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OZET

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Menopoz yasi, obezite, tip 2 diyabet, kisisel kanser dykiisii, ailesel
kanser Oykiisii, BRCA1-2 mutasyonlar1 gibi risk faktorleri ile sigara ve alkol kullanimi
gibi ¢evresel faktorler meme kanseri gelisiminde rol oynamaktadir. 2018 Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) verilerine gore her alt1 6liimden birinin nedeni kanser olup, meme kanseri
kadinlarda ilk sirada yer almaktadir.

Metformin, tip 2 diyabetli hastalarda birinci basamak tedavi olarak uygulanan biguanid
smifi bir antidiyabetik ilactir. Metformin insiilin metabolizmasini diizenledigi gibi kilo
kontroliinii de saglar ve ayrica insiilin direnci tedavisinde kullanilir. Calismalar,
metforminin ¢esitli kanser tiirlerinde timoérijenezi baskilayici ve antiproliferatif etkilere
sahip oldugunu gostermistir.

Kanser hiicrelerinde sinyal iletimi, serin/tirozin kinaz gibi sitoplazmik kinazlarin reseptor
tirozin kinazlariin (RTK) aktivasyonu yoluyla gergeklesir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu,
hiicre biiylimesi, otofaji, apoptoz ve lipid metabolizmasi gibi énemli hiicresel olaylarda
yer alir. Otofajinin pozitif diizenleyicisi olan AMPK, Akt/mTOR yolunu baskilar ve
otofajiyi indiikler.

Hippo sinyal yolu, hiicre ¢ogalmasini ve apoptozu diizenler, organ boyutunu diizenler ve
doku stabilitesini korur. Hippo sinyal yolundaki bozukluklar, meme kanseri hiicrelerini
metastaz yapmaya tesvik eder.

Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinin amaci, metformin tedavisinin
meme kanseri hiicrelerinde ila¢ uygulama dozlarina bagl olarak apoptoz ve otofaji
tizerine Hippo sinyal yolu aktivitesi tizerindeki etkilerini ortaya koymaktir. Hiicre canlilik
testi, florasan boyama, immiinoblotlama deneyleri gergeklestirilerek, metformin
tedavisinin hippo sinyal yolu aktivitesini arttirarak apoptoz ve otofojinin indiiklenmesini

sagladig1 gosterilmistir.
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ABSTRACT

Breast cancer ranks first among the most common cancer types in women in the world
and in our country. Risk factors such as menopausal age, obesity, type 2 diabetes, personal
cancer history, familial cancer history, BRCA1-2 mutations and environmental factors
such as smoking and alcohol use are involved in the development of breast cancer.
According to 2018 World Health Organization (WHO) data, one out of every six deaths

is caused by cancer and breast cancer ranks first in women.

Metformin is a biguanide-class antidiabetic drug administered as first-line therapy in
patