3.2.8. Asili Damla (Hanging Drop) Deneyi

Hiicrelerin ii¢c boyutlu (3B) kiiltiir ortaminda agregasyon ve sferoid olusturma
kapasitelerinin degerlendirilmesi amaciyla hanging drop yontemi uygulanmistir. Hiicre
sayimi hemisitometre ile yapilmis, her bir 30 pL’lik damlada 2500 hiicre olacak sekilde
hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Deney gruplart i¢in Emodin 10, 20, 30 ve 40 uM
konsantrasyonlar1 hazirlanarak hiicre siispansiyonuna eklenmistir. Hazirlanan 30 pL’lik
damlalar, 60 mm’lik petri kabi kapaginin i¢ ylizeyine araliklarla yerlestirilmis ve
damlalarin birbirine temas etmemesine dikkat edilmistir. Petri kabinin tabania 1X PBS

eklenmis, bu sayede nemli bir ortam saglanarak hiicre damlalarinin kurumasi 6nlenmistir.
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Kapak dikkatlice kapatilmis ve petri kabi ters gevrilerek hiicre damlalarinin kapaktan asili
kalmasi saglanmistir. Petri kabi, 37 °C’de ve %5 CO: igeren inkiibatorde 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edilmistir. Belirtilen siirelerin sonunda, olusan sferoidlerin ¢ap dlgiimleri invert
mikroskop altinda gerceklestirilmis ve elde edilen veriler GraphPad Prism yazilimi

kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir.

3.2.9. PI (Propidium Iyodiir) Hiicre Akis Sitometrisi Testi

Bu deneyde, hiicre dongiisii fazlarinin belirlenmesi amaciyla Propidyum Iyodiir (PI)
boyasi kullanilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 1
x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca %5 CO: igeren
37°C’lik inkiibatorde tutularak ortama adapte olmalar1 saglanmistir. Ardindan hiicrelere
10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarinda Emodin uygulanmis ve hiicreler 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hiicreler tripsin ile toplanmus, santrifiijlenmis ve
%70 soguk etanol i¢inde +4°C’de 1-2 giin siireyle fikse edilmistir. Daha sonra etanol
uzaklastirilarak hiicreler 1X PBS i¢inde PI ve RNaz A igeren ¢ozeltiyle 37°C’de 30 dakika
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra hiicreler akis
sitometrisi (BD Accuri™ C6, BD Biosciences) cihazinda FL2 filtresi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu analizde hiicre popiilasyonlarinin Gi, S ve G2/M faz dagilimlar ile sub-Gi
hiicre oranlar belirlenmigstir. Elde edilen veriler GraphPad Prism yazilimi kullanilarak

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.2.10. . Protein izolasyonu

Protein izolasyonu islemleri, deney grubu olarak Emodin uygulanan hiicreler ile kontrol
grubu hiicreleri iizerinde gerceklestirilmistir. Hiicreler, 60 mm’lik petri kaplarina yaklagsik
5 x 10° hiicre icerecek sekilde ekilmis ve 24 saat boyunca 37°C’de, %5 CO: igeren
kosullarda inkiibe edilmistir. Daha sonra deney gruplarina 10 uM Emodin (MCF-7 hiicre
icin) ve 20 uM Emodin (MDA-MB-231 hiicre i¢in) uygulanmis, kontrol gruplarina ise
taze besiyeri eklenmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda, hiicreler lizerindeki besiyeri
uzaklastirilmigtir. Her iki grup hiicresi de soguk 1X PBS ile yikanmis, ardindan hiicreler
mekanik kazima yontemiyle toplanmistir. Kazinan hiicreler mikro santrifiij tiiplerine
alinarak 2 dakika boyunca 2500 x g’de santrifiijlenmis, siipernatant uzaklastirilmistir.
Elde edilen hiicre pelletleri miktarina gore, 1X proteaz inhibitorii igeren Hiicre Lizis

46



Cozeltisi (M-PER™, Thermo Fisher) yaklasik 50 pL eklenmis ve oda sicakliginda 15
dakika siireyle calkalanarak inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler +4°C’de 14 000 % g’de
10 dakika santrifiijlenmis, siipernatant yeni 1,5 mL’lik mikro santrifiij tiliplerine
aktarilmistir. Elde edilen protein lizati, uzun siireli analizlerde kullanilmak iizere

—20°C’de saklanmustir.

3.2.11. Bradford Protein Miktar Tayini

Protein izolasyonu sonrasinda 6rneklerdeki toplam protein miktarini belirlemek amaciyla
Bradford yontemi kullanilmistir. Bu yontemde, 1,5 pg/uL konsantrasyona sahip sigir
serum albiimini (BSA) standart olarak kullanilmistir. Standart egrinin olusturulabilmesi
icin 1,5, 3, 4,5, 6, 7,5 ng BSA kuyucuklara eklenmistir. Her bir kuyucuga ayrica 200 pl
Bradford reaktifi (Coomassie Brilliant Blue G-250) ilave edilmistir. Kontrol (blank)
kuyucuguna ise yalnizca 200 ul Bradford reaktifi konulmustur. Protein miktari bilinmeyen
orneklerden her birine 1 pl eklenmis ve Bradford reaktifi ile karistirilmistir. Tiim 6rnekler
oda sicakliginda ve karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan Microplate
Reader cihazi 595 nm dalga boyuna ayarlanarak absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir. Elde
edilen veriler Excel programi kullanilarak degerlendirilmis, standart egri olusturulmus ve

bu egri yardimiyla bilinmeyen 6rneklerin protein konsantrasyonlari hesaplanmaistir.

3.2.12. immiinoblotlama Yntemi

Bu deneyde protein ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi amaciyla immiinoblotlama
(Western Blot) teknigi uygulanmustir. Elektroforez sisteminde %10-12 oraninda
poliakrilamid ayirma (separating) jeli (Tablo 7-6) ve lizerine %4-6 oraninda {ist (stacking)
jel (Tablo 7-7) hazirlanmistir. Jel polimerizasyonunu takiben tarak yerlestirilmis ve jelin
tamamen donmasi beklenmistir. Protein 6rnekleri, 5X Laemmli yiikleme tamponu ile 1:4
oraninda homojenize edilmis ve ardindan 95 °C’de 5 dakika boyunca isitilarak
denatiirasyonu saglanmistir. 30-50 pg protein igeren ornekler SDS-PAGE jelinde her
kuyucuga maksimum 25 pl olacak sekilde protein yiiklemesi yapilmistir. Ornekleri
stacking jeli boyunca 70V’ta, separating jeli boyunca ise 90V’ta dikey elektroforez
sisteminde yiriitilmiistiir. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel, dikkatlice cam
plakalarindan ayrilmistir. Transfer islemi icin PVDF membranlar metanolde 30 saniye
aktive edildikten sonra transfer tamponuna alinmistir. Transfer diizenegi katottan anoda
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dogru silinger tabaka, filtre kagidi, jel, PVDF membran, filtre kagid1 ve siinger tabaka
sirastyla hazirlanmistir. Her bir katman arasinda hava kabarcigi kalmamasina 6zen
gosterilmistir. Transfer islemi, protein biiyiikliikklerine bagl olarak 300 mA akimda 45-60
dakika arasinda gergeklestirilmistir. Transfer sonrasi membranlar, non-spesifik
baglanmalar1 6nlemek amaciyla %5 yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T ¢ozeltisi ile oda
sicakliginda 1 saat bloklanmistir. Bloklama isleminin ardindan, membranlar primer
antikorlar (6rnegin ERK1/2, ERa, P38, INK, NLK, B-Actin, B-Tubulin, GAPDH) ile
+4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Primer antikorlar, %5 yagsiz siit iceren TBS-T
igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilmistir. inkiibasyon sonrasinda membranlar, TBS-T ile
iic kez 10’ar dakika yikanmistir. Ardindan, 1:3000—1:5000 oraninda seyreltilmis HRP-
konjuge sekonder antikorlar (anti-mouse/rabbit, Cell Signaling Technology) ile
membranlar oda sicakliginda 2 saat veya tercihe bagli olarak 4 °C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Sekonder antikor inkiibasyonunun ardindan membranlar, TBS-T ile {i¢ kez
10’ar dakika ve son olarak TBS ile bir kez 5 dakika yikanarak kemiliiminesans tabanl

sinyal tespiti i¢in hazirlanmstir.

ECL (enhanced chemiluminescence) ¢ozeltisi, A ve B soliisyonlarmin 1:1 oraninda
karistirilmasiyla hazirlanmistir (Tablo 7-8). Bu ¢ozelti icinde 2 dakika karanlikta inkiibe
edilen membranlar, ChemiDoc Goriintilleme Sistemi (BioRad) kullanilarak
goriintiilenmistir. Goriintilleme sonrasi bant yogunluklari ImageJ yazilimi ile analiz
edilmistir. Her bir proteinin relatif ekspresyon seviyesi, houskeeping protein yogunluguna

normalize edilerek kontrol grubuna gore karsilastirilmistir.

3.2.13. miR-208a Transfeksiyonu

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine antimiR-208a molekiiliiniin transfeksiyonu,
CanfastTM Transfection Reagent (Cat. N° T0083) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her
bir kuyuya yaklasik 500.000 hiicre olacak sekilde 6-well plaklar hazirlanmis ve 24 saat
sonra transfeksiyon islemine gecilmistir. Kit'teki (doku kiiltiirii plakasi, RNA ve
Transfeksiyon Reaktifi) tablosuna gore antimiR-208a soliisyonu ve CANFAST soliisyonu
serumsuz ortamda hazirlamistir. Transfeksiyon karigimini oda sicakliginda 15-20 dakika
inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiiplerin igerikleri birlestirilerek homojen bir karisim elde

edilmistir. Transfeksiyon karigtmini her bir kuyucuga damla damla hiicrelerin {lizerine
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ilave edilmistir. Plakay1 hafifce sallayip ve hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Ardindan, miRNA izolasyon yapmuistir.

3.2.14. miRNA Izolasyonu

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri ile anti-miR-208a ile transfekte edilmis hiicrelerdeki
miR-208a seviyelerinin belirlenmesi amactyla, miRNA izolasyonu miRNeasy Micro Kit
(Qiagen, Cat. No: 217004) iiretici protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Hiicreler
tizerine QIAzol lizis reaktifi eklenerek par¢alanmalar saglandi. Ardindan kloroform ilave
edilip karistirildi ve 12000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust faz alinarak %100 etanol
eklendi ve yeniden karistirildi. Elde edilen karisim spin kolondan geg¢irildi ve 8000 x g’de
15 saniye santrifiij edildi. Kolon, RWT ve RPE tamponlar1 ile yikama adimlarindan
gecirildikten sonra yeni bir RNaz-igermeyen mikrosantrifiij tiipline aktarildi. miRNA’nin
eliisyonu icin RNaz-igermeyen su eklendi ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. izole
edilen miRNA konsantrasyonlart Implen Nanodrop cihazi kullanilarak ol¢iildii. Elde

edilen miRNA oOrnekleri -80°C’de saklandi

3.2.15. ¢cDNA Sentezi

Izole edilen miRNA &rneklerinin cDNA’ya ¢evrilmesi islemi, miScript Il RT Kit (Qiagen,
Kat. No: 218161) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon
karigtminda, 4 pl 5X iScript Mix, 1 pl revers transkriptaz, 500 ng RNA ve niikleaz
icermeyen su kullanilarak toplam 20 pl hacminde reaksiyon olusturulmustur. Hazirlanan
karigimlar, revers transkripsiyon reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in termal dongii cihazina
yerlestirildi ve 25°C’de 5 dakika, 46°C’de 20 dakika, 95°C’de 1 dakika inkiibe ediltikten
sonra elde edilen cDNA 6rnekleri -20 °C’de saklandi.

3.2.16. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen cDNA’lar, miR-208a ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla Gergek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) yontemi ile analiz edilmistir. Deneylerde
miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Kat. No: 218073) kullanilmis, 6zgiil olarak miR-
208a primeri ve endojen kontrol olarak RNU6 primeri tercih edilmistir (kullanilan primer
dizileri Tablo 7.5’de verilmistir). qPCR islemleri CFX Connect Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad) cihazinda yiiriitilmiis ve 40 dongliden olusan bir protokol
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uygulanmistir. Reaksiyon dongiisii su sekilde ayarlanmistir: 95°C’de 15 dakika, 94°C’de
15 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 70°C’de 30 saniye
uzama. Veri analizi, Pfaffl yontemiyle miRNA ekspresyonlarindaki kat degisimleri

hesaplandi.

3.2.17. Istatiksel Analiz

Deneylerden elde edilen tiim veriler, {i¢ bagimsiz biyolojik tekrarin ortalamasi & standart
sapma (SD) seklinde sunulmustur. Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 8 yazilim
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) kullanilarak gerceklestirilmis ve coklu
karsilagtirmalar i¢in tek yonlit ANOVA yontemi uygulanmistir. Tiim istatistiksel testlerde
p <0.05 degeri anlamlilik kriteri olarak kabul edilmistir.
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4.SONUCLAR

4.1. Meme Kanseri Hiicrelerine Emodin Uygulamasinin Hiicre Canlihg Uzerindeki

Etkisinin Belirlenmesi

Emodin'in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerinin gdsterilmesi amaciyla, hiicrelere 24, 48 ve 72 saat boyunca 10, 20, 30, 40, 50
ve 60 uM konsantrasyonlarda Emodin uygulanarak MTT testi gerceklestirilmistir. Elde
edilen verilere gore, Emodin uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinin canliligin1 doza ve
zamana bagl olarak azalttigin1 gdstermektedir. Kontrol grubunda hiicre canliligt %100
olarak kabul edilirken, DMSO kontroliinde benzer sekilde canlilik gozlenmis ve

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p > 0.05).

MCEF-7 hiicrede 24 saatlik uygulamada, Emodin 10, 20, 30, 40 ve 50 uM dozlarinda hiicre
canliliginda anlaml bir diisiise neden olmamistir (p > 0.05). Ancak 60 uM dozunda
canlilikta istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p < 0.05). 48 saatlik
uygulamada, Emodinin hiicre canlilifina olan etkisi daha belirgin hale gelmistir. 10 uM
dozundan itibaren hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlaml diisiisler kaydedilmistir
(10 uM igin ****p <0.0001). Canlilik, 10 pM'de kontrol grubuna kiyasla %32 civarina
diiserken, 60 pM'de yaklasik %43'e kadar gerilemistir. 72 saatlik uygulamada ise,
Emodinin etkisi zamanla artis gostermistir.10 uM dozundan itibaren tiim Emodin
dozlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlenmistir (10 uM

icin ***%p <0.0001) (Sekil 4-1 a).

MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saatlik uygulamada, Emodin’in 10, 20, 30, 40 ve 50 uM
dozlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmemistir (p >
0.05). Ancak 60 pM dozunda hiicre canlilig1 kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
dismiistir (p < 0.05). 48 saatlik uygulamada, Emodin’in antiproliferatif etkisi
belirginlesmistir. 20 pM dozundan itibaren tiim dozlarda hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli diistisler kaydedilmistir (20 pM igin ****p < 0.0001). Bu siirede canlilik,
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20 pM’de kontrol grubuna kiyasla yaklasik %39’a, 60 pM’de ise %46’ya kadar
gerilemistir. 72 saatlik uygulamada ise, Emodin’in sitotoksik etkisi zamanla daha da
artmigtir. 20 uM dozundan itibaren tiim konsantrasyonlarda hiicre canliliginda anlamli
azalma saptanmustir (20 uM i¢in ****p <0.0001). En yiiksek doz olan 60 uM’de canlilik
%350’nin altina inmistir. Bu bulgular, Emodin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde doza ve

zamana bagl olarak giiclii bir sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Sekil 4-1
b).
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Sekil 4.1 Emodin’in meme kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligina etkisinin
gosterilmesi
a) MCF-7 ve b) MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin’in (10-60 pM) hiicre canlilig1 tizerindeki doza bagli
etkileri gosterilmektedir. Hiicreler, belirtilen konsantrasyonlarla 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmis ve hiicre
canliliklart MTT yo6ntemi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, ii¢ bagimsiz deneyin bes teknik tekrarinin
ortalamas1 olarak sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik, Two-way ANOVA ve Dunnett’in ¢oklu
kargilagtirma testi ile belirlenmis olup, anlamlilik diizeyi p < 0.0001°dir.
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4.2. Meme kanseri hiicrelerinde Emodin’in hiicre sag kalimina etkisinin

belirlenmesi

Emodinin hiicre sag kalimi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, Tripan mavisi
testi uygulanmistir. Elde edilen verilere gore, Emodin uygulamasinin canli MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin sayisin1 doza ve zamana bagli olarak dnemli 6l¢iide azalttigini
gostermektedir. Deney baslangicinda tiim gruplara esit hiicre yogunlugu (5x10* hiicre)
eklenmistir. Kontrol ve DMSO gruplarinda zamanla canli hiicre sayisinda artis

gbzlenirken, Emodin uygulanan gruplarda bu artis daha sinirl kalmistir.

Emodin uygulamasiyla birlikte canli MCF-7 hiicre sayilarinda doza ve zamana bagl
olarak kademeli bir azalma gozlenmistir. 24 saatlik uygulamada, MCF-7 hiicrelerinde
Emodinin 10 uM dozunda hiicre sayisinda anlamli bir diisiis (*p= 0.0113) kaydedilmistir.
48 saatlik uygulamada, Emodinin canli hiicre sayisin1 azaltict etkisi daha belirgin hale
gelmistir. 10 uM dozundan itibaren canli hiicre sayilarinda istatistiksel olarak yiiksek
diizeyde anlamli diistisler kaydedilmistir (10 pM i¢in ****p <0.0001). 72 saatlik
uygulamada, Emodinin hiicre proliferasyonu {iizerindeki baskilayic1 etkisi zamanla
artmistir ve en yiiksek etki bu zaman noktasinda gézlenmistir. 10 uM dozundan itibaren
tim Emodin dozlarinda hiicre sayilarinda istatistiksel olarak en yiiksek diizeyde anlamli
azalmalar tespit edilmistir (10 pM, 20 uM, 30 uM ve 40 uM dozlart igin ****p<0.0001)
(Sekil 4-2 a).

Emodin uygulamasiyla birlikte canli MDA-MB-231 hiicre sayilarinda doza ve zamana
bagli olarak kademeli bir azalma gozlenmistir. 24 saatlik uygulamada, MDA-MB-231
hiicrelerinde Emodinin 20 uM dozunda hiicre sayisinda anlamli bir diistis (**p= 0.0010)
kaydedilmistir. 48 saatlik uygulamada, 20 uM dozundan itibaren canli hiicre sayilarinda
istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli diislisler kaydedilmistir (20 uM igin ****p
<0.0001). 72 saatlik uygulamada, 20 uM dozundan itibaren tiim Emodin dozlarinda hiicre
sayilarinda istatistiksel olarak en yiiksek diizeyde anlamli azalmalar tespit edilmistir (20

uM, 30 uM ve 40 uM dozlari igin ****p<0.0001) (Sekil 4-2 b).
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Sekil 4.2 Emodinin meme kanseri hiicrelerinin sagkalimina etkisinin degerlendirilmesi
Emodin uygulamasinin a) MCF-7 ve b) MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki doza ve
zamana bagl etkisini gostermektedir. Hiicreler, farkli emodin konsantrasyonlar1 (10, 20, 30, 40 uM) ile
24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildikten sonra hiicre sayisi belirlenmistir. Yapilan deney gruplari 3
farkl1 deneyin ortalamasidir. Istatistiksel anlamlilik iki yonliit ANOVA (Two-way ANOVA) ve ardindan
Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. GraphPad Prism ile grafikler olugturuldu (****p <
0.0001).
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4.3. Emodinin Meme Kanseri Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Koloni olusum testi sonuglari, MCF7 hiicrelerinde emodin uygulamasinin hem koloni
boyutunu hem de koloni sayisin1 doza bagli olarak azalttigini gostermektedir. Kontrol
grubunda ortalama 201 koloni ve 512 um koloni ¢ap1 gozlenirken, DMSO kontroliinde
benzer sekilde 181 koloni ve 453 um ¢ap ol¢iilmiis ve kontrol grubuyla DMSO kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p > 0.05). Emodin
uygulamasiyla birlikte bu degerlerde kademeli bir azalma gozlenmistir. Ortalama koloni
sayilar1 10, 20, 30 ve 40 uM dozlarinda sirastyla 156, 135, 139 ve 123’e diiserken;
ortalama koloni ¢aplar1 da sirastyla 397 pum, 342 pm, 349 um ve 333 pm olmustur. MCF-
7 hiicrelerinde 6zellikle 10 uM dozlarinda koloni ¢apindaki azalmalar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (***p < 0.001) (Sekil 4-4).
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Sekil 4.3 Emodin uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde koloni olusumu iizerindeki doza bagl: etkisinin
gosterilmesi
a) Koloni sayis1, b) Koloni gapi, ¢) Kolonilerin petri goriintiisii. 3 farkli deneyin ortalamasidir. iki yonlii
ANOVA (Two-way ANOVA) ve Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmigtir (¥*p < 0.01, ***p <
0.001)
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MDA-MB-231 hiicrelerinde de emodin uygulamasi hem koloni boyutunu hem de koloni
sayisin1 doza bagli olarak azaltmistir. Kontrol grubunda ortalama 340 koloni ve 790 um
koloni ¢ap1 gdzlenirken, DMSO kontroliinde benzer sekilde 322 koloni ve 747 um cap
Olciilmiis; ve kontrol gruplariyla DMSO kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir (p > 0.05). Emodin uygulamasiyla birlikte bu
degerlerde kademeli bir azalma gozlenmistir. Ortalama koloni sayilar1 10, 20, 30 ve 40 uM
dozlarinda sirastyla 270, 224, 188 ve 122’¢ diiserken; ortalama koloni ¢aplar1 da sirasiyla
623 um, 571 pm, 545 pm ve 492 pum olmustur. MDA-MB-231 hiicrelerinde 6zellikle 20
UM dozlarinda koloni ¢capindaki azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (****p

<0.0001) (Sekil 4-4).
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Sekil 4.4 Emodin uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu iizerindeki doza bagl
etkisinin gosterilmesi
a) Koloni sayis1, b) Koloni gapi, ¢) Kolonilerin petri goriintiisii. 3 farkli deneyin ortalamasidir. iki yonlii
ANOVA (Two-way ANOVA) ve Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir (**p < 0.01, ***p <
0.001)

56



4.4. Meme Kanseri Hiicrelerinde Emodin’in U¢ Boyutlu Hiicre Formlarinn

Olusmasina Etkisinin Gosterilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda Emodin’in sferoid olusumu
tizerindeki etkisi, 10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarinda ve 24, 48, 72 saatlik zaman
dilimlerinde incelenmistir. Sferoid c¢aplar1 Olgiilmiis ve istatistiksel analizlerle
degerlendirilmistir (Sekil 4-5 ve Sekil 4-6). Kontrol gruplarinda sferoid g¢aplarinin
zamanla artis gosterdigi, DMSO grubunda ise kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir
fark olmadigi (p > 0.9999) belirlenmistir. Ancak Emodin uygulanan gruplarda sferoid
caplarinda belirgin bir kii¢lilme tespit edilmistir. Bu etki, doz ve zamanla birlikte artmistir.
24 saatlik uygulamada 10 pM ve iizerindeki konsantrasyonlarda sferoid c¢aplarinda
anlamli azalmalar gézlenmistir (****p < 0.0001). 48 ve 72 saatlik uygulamalarda bu
kiictilme etkisi daha belirgin hale gelmistir. 10 uM iizeri tiim dozlarda sferoid ¢aplarinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde kiigiilme tespit edilmistir (****p < 0.0001). Sonug
olarak, Emodin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde zaman ve doz bagimli olarak

sferoid yapilarin ¢aplarinin anlamli derecede azalmasiyla ortaya konmustur.
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Sekil 4.5 Emodin uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde sferoid olusumuna etkisi
a) Emodin uygulamasi ve sferoid ¢aplarini gdteren grafikler b) mikroskop ile gériintiileri. Sonuglar 3 farkli
deneyin ortalamasidir. Iki yonliit ANOVA ve Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmigtir. (****p <
0.0001).
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Sekil 4.6 Emodin uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde sferoid olusumuna etkisi
a) Emodin uygulamas ve sferoid ¢aplarini goteren grafikler b) mikroskop ile goriintiileri. Sonuglar 3 farkli
deneyin ortalamasidir. Iki yonliit ANOVA ve Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmustir. (****p <
0.0001).
4.5. Emodin Uygulamasinin MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde Hiicre Oliimii ve

Canhlik Uzerine Etkisinin Floresan Boyama ile Gosterilmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda Emodin'in 10, 20, 30, 40, 50, 60 puM
konsantrasyonlarinda hiicre oliimiinii ve mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)
degisikliklerini incelemek amaciyla floresan boyama testleri gerceklestirilmistir.
Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) iizerindeki etkisi, DiOCs floresan boyasi
kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrol ve DMSO gruplarinda floresan yogunlugu
yiiksek diizeyde korunmustur; bu durum mitokondriyal membran potansiyelinin stabil
kaldigim gostermektedir. Emodin uygulanan gruplarda ise floresan sinyalinde doza ve
zamana bagli olarak belirgin bir azalma saptanmistir. 24 saatlik uygulamalarda diisiik
dozlarda (10 uM) hafif diizeyde azalma izlenirken, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda
ozellikle 30 pM ve iizeri konsantrasyonlarda floresan yogunlugu anlamli bi¢imde

azalmistir. Bu bulgular, Emodin’in MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal membran
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potansiyelini bozarak membran gegirgenligini artirdifini ve bunun hiicre canliliginda

azalma ile iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir (Sekil 4-7).

24 saat gekim 10x DIOC6 48 saat gekim 10x DIOC6 72 saat gekim 10x DIOC6

S
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c
g
¥
0
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2
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20 M 10 pM

60 UM 50 uM 40 uM

30 M
¢ ; ¥
i B : B B

Sekil 4.7 Emodinin MCF-7 hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeline etkisi

Emodin’in MCF-7 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiikleyip indiiklemedigini
degerlendirmek amaciyla PI boyasi kullanilmistir. Kontrol ve DMSO gruplarinda PI
pozitif hiicreler oldukga diisiik diizeyde gozlenmistir. Emodin uygulanan gruplarda ise PI
pozitif hiicre orani, doza ve zamana bagh olarak kademeli sekilde artmistir. 24 saatlik
uygulamalarda diisiik dozlarda smirli artis izlenirken, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda,
ozellikle 30 uM ve iizeri konsantrasyonlarda PI pozitif hiicrelerin oraninda belirgin bir

yiikselme tespit edilmistir. Elde edilen bulgular, Emodin’in artan konsantrasyonlarda
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hiicre membran biitiinliigiinii bozarak membran ge¢irgenliginde artisa ve buna bagl hiicre

Olimiinde ylikselmeye yol agtigin1 gostermektedir (Sekil 4-8).

72 saat ¢ekim 10x PI

24 saat ¢ekim 10x PI 48 saat cekim 10x PI

. !
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A

DMSO Kontrol

20 pM 10 pM

\

30 M

60 pM 50 M 40 p M

Sekil 4.8 Emodinin MCF-7 hiicrelerinde hiicre 6liimii lizerindeki etkileri

4.6. Emodin Uygulamasinin MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinde Hiicre

Oliimii ve Canlihk Uzerine Etkisinin Floresan Boyama ile Gosterilmesi

Emodin’in MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) iizerindeki etkisi, DiOCs floresan boyas1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda, Emodin uygulanmayan hiicrelerin floresan
sinyalinin yiiksek diizeyde kaldig1 ve mitokondriyal biitiinliiglin korundugu goriilmistiir.
Benzer sekilde, DMSO kontrol grubunda da belirgin bir degisim saptanmamistir. Emodin

uygulanan hiicrelerde ise floresan sinyali doza ve zamana bagl olarak azalmistir. 24
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saatlik uygulamalarda diisiik dozlarda (20 M) hafif bir azalma izlenirken, 48 saatlik
uygulamalarda bu azalma daha belirgin hale gelmistir. 72 saatlik uygulamalarda, 6zellikle
yiiksek konsantrasyonlarda (40-60 uM) DiOCs 1simasinin biiylik Ol¢lide azaldigi ve
mitokondriyal membran potansiyelinin ciddi sekilde bozuldugu gézlenmistir. Elde edilen
bulgular, Emodin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini
doza ve zamana bagimli olarak azalttigini, dolayisiyla mitokondriyal fonksiyon kaybinin

hiicre canliliginin azalmastyla iligkili olabilecegini gostermektedir (Sekil 4-9).

24 saat ¢ekim 10x DIOC6 48 saat gekim 10x DIOC6 72 saat cekim 10x DIOC6

N

60 pM 50 M 40pM 30puM 20pM 10 M DMSO Kontrol

\ ) \ *
z " ¢ , Na

Sekil 4.9 Emodinin MCF-7 hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeline etkisi

Emodin’in MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii tizerindeki etkisi,
Propidium Iyodiir (PI) floresan boyasi kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrol ve DMSO

gruplarinda PI pozitif hiicre sayisinda anlamli bir degisim saptanmamis. Emodin
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uygulanan hiicrelerde ise PI pozitif hiicre oraninda belirgin bir artig saptanmis ve bu artisin
hem doza hem de zamana bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. Diisiik doz ve kisa siireli
(24 saat) uygulamalarda minimal diizeyde PI boyanmasi gozlenirken, 48 saatlik
uygulamalarda bu artis daha belirgin hale gelmistir. 72 saatlik yiiksek doz
uygulamalarinda (40—60 uM) ise PI floresan sinyal yogunlugu anlamli sekilde yiikselmis
ve hiicre populasyonunun biiyiik bir kisminda zara gegirgenlik artis1 gézlenmistir. Bu
sonuclar, Emodin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde doz ve zaman bagimli olarak hiicre zar

biitiinliigiinii bozdugunu, bunun sonucunda hiicre 6liimiinii indiikledigini gostermektedir

(Sekil 4-10).

24 saat cekim 10x Pl 48 saat cekim 10x Pl

Sekil 4.10 Emodinin MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre 6liimii iizerindeki etkileri

72 saat ¢ekim 10x PI

60 M 50uM 40pM 30puM 20pM 10pM DMSO Kontrol
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4.7. Meme Kanseri Hiicrelerinde Emodin’in Hiicre Déngiisii Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Emodin'in hiicre dongiisii
tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla propidyum iyodiir (PI) boyamasi ile hiicre akis
sitometrisi analizi yapilmigtir. Hiicreler, farkli Emodin konsantrasyonlarinda (10, 20, 30,
40 uM) 48 saat boyunca inkiibe edildikten sonra fiksasyon ve PI boyama islemleri
gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler, hiicre popiilasyonlarinin hiicre déngiisiiniin farkl
fazlarindaki dagilimini (SubGl, G1, S, G2/M) gostermektedir (Sekil 4-11 ve 4-12). Deney
sonucunda elde ettigimiz verilere gore, 48 saatlik Emodin uygulamasi sonrasinda MCF-7
hiicrelerinin hiicre dongiistinde belirgin degisiklikler gozlenmistir. Kontrol grubunda
SubG1 faz1 %1,5 iken, G1 faz1 %70,3, S faz1 %23.,4 ve G2/M faz1 %5,1 olarak
belirlenmistir. DMSO kontrol grubunda, hiicre dongiisii faz dagilimi kontrol grubuna

benzerlik gostermistir.

Emodin uygulanan gruplarda, SubG1 fazindaki hiicre oraninda konsantrasyona bagl
olarak belirgin bir artis saptanmustir. Ozellikle 10 uM Emodin dozunda SubG1 oram
%25,9’a yiikselmistir. Bu artis, Emodin’in hiicrelerde apoptotik siireci uyararak DNA
fragmantasyonu ve niikleer bozulma ile karakterize SubG1 popiilasyonunu artirdigini
diisiindiirmektedir. G1 fazinda, Emodin uygulamasina bagli olarak hiicre oranlarinda doza
bagimli bir azalma gozlenmis; 10 pM Emodin dozunda G1 faz1 %40,0’a diismiistiir. Bu
azalma, G1’den sonraki fazlara gecisin hizlandigim veya Gl fazinda ilerlemenin
engellendigini isaret edebilir. S fazindaki hiicre orani, 10 uM Emodin dozunda %24,7’ye
yiikselerek hafif bir artig gostermistir. G2/M fazinda ise konsantrasyon artigiyla birlikte
anlamli bir birikim egilimi saptanmistir; 10 uM Emodin dozunda G2/M oran1 %7,5 iken
40 pM’de %12,8’e ulagmistir. Bu durum, Emodin’in hiicre dongiisiiniin ge¢ mitoz

evrelerinde ilerlemeyi kismen engelleyebilecegini gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, SubG1 popiilasyonundaki belirgin artts Emodin’in
apoptozu indiikledigini, G2/M’deki kismi birikimin ise hiicre dongiisii progresyonunun

yiiksek dozlarda yavasladigini gostermektedir.
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Sekil 4.11 Emodin’in MCF-7 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi incelenmesi
Elde edilen veriler GraphPad Prism yazilimi kullanilarak siitun grafikleri halinde sunulmustur

MDA-MB-231 hiicrelerinde PI Analizi deney sonucunda elde ettigimiz verilere gore, 48
saatlik Emodin uygulamasi sonrasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisiinde
belirgin degisiklikler gbzlenmistir. Kontrol grubunda hiicreler agirlikli olarak G1 fazinda
(%57,7) bulunmus, SubG1 %0,8, S faz1 %25,6 ve G2/M faz1 %15,7 olarak belirlenmistir.
DMSO kontrol grubunda benzer degerler elde edilmis. Emodin uygulamasiyla birlikte

SubG1 popiilasyonunda belirgin bir artis gézlenmistir; bu artisin doza bagimli olmasi
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gostermektedir. 20 pM Emodin’de SubGl oram1 %18,0’a, 30 uM’de %27,6’ya
yukselmistir. G1 fazindaki hiicre oran1 doz artisina paralel olarak azalmis; 20 uM’de
%31,4’e, 40 uM’de %14,3’e diismiistiir. S fazinda 20 pM Emodin uygulamasinda anlaml
bir artis (%44,8) izlenmis, bu da Emodin’in DNA replikasyon evresinde kismi bir
yigilmaya neden olabilecegini gostermistir. G2/M fazinda ise 6zellikle yiiksek dozlarda
belirgin bir birikim saptanmistir; 10 pM’de %15,7 olan oran, 40 puM Emodin
uygulamasinda %19,2’ye ylikselmistir.

a) Mot1Am kontro! Kontrol
—_ oam |
16.7%

Mot 1° A0S 20 uM
GATE (P2 in all) 20 uM

sub/G1 G1
18.0% 3

0

G2M
O 4.3%

MDA-MB-231
b)
2 —
00 = % G2/M
= %S
£ 450- =2 %G1
2 = % SubGH1
S
")
(1]
S 100+
Qo
[=)
o
<
S 50
I
| A

I I
Kontrol DMSO 10yM 20.M 30,M 40 M

Emodin

Sekil 4.12 Emodin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi incelenmesi
Elde edilen veriler GraphPad Prism yazilim1 kullanilarak siitun grafikleri halinde sunulmustur

65



4.8. Meme Kanseri Hiicrelerinde Emodin’in Ostrojen Reseptor ve ERKI1/2

Ekspresyon Seviyelerine Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4-13’te, 48 saatlik 10 uM Emodin uygulamasi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde
Ostrojen reseptorii alfa (ERa) protein diizeylerinde meydana gelen degisim
gosterilmektedir. Western blot analizinde, kontrol grubuna kiyasla Emodin uygulanan
hiicrelerde ERa bant yogunlugunun belirgin sekilde azaldigi gézlenmistir. Bu azalmanin

yaklasik %40 oraninda oldugunu ortaya koymustur.

ERa
1.5
1.0
0.5 Kontrol
ERa
66 KDa — -

0.0- T B Actin
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Sekil 4.13 MCF-7 hiicrelerinde Emodin’in ER-a protein ekspresyon diizeyine etkisinin incelenmesi
40 pg protein alinarak %12’lik SDS-PAGE jelinde ayristirilmis, ardindan hedef proteinler uygun
antikorlarla problanmistir. B-aktin yilikleme kontrolii olarak kullanilmis, elde edilen sonuclar ise GraphPad
Prism yazilimi araciligryla siitun grafikleri seklinde gorsellestirilmistir.
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Sekil 4-14’te gortildiigi tizere, 10 uM Emodin uygulamast MCF-7 hiicrelerinde ERK1/2
protein diizeyini belirgin sekilde azaltmistir. Western blot sonuglari, kontrol grubuna

kiyasla bant yogunlugunda azalma oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14 MCF-7 hiicrelerinde Emodin’in ERK1/2 protein ekspresyon diizeyine etkisinin incelenmesi
40 pg protein alinarak %12’lik SDS-PAGE jelinde ayristirilmis, ardindan hedef proteinler uygun
antikorlarla problanmistir. B-aktin yilikleme kontrolii olarak kullanilmis, elde edilen sonuclar ise GraphPad

Prism yazilimi araciligiyla siitun grafikleri seklinde gorsellestirilmistir.

4.9. AntimiR-208a Transfeksiyonu Yapilan Meme Kanseri Hiicrelerinde miR-208a

Ifadesinin Incelenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine, anti-miR-208a transfekte edildikten sonra
hiicrelerdeki miR-208a seviyesindeki degisiklikler qPCR yoOntemi ile belirlenmistir.
Analiz sonuglari, anti-miR-208a uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-
208a ekspresyonunun, kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli oranda

azaldigim gostermistir (Sekil 4-15).
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Sekil 4.15 miR-208a seviyelerinin qPCR ile gdsterilmesi
a) MCF-7 hiicrelerindeki b) MDA-MB-231 hiicrelerindeki miR-208a ekspresyon seviyeleri PFAFFL
yontemiyle degerlendirilmistir. Veriler RNUG6 referansina gore normalize edilmis ve GraphPad Prism
kullanilarak analiz edilmistir (***p < 0.001 ****p<0.0001).
4.10. Meme Kanseri Hiicrelerinde AntimiR-208a ve Emodin’in NLK Proteininin

Ekspresyon Seviyelerine Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4-16’te gortldigi tizere, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin (10-20
uM) ve anti-miR-208a uygulamalarinin NLK protein diizeyleri {izerindeki etkileri
Western blot analiziyle degerlendirilmigtir. MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna gore
Emodin uygulamas1 NLK diizeyinde hafif bir artis olusturmus (~1,2 kat), anti-miR-208a
ise bu ekspresyonu anlamli bi¢imde yiikseltmistir (~1,3 kat; p < 0,01). Her iki etkenin
birlikte uygulanmasiyla NLK artis1 korunarak yaklasik 1,5 kata ulasmistir (p < 0,01).

MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubuna gére Emodin NLK diizeyini ~1,4 kat
artirmis (p < 0,05), anti-miR-208a tek basmna anlamli etki gostermemistir. Ancak
Emodin’in anti-miR-208a ile birlikte uygulanmasi, NLK ekspresyonunun yaklasik 2 kat

artig gostermesiyle sonuglanmistir (p <0,01).
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Sekil 4.16 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin ve anti-miR-208a’nin NLK protein diizeylerine
etkisi
Hiicre lizatlarindan izole edilen proteinler Western blot ile incelenmis, temsili NLK ve -Aktin bantlari ile
normalize edilmis kantitatif analiz sonuglar1 sunulmustur.

4.11. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde Anti-miR-208a ve Emodinin MAPK

Sinyal Yolagi Proteinlerinin Ekspresyon Seviyelerine Etkisinin Analizi

Sekil 4-17 ve 4-18’de goriildiigii iizere, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin
(1020 pM) ve anti-miR-208a uygulamalarinin ERK1/2, p38 ve JNK proteinlerinin

toplam ve fosforile formlar1 tizerindeki etkileri Western blot analiziyle incelenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde, Emodin uygulamas: ERK1/2 ve p-ERK diizeylerinde belirgin bir
azalmaya yol agmistir (p < 0.05), bu da MAPK/ERK yolunun baskilandigini
gostermektedir. Anti-miR-208a tek basina da benzer sekilde p-ERK seviyesini diigiirmdis,
ancak Emodin ile birlikte uygulandiginda bu azalma korunmustur. Buna karsin p38
proteininde anlamli bir artig gézlenmis (p < 0.05), p-p38 diizeyinin ise 6zellikle birlikte
uygulamada en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir (p < 0.01). JNK ve p-JNK

diizeylerinde ise anlamli degisim saptanmamistir (Sekil 4-17).
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MDA-MB-231 hiicrelerinde, Emodin uygulamasi1 ERK1/2, p-ERK, p38, p-p38, JNK ve

p-JNK diizeylerinde genel bir azalmaya neden olmustur (p < 0.05). Anti-miR-208a

uygulamasi tek basina ERK1/2 fosforilasyonunu azaltmis, ancak Emodin ile birlikte

uygulandiginda bu azalma daha da belirginlesmistir (p < 0.01) (Sekil 4-18).
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Sekil 4.17 MCF-7 hiicrelerinde Emodin ve miR-208a’nin MAPK yolak proteinlerinin seviyelerine
etkilerinin incelenmesi
a)ERK1/2, pERK1/2, b)P38, Pp38, ve ¢)JNK, pJNK protein ekspresyon seviyeleri immiinoblotlama ile
degerlendirilmistir. izole edilen proteinlerden 40 pg’lik 6rnekler %12’lik SDS-PAGE jelinde ayristiriimis,
hedef proteinler spesifik antikorlarla problanmigtir. Yiikleme kontrolii i¢in B-Actin ve B-Tubulin
kullanilmis olup, elde edilen sonuglar GraphPad Prism yazilimi araciligryla siitun grafigi formatinda

gorsellestirilmigtir (**p<0.01 *p<0.1)
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Sekil 4.18 MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin ve miR-208a’nin MAPK yolak proteinlerinin seviyelerine
etkilerinin incelenmesi
a)ERK1/2, pERK1/2, b)P38, Pp38, ve c)JNK, pJNK protein ekspresyon seviyeleri immiinoblotlama ile
degerlendirilmistir. [zole edilen proteinlerden 40 ug’lik rnekler %12°lik SDS-PAGE jelinde ayristiriimus,
hedef proteinler spesifik antikorlarla problanmistir. Yiikleme kontroli i¢in B-Actin ve B-Tubulin
kullanilmis olup, elde edilen sonuglar GraphPad Prism yazilimi araciligiyla siitun grafigi formatinda
gorsellestirilmistir (**p<0.01 *p<0.1).
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4.12. Meme Kanseri Hiicrelerinde Anti-miR-208a ve Emodin’in Ostrojen Reseptor

Ekspresyonuna Etkisinin Incelenmesi

Kontrol grubuna kiyasla, 10 uM Emodin uygulamasi MCF-7 hiicrelerinde ERa protein
diizeyini anlaml1 bigimde azaltmistir (*p<0.05). Anti-miR-208a transfeksiyonu tek bagina
ERa ekspresyonunda belirgin bir degisim olusturmamis, ancak Emodin ile birlikte
uygulandiginda ERa diizeyindeki azalma korunmustur. Bu sonug¢, Emodin’in Gstrojen
reseptorii aracili proliferatif sinyallesmeyi baskiladigini ve anti-miR-208a’nin bu

baskilayici etkiyi degistirmedigini gostermektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 MCF-7 hiicrelerinde Emodin ve miR-208a uygulamasinin ERa protein seviyesine etkilerinin
incelenmesi
izole edilen proteinlerden 40 ug’lik 6rnekler %12°lik SDS-PAGE jelinde ayristirilmis, hedef proteinler
spesifik antikorlarla problanmigtir. Yiikleme kontrolii i¢in -Tubulin kullanilmig olup, elde edilen sonuglar
GraphPad Prism yazilimi araciligiyla siitun grafigi formatinda gorsellestirilmistir ( *p<0.1).

4.13. Meme Kanseri Hiicrelerinde AntimiR-208a ve Emodinin Niikleer ¢-MYC

Proteininin Ekspresyon Seviyelerine Etkisinin incelenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Emodin (MCF-7 i¢in 10 puM,
MDA-MB-231 i¢in 20 pM) ve anti-miR-208a’nin tek basina veya kombine
uygulamalarinin  niikkleer c¢-MYC protein diizeylerine etkisi Western blot
(immiinoblotlama) yontemiyle degerlendirilmistir. Niikleer fraksiyondan izole edilen

proteinler incelenmis, Histon H3 yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Temsili blot
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goriintiileri ve normalize edilmis kantitatif analiz sonuclar1 Sekil 4-20’de sunulmustur.
Sekilde gorildiigii iizere, 10 uM Emodin uygulamast MCF-7 hiicrelerinde niikleer c-MYC
protein diizeyini belirgin sekilde azaltmistir. Anti-miR-208a tek basina uygulandiginda c-
MYC ekspresyonunda anlamli bir degisim saptanmamis; ancak Emodin ile birlikte
uygulanmasi, bu azalmay1 koruyarak c¢-MYC seviyesini indirmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise Emodin uygulamasi c-MYC ekspresyonunu azaltmis, anti-miR-208a ile
birlikte uygulandiginda bu baskilayici etki siirmiistiir. Bu bulgular, Emodin’in niikleer c-
MYC diizeyini diisiirerek hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve anti-miR-208a’nin bu

etkiyi gliclendirmeden, ancak yoniinii degistirmeden siirdiirdiiglinii gostermektedir.
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Sekil 4.20 Emodin ve miR-208a’nin c-MYC protein seviyesine etkisinin aragtirilmasi
a) MCF-7 ve b)MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin ve anti-miR-208a’nin tek basina ve kombine
uygulamalarinin c-MYC protein diizeylerine etkisi arastirilmistir. Hiicrelerden izole edilen proteinler
Western blot ile incelenmis, temsili c-MYC ve Histon H3 bantlari ile normalize edilmis kantitatif analiz
sonuglari sunulmustur
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde onemli bir saglik sorunu olmaya devam ederken ve
mevcut tedavi yontemleri bazi hasta gruplarinda sinirh etki gosterirken, tedaviye direng
gelisimi gibi problemler, alternatif ve daha etkili tedavi ajanlarinin arastirilmasini zorunlu
kilmaktadir. Bu tez calismasinda, dogal bir antrakinon tiirevi olan Emodin’in, 6strojen
reseptoril pozitif (ER*) meme kanseri hiicre hattt MCF-7 ve ii¢lii negatif meme kanseri
hiicre hatti MDA-MB-231 {izerindeki anti-kanser etkileri degerlendirilmistir.
Bulgularimiz, Emodin’in uygulandiginda, hiicre canliligi, proliferasyon, apoptoz, hiicre
dongiisii diizenlenmesi ve koloni olusumu gibi temel hiicresel siiregleri anlamli sekilde
modiile ettigini gdstermektedir. Ayrica, Emodin’in ve Nemo-Like kinazin MAPK ve ERa
gibi anahtar sinyal yolaklar1 {izerinde diizenleyici etkiler gosterdigi saptanmistir. Emodin
ile iliskili NLK etkisini degerlendirmek ve NLK ekspresyonunu artirmak amaciyla miR-
208a inhibitdri (anti-miR-208a) uygulandi (Y. Huang vd., 2016b)(Yan vd., 2016b). Bu
bulgular, Emodin’in ve antimiR-208a’nin hedeflenmesinin, meme kanseri tedavisinde

potansiyel yeni bir yaklagim olabilecegini ortaya koymaktadir.

Bu calismada gergeklestirilen MTT ve growth assay, Emodin’in MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri lizerinde doza ve zamana bagli olarak anlamli bir sekilde hiicre canliligin
azalttigin1 ve proliferasyonu inhibe ettigini tutarli bigimde ortaya koymustur (Sekil 4-1).
MTT analizi sonuglari, Emodin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde doz ve zamana
bagli olarak hiicre sagkalimii anlamli bigimde azalttigini gdstermektedir. MCF-7
hiicrelerinde, 10-60 uM araligindaki Emodin uygulamalari 24. saatten itibaren canlilikta
kademeli bir diislise yol acmistir; 6zellikle 48 ve 72. saatlerde bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p <0.0001). Canlilik oran1 10 pM’de yaklasik %80’e, 30 uM
ve lzeri dozlarda ise %50°nin altina digmiistir. Bu sonu¢, Emodin’in ERa-pozitif
hiicrelerde metabolik aktiviteyi ve sagkalimi baskilayarak antikanser etki gosterdigini

diistindiirmektedir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Emodin’in etkisi daha belirgin ve doza daha duyarh
seyretmistir. 20 uM ve iizeri konsantrasyonlarda sagkalim orani 48. saatte %50 nin altina
diismiis, 60 pM’de %30 civarina kadar gerilemistir. Bu durum, Emodin’in ti¢lii negatif
fenotipe sahip hiicrelerde de yiiksek sitotoksik potansiyel tagidigini gdstermektedir. Sonug
olarak MTT analizi, Emodin’in her iki hiicre hattinda da mitokondriyal aktiviteyi
baskilayarak metabolik canlilig1 azalttigin1 ve bu etkinin zamanla giiclenen bir sitotoksik

yanit olusturdugunu ortaya koymaktadir.

Growth assay sonuclar (Sekil 4-2)’da, Emodin’in hem MCF-7 hem MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre biiylime hizin1 ve sagkalim oranimi belirgin bigimde azalttigini
gostermektedir. MCF-7 hiicrelerinde, kontrol ve DMSO gruplarinda 72. saate kadar hiicre
sayisinda diizenli bir artis gézlenirken, 1040 uM Emodin uygulamasi bu artig1 anlamh
bicimde engellemistir. Ozellikle 48. saatte 10 uM Emodin grubunda hiicre sayis1 baslangig
degerinin yaklagik yarisina diigmiis, 3040 uM dozlarinda bu azalma daha da
belirginlesmistir (p < 0.0001). Bu durum, Emodin’in hiicre biiyiimesini yavaslatarak
sagkalimi azalttigini gostermektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde de benzer bir egilim
izlenmis, ancak biiylime iizerindeki baskilayici etki daha erken ve gii¢lii bicimde ortaya
cikmistir. 2040 uM Emodin uygulamalarinda 48. saatte hiicre sayisi belirgin bi¢imde
azalmis, 72. saatte kontrol grubunun yalnizca %30’u diizeyinde kalmistir. Bu bulgular,
Emodin’in doz ve zamana bagli olarak hiicre biiylimesini ve sagkalimini baskiladigini, bu
etkinin 6zellikle liclii negatif fenotipe sahip hiicrelerde (MDA-MB-231) daha belirgin

oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu bulgular, Emodin’in hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre
bliylimesini ve sagkalimimi baskiladigina dair onceki raporlarla uyumludur. Fang ve
arkadaglarinin  (2019) caligmasinda, MCF-7 hiicrelerinde 20-40 puM Emodin
uygulamasinin doza bagli olarak hiicre ¢ogalmasini azalttigi ve apoptozu indiikledigi
bildirilmistir. Benzer sekilde Zhang ve arkadaglar1 (2021), Emodin’in MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre canliligini ve koloni olusum kapasitesini azalttigin1 rapor etmislerdir.
(Fang vd., 2019b) (N. Zhang vd., 2021b). Dolayisiyla bu ¢alisma, literatiirde bildirilen

Emodin’in antiproliferatif ve hiicre sagkalimini azaltic1 etkilerini dogrulamakta; ayrica
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farkli molekiiler alt tiplerde (ERa-pozitif ve {iglii negatif) benzer yonelimlerin

bulundugunu ortaya koymaktadir.

Koloni olusum analizi, Emodin’in her iki hiicre hattinda da klonojenik kapasiteyi doza
bagl olarak azalttigini gostermistir (Sekil 4-3, 4-4). MCF-7 hiicrelerinde 10-40 uM
Emodin uygulamasiyla koloni sayisi ve ortalama koloni c¢apinda anlamli azalma
saptanmistir (p < 0.01-0.001). Kontrol ve DMSO gruplarinda hiicreler daha biiyiik ve
yogun koloniler olustururken, Emodin uygulamasiyla koloniler kii¢iilmiis ve sayica
azalmistir. Benzer bicimde, MDA-MB-231 hiicrelerinde de Emodin uygulamasi
klonojenik potansiyeli belirgin bi¢imde diisirmiistiir. 20-40 uM dozlarinda hem koloni
sayist hem capi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis (p < 0.0001), bu da Emodin’in

ticlii negatif hiicrelerde daha gii¢lii bir baskilayici etki olusturdugunu gostermektedir.

Bu bulgular, Emodin’in kanser hiicrelerinin uzun dénemli yasama ve koloni olusturma
potansiyelini baskilayarak klonojenik biiylimeyi inhibe ettigini ortaya koymaktadir.
Nitekim Liu ve arkadaslarinin (2023) ¢alismasinda da, Emodin uygulamasinin (20 40 uM)
meme kanseri hiicrelerinde koloni olusumunu anlamli bigimde azalttig1 ve bu etkinin doz
bagimli sitotoksisite ile iliskili oldugu bildirilmistir (X. Liu vd., 2023). Bizim
sonuclarimiz da literatiirde bildirilen bu verilerle uyumlu olup, Emodin’in hem ERa-
pozitif (MCF-7) hem iiclii negatif (MDA-MB-231) meme kanseri hiicrelerinde benzer

bi¢imde klonojenik aktiviteyi baskiladigin gostermektedir.

Ug boyutlu (3D) sferoid kiiltiirleri, Emodin tedavisinin MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde sferoid olusumu ve biiylime boyutunu anlamli bi¢cimde azalttigim
gostermistir (Sekil 4-5 ve Sekil 4-6). 3D kiiltiir modelleri, hiicrelerin in vivo kosullara
daha yakin davranislar sergilemesini saglar ve bu yoniiyle calisma bulgularinin klinik
uygulamalara uyarlanmasi agisindan daha gilivenilir bir temel sunar. Buna karsin, iki
boyutlu (2D) hiicre kiiltiirlerinde yapilan ilag testleri genellikle sinirl bilgi saglamakta ve
hiicre-hiicre etkilesimlerini tam olarak yansitmamaktadir. Oysa 3D ¢ok hiicreli modeller,
geleneksel in vitro ve hayvan modelleri arasindaki biyolojik farki kapatarak ilag
etkinliginin daha dogru degerlendirilmesine olanak tanimaktadir (Ravi vd., 2015) . Bu
sonuglar, Emodin’in yalnizca 2D sistemlerde degil, ayn1 zamanda 3D kiiltiir ortamlarinda

da tiimor biiyiimesini baskilayabilecegini ortaya koymaktadir (Tofani vd., 2020).
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Elde edilen veriler, meme kanseri hiicrelerinde Emodin'in sitotoksik etkileri, 6zellikle
mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre zar1 biitiinliigiindeki degisiklikler acisindan floresan
mikroskopi teknikleri (DiOCs ve PI boyama) kullanilarak kapsamli bir sekilde
degerlendirilmistir. Elde edilen morfolojik ve kantitatif veriler (Sekil 4-7, 4-8, 4-9 ve 4-
10), Emodin'in hiicre 6liimiinii indiiklemedeki potansiyel mekanizmalarina dair énemli
bilgiler sunmaktadir. DiOCs boyamasi, saglikli mitokondrinin varliginmi ve MMP'nin
korunmasini yansitan parlak yesil floresans ile karakterize edilmektedir. Kontrol ve
DMSO gruplarinda gozlemlenen homojen ve yogun yesil 1s1ma, bu hiicre
popiilasyonlarmin saglikli bir mitokondriyal fonksiyona sahip oldugunu ve deneysel
kosullarin baslangigta hiicre canliligi iizerinde olumsuz bir etkisi olmadigim
dogrulamaktadir. Ancak, Emodin uygulamasinin ardindan gézlemlenen doza ve zamana
bagimli DiOCs floresansindaki belirgin azalma, Emodin'in meme kanseri hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyelini bozdugunu acik¢a gdstermektedir. MMP'deki bu
diisiis, apoptozun erken evrelerinden biri olarak kabul edilen kritik bir olaydir. Apoptozda,
mitokondriyal dis membran permeabilitesinin artmasi (MOMP), mitokondriyal
intermembran boslugundan sitokrom ¢ gibi pro-apoptotik faktorlerin salinimina yol agar.
Bu durum, kaspaz kaskadmin aktivasyonu i¢in temel bir adimdir. Dolayisiyla, DiOCs
floresansindaki azalma, Emodin'in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoz sinyal

yolagin1 mitokondriyal diizeyde aktive ettigini diisiindiirmektedir.

Propidyum Iyodiir (PI) boyamas, hiicre zar1 biitiinliigii bozulmus olan 6lii veya 6lmekte
olan hiicreleri belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. PI'nin hiicre zarina
niifuz etmesi ve DNA'ya baglanmasi, hiicre 6limiiniin ge¢ evrelerini veya nekrotik
stirecleri gosterir. Kontrol ve DMSO gruplarinda minimal veya hi¢ PI floresansi
gbzlenmemesi, bu gruplardaki hiicrelerin zar biitiinliiglintin korundugunu ve dogal olarak
diisiik bir hiicre 6liim oranina sahip oldugunu gdstermektedir. Buna karsilik, Emodin
konsantrasyonu ve inkiibasyon stiresi arttikca, kirmizi PI pozitif hiicre popiilasyonunda
dramatik bir artis izlenmistir. Bu bulgu, Emodin'in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
hiicre 6liimiinii indiikledigini ve bu hiicrelerin artan permeabiliteye sahip hiicre zarlar
nedeniyle boyayi alabildigini ortaya koymaktadir. DiOCs sonuglariyla birlestirildiginde,

PI pozitifligindeki artis, Emodin'in neden oldugu mitokondriyal disfonksiyonun
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nihayetinde hiicre 6liimiine yol actigini ve bu 6liimiin 6nemli bir kisminin apoptoz

mekanizmasi lizerinden ilerledigini desteklemektedir.

Floresan mikroskobu goriintiilerinde gozlemlenen hiicre morfolojisindeki degisiklikler
(bliziilme, yuvarlaklagsma, substrattan ayrilma), Emodin'in sitotoksik etkisine paralel
seyretmektedir. Bu morfolojik 0&zellikler, apoptozun karakteristik belirtileriyle
uyumludur. Apoptoza giren hiicreler biiziiliir, Apoptoz sirasinda kromatin yogun bir
sekilde yogunlasir ve niikleer membranin ¢evresine dogru go¢ eder, bu da niikleusun
kiiciilmesine ve pargalanmasina yol agar. Ayni anda hiicre zari, karakteristik blebbing
(tomurcuklanma) gosterir ve bunun sonucunda apoptotik cisimcikler olusur. Bu apoptotik
cisimcikler fagositler tarafindan etkin bir sekilde temizlenir ve bu siireg iltihabi bir yanit
tetiklemeden gerceklesir. Yiiksek Emodin dozlarinda ve uzun inkiibasyon siirelerinde bu
morfolojik degisikliklerin belirginlesmesi, Emodin'in apoptozu zamanla ve doza bagh
olarak ilerlettigini gostermektedir. Bu bulgular, onceki c¢alismalarla da uyumludur;
Ornegin, Zhang ve ark. (2021) ile Chen ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismalarda
Emodin’in meme kanseri hiicrelerinde mitokondriyal yol tizerinden apoptozu indiikledigi
ve hiicre morfolojisinde benzer degisiklikler olusturdugu bildirilmistir (N. Zhang vd.,
2021c; Q. Zhang vd., 2022). Elde edilen bu veriler, Emodin'in meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu tetikleyerek anti-kanser potansiyelini desteklemekte ve klinik Oncesi
calismalarda meme kanseri tedavisinde potansiyel bir aday olarak degerlendirilmesini
gliclendirmektedir. Gelecekteki ¢alismalar, Emodin'in bu mitokondriyal yolaklar1 hangi
spesifik molekiiler hedefler araciligiyla etkiledigini (Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspaz
aktivasyonu) daha detayli inceleyerek, bu dogal bilesigin anti-kanser mekanizmalarina

dair daha derinlemesine bir anlayis saglayabilir (X. Dong vd., 2018).

Hiicre dongiisii tutuklanmasi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin baskilanmasi i¢in giiclii
bir mekanizmadir. Birka¢ antikanser ilacinin antikanser aktivitesi, hiicre dongiisii

tutuklanmasinin indiiklenmesine atfedilmistir (Ma vd., 2018).

Deneyler sonucunda, Emodin'in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonu lizerindeki inhibitor etkisini mekanistik diizeyde anlamak amaciyla, 48
saatlik Emodin (10, 20, 30, 40 uM) uygulamasi sonrasi hiicre dongiisii dagilimlar

propidyum iyodiir (PI) boyamasi ve hiicre akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Elde edilen
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sonuglar (Sekil 4-11 ve 4-12), Emodin'in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre
dongiisii  progresyonunu etkileyerek antiproliferatif etkisini gosterdigini ortaya

koymaktadir.

Emodin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla Sub-Gl
popiilasyonunda belirgin bir artis gozlenmistir. Bu artig, 6zellikle 30 uM ve 40 uM
dozlarinda belirginlesmis olup, Emodin’in hiicre dongiisiinde apoptoza yonelim
olusturdugunu gostermektedir. G1 fazindaki hiicre oran1 doza bagl olarak azalmis, bu da
Gl’den cikisin durdurulmasi yerine hiicrelerin programli hiicre Sliimiine (apoptoza)
yonlendigini diisiindiirmektedir. Kontrol grubunda G1 fazindaki hiicre oran1 %70.3 iken,
Emodin uygulanan gruplarda doza bagli olarak G1 fazinda belirgin bir azalma
gbzlenmistir. 10 uM Emodin'de G1 %40.1'e diiserken, 20 uM'de %31.0 gibi ¢ok diisiik
bir seviyeye inmistir. 30 uM ve 40 pM'de sirasiyla %39.7 ve %34.9 olarak kaydedilen G1
popiilasyonu, hiicrelerin S veya G2/M fazlarina gecisinin engellendigini veya G1'den
dogrudan hiicre oliimiine yonlendigini diisiindiirmektedir. S faz1 (DNA sentezi), tim
dozlarla hafif bir artis veya sabit kaliyor. G2/M fazi, 6zellikle 30 ve 40 uM’de %8.8 ve
%12.8’e kadar artmistir. Bu, G2/M kontrol noktasinda durus (checkpoint arrest) oldugunu

gosterir. DNA hasarin1 onarmak i¢in zaman kazandirmak amaciyla tetiklenir.

Bu PI hiicre dongiisii analizi sonuglari, Emodin'in MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saatlik
uygulama sonrasinda hem hiicre 6liimii indiiksiyonu (SubGl1 artis1) hem de yiiksek
dozlarda hiicre dongiisii arresti 6zellikle S fazinda birikim (40%) yoluyla antiproliferatif
aktivite gosterdigini kanitlamaktadir. S fazindaki bu tutuklama, Emodin'in siklinler ve
siklin bagimli kinazlar (CDK!'lar) gibi hiicre dongiisii diizenleyici proteinleri etkileyerek
hiicre dongiisii kontrol noktalarini hedet aldiginmi diisiindiirmektedir. Emodin’in MCF-7
hiicrelerinde ERo—MAPK sinyal yolaklar1 {izerinden antiproliferatif etki gosterdigini
raporlamistir (Cui vd., 2016b). Tang ve ark. (2017), Emodin’in PPARYy aktivitesini
artirdigini ve bu etkinin MEK/ERK inhibitorleriyle bloke edilebildigini gostermistir. Bu
mekanizma, kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii arrestine neden olmaktadir (Tang vd.,
2017) . SubG1 popiilasyonundaki artigla birlikte degerlendirildiginde, Emodin'in hem
hiicrelerin ¢gogalmasini engelleyici hem de mevcut hiicreleri 6liime siiriikleyici ¢ift yonlii

bir etki mekanizmasina sahip oldugu sonucuna varilmigtir. Emodin'in anti-proliferatif
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etkileri, apoptoz indiiksiyonu ve hiicre dongiisii duraklamasi ile agiklanabilir. PI hiicre
dongiisii analizi sonuglari, Emodin'in uygulandiginda Hiicre dongiisii fazindaki degisikligi
belirtin, sub-G1 fazindaki hiicre oraninda artisa neden oldugunu gostermistir. Bu durum,
Emodin'in hiicrelerin DNA sentezi ve mitoz fazina gecisini engelledigini veya apoptoza
yonlendirdigini diisiindirmektedir (W. Y. Li vd., 2013) . ER pozitif meme kanseri hiicre
hatlarinda ve tiglii negatif hiicre hatlarinda, Emodin doza ve zamana bagli apoptozu
indiikler. Emodin pro-apoptotik belirtecleri upregiile eder. Bu degisiklikler igsel
(mitokondriyal) apoptotik yolun aktivasyonunu diisiindiirmektedir (Zu vd., 2015).
Bhattacharjee ve ark. (2020), Emodin’in meme kanseri hiicrelerinde doza baglh
sitotoksisite gosterdigini ve anti-apoptotik protein Bcl-2'yi azaltarak apoptotik hiicre
Oltimiinii indiikledigini rapor etmistir (Bhattacharjee vd., 2020). Emodin'in, kaspaz
aktivasyonu ve Bcl-2/BAX oranmin pro-apoptotik yonde modiilasyonu yoluyla meme
kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini kuvvetle desteklemektedir (Z. Huang vd.,

2008b) .

Bu calismada, Emodin’in NLK ile iligkili sinyal yolaklar1 tizerindeki etkisini daha ayrintili
inceleyebilmek amaciyla, NLK ekspresyonunu artirmak i¢in anti-miR-208a molekiilii
hiicrelere transfekte edilmistir. Anti-miR-208a, endojen miR-208a’nin NLK {izerindeki
baskilayic1 etkisini ortadan kaldirarak NLK sentezinin artmasimi saglamaktadir.
Transfeksiyonun verimliligini dogrulamak amaciyla kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-
PCR) analizi gerceklestirilmistir. Analiz sonuglari, anti-miR-208a uygulamasinin
hiicrelerde miR-208a ekspresyonunu anlamli diizeyde baskiladigini ortaya koymustur. Bu
bulgu, NLK ekspresyonunun artisi i¢in gerekli olan transkripsiyonel 6n kosulun basariyla

saglandigint gostermektedir (Sekil 4-15).

Elde edilen bulgular, Emodin’in MCF-7 hiicrelerinde NLK ekspresyonunu artirma
egiliminde oldugunu, ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigini
gostermektedir. anti-miR-208a transfeksiyonu ile NLK diizeylerinde anlamli bir artis
gozlenmesi, miR-208a’nin NLK {izerindeki baskilayici roliinii dogrulamaktadir. Emodin
ve anti-miR-208a’nin birlikte uygulanmasi ise NLK ekspresyonundaki artisi daha belirgin

hale getirerek, bu iki etkenin potansiyel sinerjik etkilesimini isaret etmektedir.
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Benzer sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin uygulamasi NLK diizeylerini
artirmis; bu etkinin kombinasyon grubunda en yiiksek seviyeye ulagsmasi, NLK’nin hem
Emodin aracili sinyal modiilasyonuna hem de miR-208a’nin baskilanmasina duyarl
oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular, NLK’nin Emodin’in antikanser etkilerinde

onemli bir aracilik rolii oynayabilecegini desteklemektedir.

Bu bulgular, Emodin’in her iki hiicre hattinda da NLK ekspresyonunu yiikselttigini ve
ozellikle triple-negatif MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-miR-208a ile birlikte
uygulandiginda sinerjik bir artis sagladigin1 gostermektedir. Literatiirde NLK’ nin Wnt/B-
katenin sinyalinin negatif diizenleyicisi oldugu ve NF-kB gibi yolaklar {izerinden de
hiicresel proliferasyon, farklilasma ve apoptoz siireglerinde gorev aldigi bildirilmektedir.
Dolayisiyla, Emodin ve anti-miR-208a’nin NLK iizerindeki bu etkisi, meme kanseri
hiicrelerinde proliferatif sinyallerin baskilanmasi ve timdr baskilayict mekanizmalarin
gliclendirilmesine katki saglayabilecek bir etki mekanizmasina isaret etmektedir (X.

Wang vd., 2021b).

Emodin'in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ile antimiR-208a transfekte
edilmis hiicrelerde, MCF-7 i¢in 48 saatlik 10 uM Emodin uygulamasi sonras1t MAPK
(Mitogen-Aktiflesen Protein Kinaz) yolagt ERK1/2 (pERK) , INK (pJNK), P38 (pP38)
ve Ostrojen Reseptorii Alfa (ERa) proteinlerinin ekspresyon seviyeleri Western blot ile
degerlendirilmistir. MDA-MB-231 {i¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattinda
Emodin (20 uM) ve anti-miR-208a tedavilerinin, MAPK ailesine ait p38, ERK1/2, INK
ve NLK proteinlerinin ekspresyon diizeyleri ile fosforilasyon durumlari iizerindeki etkileri
Western blot analizi ile incelenmistir (Sekil 4-11, Sekil 4-19). Protein yiikleme kontrolii
olarak B-Tubulin, B-Aktin kullanilmis olup, tiim seritlerde benzer yiiklemenin saglandigi
teyit edilmistir. Bu analiz, Emodin'in anti-kanser aktivitesinin molekiiler mekanizmalarina

151k tutmay1 amaclamistir.

MAPK yolunun 6nemli bir bileseni olan ERK1/2, genellikle hiicre proliferasyonu,
farklilagma ve sagkaliminda kritik roller Gistlenir. Analizlerimiz, 48 saatlik 10 uM Emodin
uygulamasinin, kontrol grubuna kiyasla MCF-7 hiicrelerinde ERKI1/2 protein
diizeylerinde belirgin bir azalma goézlenmistir (~0.5 kat; p<0.05). Anti-miR-208a tek

basina anlaml bir degisim olusturmazken, kombinasyon grubunda diisiik ekspresyon
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seviyesi korunmustur. Fosforile ERK (pERK) diizeyleri de benzer sekilde azalmis, bu
durum Emodin’in ERK sinyalini baskilayici etkisini gostermektedir (Sekil 4-14 a).

MDA-MB-231 hiicrelerinde hem total ERK1/2 hem de pERK proteinlerinde 48 saatlik 20
uM Emodin uygulamasi ekspresyonlari belirgin sekilde azaltirken, anti-miR-208a
uygulamasi kontrol seviyelerine yakin veya {lizerinde ekspresyon gdstermistir.
ERK/MAPK yolunun hiicre proliferasyonu ve metastazdaki rolii iyi bilinmektedir (Y. C.
Liu vd., 2025). Bu azalma, Emodin'in antiproliferatif etkisini ERK1/2 sinyalini
baskilayarak gosterdigine dair dnceki hiicre canliligi ve hiicre dongiisii bulgularimizi
desteklemektedir. MAPK ayrica anjiyogenezin diizenlenmesinde de 6nemli bir role
sahiptir. ERK, hiicre dongiisiiniin pozitif bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir ve hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli olan siklik bagimli kinazlar1 - siklin D kompleksini
uyarir. Birka¢ calisma, aktive edilmis ERK'nin (pERK) birikmesinin genomik
instabiliteye yol agabilecegini ve tiimor olusumunu tesvik edebilecegini ortaya
koymustur. ERK ayrica tiimdr baskilayict yollarin uyarilmasinda da rol oynar (Ko vd.,

2010) .

P38 MAPK, hiicresel strese, inflamasyona, hiicre dongiisii arrestine ve apoptoza yanit
veren bir baska Onemli sinyal molekiiliidir. Bu c¢alismada, Emodin'in 10 pM
konsantrasyonda 48 saatlik uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde P38 protein ekspresyon
seviyelerini kontrol grubuna kiyasla artirdigi tespit edilmistir (Sekil 4-14 b). MCF-7
hiicrelerinde pP38 (aktif formu) ekspresyon seviyelerinde belirgin bir artisa neden oldugu
tespit edilmistir. P38'in kanser hiicrelerinde hem pro-apoptotik hem de pro-invaziv/pro-
metastatik roller iistlenebildigi literatiirde gosterilmistir (Wagner & Nebreda, 2009).
Emodin'in P38 total protein seviyesini artirmasi, P38'in hiicre sagkalimini veya
proliferasyonunu destekleyen fonksiyonlarini baskilayarak antikanser etkisine katkida
bulunabilir. Buna karsin anti-miR-208a tek basina p38 ekspresyonunu belirgin sekilde
diisiirdii. Ilging olarak, kombinasyon (anti-miR-208a + Emodin) kosulunda p38 diizeyleri
tekrar yiiksek seviyelere ulasti. Bu sonug, Emodin’in p38 aracilifiyla stres yaniti ve
intrinsik apoptoz yolunu aktive edebilecegini; anti-miR-208a’nin ise NLK ekspresyonunu
artirarak p38 {izerindeki diizenleyici etkiyi dolayli bicimde modiile edebilecegini

diistindiirmektedir. Literatiirde p38’in, 6zellikle ER-pozitif meme kanseri hiicrelerinde
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apoptotik stireci kolaylastiran bir kinaz olarak islev gordiigii ve fosforilasyonunun Sub-
Gl artisi, DNA pargalanmasi ve mitokondriyal membran potansiyel kaybi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Assefa vd., 2000). Ayrica Emodin’in farkli kanser hiicrelerinde p38

aktivasyonunu artirarak hiicre 6liimiinii indiikledigi rapor edilmistir (Cui vd., 2016c¢).

MDA-MB-231 hiicrelerinde p38 ve fosforile p38 (p-p38) diizeylerinde, kontrol grubuna
kiyasla Emodin tedavisi belirgin bir azalma gdstermistir. Anti-miR-208a uygulamasi, p38
diizeylerinde kismi bir azalma saglarken, p-p38 diizeylerinde Emodin’e gére daha yiiksek,
ancak kontrole gore diisiik bir seviyede bulunmustur. p38 MAPK sinyal yolunun bir¢ok
calismada migrasyon ve invazyonu destekleyici bir rol oynadig: bildirildigi i¢in, bizim
sistemimizde de p38 diizeyindeki azalmalar migrasyon/invazyonu baskilayabilir (Koul
vd., 2013). Ancak bu etkinin kesinligi hiicre hatti, sinyal ag1 ve diger paralel yolaklarin
durumuna baghdir, dolayisiyla Emodin’in bu yoldaki baskilayici etkisi anti-timor
mekanizmalardan biri olabilir. P38 {izerinden sinyalleme, ATF-2 ve MAPKAPK-2 gibi
mediatorler araciligiyla proliferatif yollar1 aktive etmeye devam eder ve hiicre dongiisii
ilerlemesini ve hiicre proliferasyonunu uyarir (L. Chen vd., 2009) . Dolayisiyla, Emodin'in
p38 sinyal yolunu inhibe etmesi, kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleyerek potansiyel

bir antikanser mekanizma olarak degerlendirilmektedir.

Emodin'in 10 uM konsantrasyonda 48 saatlik uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde ve/veya
anti-miR-208a uygulamalarinda JNK ve fosforile JNK (pJNK) diizeylerinde anlaml
degisiklik gozlenmemistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde Emodin (20 uM) ve anti-miR-
208a uygulamalar1 JNK ve pJNK ekspresyonlarini kontrol grubuna gore anlamh sekilde
diistirmistiir (p<0.01). Literatiirde JNK aktivitesinin go¢ ve invazyonu destekledigi; JNK
inhibitorlerinin bu 6zellikleri baskilayabildigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Jemaa vd.,
2018). Bu bulgular, Emodin'in meme kanseri tedavisinde, 6zellikle MAPK sinyal yolagin
hedef alarak, etkili bir terapotik strateji olarak degerlendirilmesi i¢in saglam molekiiler

temel saglamaktadir.

Ostrojen Reseptorii Alfa (ERa), meme kanserinin dnemli bir alt tipi olan ER pozitif meme
kanserinde kilit bir hedef proteindir ve hiicre biiyiimesi ile sagkaliminda merkezi bir rol
oynar. Caligmamizda, 48 saatlik 10 pM Emodin uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde ERa

protein ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kiyasla azalttigi gézlemlenmistir (Sekil
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4-16) . Bu bulgu, Emodin'in ER pozitif meme kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etkisini
kismen ERa ekspresyonunu modiile ederek gosterebilecegini diisiindiirmektedir. ERa
seviyesindeki bu diisiis, dstrojen bagimli biiyiime sinyallerinin zayiflamasina yol agarak
hiicre proliferasyonunu baskilayabilir. MCF-7 hiicreleri ER-pozitif meme kanseri hiicre
hatlaridir, yani Ostrojen reseptorii alfa (ERa) ifade ederler. Bu tip tiimorler tipik olarak
ERa sinyallemesini bloke eden tamoksifen veya aktif metaboliti endoksifen gibi anti-
Ostrojen tedavileriyle tedavi edilir. Emodin, ERa iizerinde negatif etki gdsterir ve bu da

ER" meme kanseri i¢in etkili bir tedavi oldugunu gésterir (Y. G. Kim vd., 2019).

MCF-7 Hiicrelerinde, Kontrol grubunda yiiksek seviyede olan niikleer c-MYC, 10 uM
Emodin uygulamasi sonrasi belirgin sekilde azalmistir. AntimiR-208a tek basina da c-
MY C diizeyini diisiirmiistiir. Kombinasyon (Emodin + antimiR-208a) kosulunda en diisiik
c-MYC seviyesi gozlenmistir. Bu bulgu, Emodin’in ve miR-208a inhibisyonunun c-MYC
ekspresyonunu baskiladigim1  ve bu etkinin eklemeli (additive) olabilecegini
gostermektedir. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Farkli Yanit, kontrol gruplarinda ¢-MYC
yiiksek seviyededir. Emodin uygulamasi, c-MYC diizeyini 6nemli Ol¢lide azaltmustir.
AntimiR-208a tek basina, c-MYC seviyesini diisiirmiistiir. Kombinasyon kosulunda c-
MYC diizeyi yine diismiis ancak emodinin tek basina etkisinden daha diisiiktiir. Elde
edilen veriler, Emodin ve NLK, hem MCF-7 (ER") hem de MDA-MB-231 (TNBC) meme
kanseri hiicrelerinde niikleer c-MYC protein ifadesini etkiledigi gosterilmistir. c-MYC,
timor gelisiminde kritik rol oynayan bir proto-onkogendir ve bir¢cok sinyal yolakla
iliskilidir (Y. Dong vd., 2020). Literatiirde NLK'nin, MCF-7 hiicrelerinde c-Myb'yi
degrade ederek ve c-MYC azaltarak proliferasyonu baskiladigi ve apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Y. Huang vd., 2013Db).

Bu tez calismasi, dogal bir bilesik olan Emodin’in, hem ERa-pozitif MCF-7 hem de ti¢li
negatif MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde giiglii antikanser etkiler gosterdigini
ortaya koymustur. Emodin, hiicre canliligini1 azaltmis, proliferasyonu baskilamis, koloni
olusumunu ve 3D sferoid gelisimini sinirlamis, ayrica hiicre dongiisiinde duraklama ve
apoptoz artist ile i¢sel apoptotik yolaklari aktive etmistir. Molekiiler analizler, Emodin’in
MAPK sinyal yolaklarini alt tip-spesifik sekilde diizenledigini gostermistir: MCF-7"de
ERK1/2 ve JNK azalirken p38 artmis, MDA-MB-231’de ise ERK1/2, p38 ve JNK

84



baskilanmistir. Bu degisimler, niikleer ¢c-MYC diizeylerindeki azalma ile uyumlu
bulunmustur. Ayrica Emodin, her iki hiicre hattinda da NLK ekspresyonunu artirmis, anti-
miR-208a ile kombine edildiginde bu etki giiclenmis ve miR-208a’nin NLK iizerinde

baskilayici rolii dogrulanmastir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular Emodin’in, MAPK yeniden programlamasi ve NLK
aracili sinyal diizenlemesi yoluyla c-MYC ve ERa gibi onkogenik hedefleri baskiladigin,
bdylece meme kanseri tedavisinde, 6zellikle kombinasyon stratejilerinde potansiyel bir

terapOtik ajan olabilecegini gostermektedir.
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Bio-Rad Voltaj 164-5050 Bio-Rad PowerPac™ Basic
Proteinlerin Ayrigtirilmasi Cihazi 165-8004 Bio-Rad Mini-PROTEAN®
Tetra Cell
Santrifiij NF 200 Niive
Mini Santrifiij Cihazi CR-1512 CAPP
Hemositometre Neubauer Assistent-Germany
Laminar Flow HERASAFE KS Thermo Scientific
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF
Optik Mikroskop TH4-200 Olympus
Mikroplaka Reader iMark Bio-Rad
Kemiliiminesans Goriintiileme ChemiDoc 1708280 Bio-Rad
Cihazi
S1v1 Azot Tanki Arpege 40 Air Liquid
PVDF Membran 0,45 pum 10600023 GE Healthcare
Akis sitometrisi cihazi 660517 BD Accuri C6 Flow Cytometer
Otoklav GR60SA ALWAY
Tablo 7-2 Calisma Siiresince Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Materyaller
URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
MCEF-7 HTB-22 ATCC
MDA-MB-231 HTB-26 ATCC
96 Kuyucuklu Hiicre plate 92096 TPP
Kriyoviyal 607001 NEST
DMEM 41966-029 gibco
DMEM/yiiksek glukoz SH30243.01 HyClone
FBS Fetal Sigir Serumu FBS-HI-11A Capricorn Scientific
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FBS Fetal Sigir Serumu 10270-106 gibco
Penisilin/Streptomisin P06-07100 PAN Biotech
Emodin BD6309 BLD PHARMATECH GmbH
0.25% Trypsin-EDTA 1X SH40003.01 HyClone
Hiicre Biiyiitme Kaplar1 25 cm? 90026 TPP
Hiicre Biiyiitme Kaplari 60 mm 93060 TPP
15°lik Santrifiij Tiipleri 5100015 CAPP
50’lik Santrifiij Tiipleri 430828 CORNING
Tablo 7-3 Calismada Kullanilan Kimyasallarin Listesi
URUN ADI URUN KODU FIRMANIN ADI
Trypsin 0.25% 1X SH40003.01 HyClone
Yagsiz Siit Tozu SK1400.1 Bio-Shop
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
DIMETHYL SULFOXIDE DMS555.1 Bio-Shop
Transfeksyon Reaktif T0083 Canfast
Etanol TK.200650 Teksoll
iScript cDNA Sentez Kit 1708891 BioRad
Rnase A, Dnase, Protease free ENO0531 Thermo scientific
Izopropanol 1096342500 MERCK
miRNeasy-Mini Kit 175024182 Qiagen
miScript [I-RT Kit 218161 Qiagen
miScript SYBR Green PCR Kit 218073 Qiagen
GOTaq MasterMix A600A Promega
Kloroform 1024452500 MERCK
Ekstraksiyon Reaktifi NE-PER 78835 Thermo scientific
Akrilamid/Bis- Akrilamid (%30 ¢ozelti, A0011 BIOBASIC
37.5:1)
Ammonium Persulfate A2941 AppliChem
Asetik Asit(AA) 901.013 ISOLAB
Coomassie Brilliant Blue 1610436 Bio Rad
Glisin 800-045-LG MULTICELL
Hidrojen-Peroksit %35 1086001000 MERCK
Metanol 34860 Honeywell
MTT reagent BD18787 BLD pharm
Luminol A2185 Appli Chem
Ekstraksiyon Reaktifi M-PER 78505 Thermo Fisher Scientific
Kumarik Asit C9008-1G Sigma-Aldrich
Ponceau S Soliisyonu A2935 Applichem
Proteaz Inhibitor Tablet A32955 Thermo Fisher Scientific
Protein Marker PageRuler Plus Thermo Scientific
Western blot Prestained Protein
Ladder 26619
Sodyum Dodesil Siilfat A600188 Sangon Biotech
TEMED (Tetrametiletilendiamin) 8027ML100 BIO-FROXX
Tris-HCL 648317 CALBIOCHEM
Tween 20 A600560-0500 Sangon Biotech
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Tablo 7-4 Kullanilan Antikorlar ve miRNA Molekiilleri listesi

Antikor Ad1 Katalog Numarasi Firma Adi
Inhibitor HSA-MIR-208A-5P Y104106432-ADA QIAGEN
IgG Anti-rabbit HRP-konjuge 7074P2 CST

IgG Anti-mouse HRP- konjuge 7076P2 CST
B- Aktin 664804 Bio Legend

- Tubulin 2128T CST

GAPDH 5346 CST

ERa 8644 CST

ERK1/2 9102 CST

pERK1/2 9101 CST

P38a/SAPK?2a 9218 BD Biosciences

pP38 9211 CST
NLK 94350 CST
INK 9252 CST
pINK 9251 CST
c-MYC 9402 CST
Tablo 7-5 Kullanilan Primer Dizileri
Primer adi Hedeflenen insan miRNA dizisi

hsa-miR-208a-5p (Qiagen, Kat. No:

hsa-miR-208a:

MS00045829) AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU

Universal primer 5'-GCATAGACCTGAATGGCGGTA-3
RNUG6 Housekeeping 20230927/2 Forward: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
gene YP02119464 Reverse :5-AACGCTTCACGAATTTG-3'

(Reference gene)

Tablo 7-6 %12'lik Alt Jel hazirlama (Seperating Gel)
Malzeme Hacim (1 Jel)

Distile Su 1.7 mL

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 1.25 mL
%10 SDS 0.05 mL (50 uL)

%30 Acrylamide/Bis (%0.8 w/v) 2.0 mL
%10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) 0.025 mL (25 pL)
TEMED 0.005 mL (5 uL)

Tablo 7-7 % 4'liik Ust Jel hazirlama (Stacking Gel)

Malzeme Hacim (1 Jel)
Distile Su 1.5375 mL
Tris-HCL 0.5M, pH 6.8 0.625 mL
%10 SDS 0.025 mL (25 puL)
Acrylamid/bisacry (%30, %0.8 w/v) 0.335 mL
%10 (w/v) Ammonium Persulphate (APS) 0.0125 mL (12.5 uL)
TEMED 0.25 (2.5ul)

105




Tablo 7-8 Kullanilan Cozeltiler

Hiicre Besiyeri

500 mL DMEM bazl besiyeri hazirlanirken, icerisine %10 fetal bovin serumu
(FBS) ve %1 penisilin/streptomisin eklenmistir. Karisim, sterilizasyon amaciyla
0,22 um por ¢apli filtre yardimiyla siiziilmiis ve kullanima hazir hale getirilmistir.
Hazirlanan besiyeri, 50 mL santrifiij tiiplerinde boliinerek +4 °C’de saklanmigtir

Hiicre Dondurma | 9 mL fetal bovin serumu (FBS) ve 1 mL dimetil siilfoksit (DMSO) karistirilarak
Medyasit (Freezing | hazirlanmis, ardindan 0,22 pm por ¢apl filtre kullanilarak siiziilmistiir. Elde
Media) edilen medya, kullanilincaya kadar —20 °C’de saklanmigtir

MTT Reaktifi 0,05 g MTT tartilarak 10 mL 1X PBS igerisinde ¢ozlindiiriilmiis, hazirlanan

¢ozelti 0,22 um filtre ile siiziilerek sterilize edilmis ve -20°C’de depolanmigtir

Trypan Blue | %0,4 (w/v) tripan mavisi ¢dzeltisi, 0,4 g tripan mavisi tartilarak 100 mL 1X PBS
Cozeltisi icerisinde ¢oziilerek hazirlanmig ve oda sicakliginda saklanmistir

Bradford Reaktifi 100 mg Coomassie Brilliant Blue (G-250), 50 mL %95 etanol ve 100 mL %85

fosforik asit eklenerek 1 L distile su i¢erisinde ¢dziilmiis, 0,22 pum filtre ile siiziiliip
aliminyum folyo ile kaplanarak +4 °C’de saklanmistir

BSA (1,5 pg/mL, 10
mL)

0,015 g BSA, 10 mL distile su igerisinde ¢oziiliip 0,22 um filtre ile siiziilmiis,
alikotlanarak +4 °C’de depolanmistir

Ponceau S (500 mL) | 25 mL glasiyal asetik asit ve 400 mL distile su karistirilmis, tizerine 0,5 g Ponceau
S tetrasodyum tuzu eklenip ¢dziilene kadar karistirilmis, ardindan son hacim 500
mL’ye tamamlanmigtir

%70 Etanol | 500 mL’lik ¢dzelti hazirlanirken, 350 mL saf etanol iizerine 150 mL distile su

Cozeltisi eklenerek kullanima hazir hale getirilmistir

Luminol Cozeltisi

0,44 g Luminol, 10 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmis, 151k hassasiyetinden korunmasi i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak
—20 °C’de saklanmistir

Mild Strip

1 L’lik tampon igin, 15 g glisin, 1 g SDS ve 10 mL Tween-20, 800 mL distile su
igerisinde manyetik karigtirict kullanilarak ¢6ziilmiis, pH 2,2 olacak sekilde
ayarlanmistir. Son olarak, distile su ile hacim 1000 mL’ye tamamlanarak hazir
hale getirilmistir

Amonyum Persiilfat
(%10)

1 g tartilan APS 10 ml distile su ile ¢6zdiriiliir. Hazirlanan ¢6zelti -20°C’de
saklanmigtir

%>5 Bloklama Sttt

50 mL’lik bloklama ¢ozeltisi i¢in 2,5 g yagsiz siit tozu, TBS-T (TBS + Tween-
20) ¢ozeltisi ile tamamlanarak hazirlanmis ve manyetik karistirici yardimiyla
tamamen ¢oziillmiistiir

Kemiliiminesans
Membran
Goriintiileme (ECL)

Goriintiileme amactyla A ve B olmak iizere iki ayr1 ¢ozelti hazirlanmigtir. A
¢ozeltisi, 9 mL distile su, 1 mL 1 M Tris-HCI (pH 8,5), 80 pL kumarik asit ve 200
pL Iuminol eklenerek olusturulmustur. B ¢ozeltisi ise 9 mL distile su, 1 mL 1 M
Tris-HCI (pH 8,5) ve 10 pL hidrojen peroksit eklenerek hazirlanmistir

Koomassie Brilliant
Blue Cozeltisi

10g Koomassie Brilliant Blue G-250 tartilmis, ardindan 225 mL etanol, 50 mL
asetik asit ve 225 mL distile su i¢inde tamamen ¢6ziilerek kullanima hazir hale
getirilmistir

Kristal Viyole | 0,25 g kristal viyole, 12,5 mL %25’lik metanol igerisine eklenmis ve distile su
Cozeltisi ilavesiyle son hacim 50 mL’ye tamamlanmistir

Kumarik Asit | 0,15 g kumarik asit, 10 mL etanol igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve +4 °C’de
Cozeltisi saklanmistir

Laemmli (5X) | 10 mL i¢in; 2mL Tris-Cl ¢ozeltisi (1,5 M, pH 6,8) , 0,5 mL %1 bromofenol mavisi,

Yikleme Tamponu

SmL gliserol, 2,5 mL p-merkaptoetanol ve 1,0 g SDS igerecek sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan tampon +4 °C’de saklanmigtir

Memeli Hiicre Lizis
Tamponu (CLB)

10 mL M-PER™ memeli protein ekstraksiyon ¢ozeltisine, 1X seyreltilmis proteaz
inhibitér kokteyli eklenerek hazirlanan hiicre lizis tamponu +4 °C’de muhafaza
edilmigtir

p-CLB hazirlig:

10 mL M-PER™ Memeli Protein Ekstraksiyon Soliisyonu igerisine bir tablet
Roche PhosSTOP fosfataz inhibitdr kokteyli ve bir tablet Roche proteaz inhibitor
(PI) kokteyli eklenmistir. Cozelti, her biri 1 mL olacak sekilde Eppendorf
tiiplerine alikotlanmig p-CLB 6rnekleri +4 °C’de saklanmistir
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10X TBS ¢ozeltisi

5,6 g Tris-baz, 88 g NaCl ve 24 g Tris-HCI yaklasik 900 ml distile su iginde
manyetik karistirict yardimiyla ¢oziiliir. pH degeri 5 M HCl ve 5 M NaOH
kullanilarak 7,6'ya ayarlanir ve son hacim 1000 ml’ye tamamlanarak stok ¢ozelti
hazirlanir. Elde edilen 10X TBS, deneylerde kullanilmak iizere distile su ile
seyreltilerek 1X TBS cozeltisine doniistiiriiliir

1X TBS-T ¢ozeltisi

10X stoktan seyreltilmis 1X TBS iizerine Tween-20 ilave edilerek hazirlanir

Transfer tamponu
(10X)

1 L stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 30,3 g Tris-baz ve 144 g Glisin tartilir, 800 ml
distile su igerisinde manyetik karistirici ile ¢oziiliir. pH degeri 8,0-9,0 araligina
ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanir. 1X transfer tamponu
hazirlanirken, 100 ml 10X stok iizerine 700 ml distile su ve 200 ml metanol
eklenerek 1 L’ye tamamlanir

Yiiriitme tamponu
(10X)

1 L stok ¢ozeltisi i¢in 30,3 g Tris-baz, 144 g Glisin ve 10 g SDS tartilarak 800 ml
distile su igerisinde ¢oziiliir. pH degeri 8,0-9,0 araligina ayarlandiktan sonra son
hacim 1000 ml’ye tamamlanir. Kullanim sirasinda stok ¢ozelti distile su ile 1X
yiirlitme tamponuna seyreltilir

%10 SDS ¢ozeltisi

1 g SDS tartilarak 10 ml distile su icerisinde tamamen ¢dziilerek hazirlanmigtir
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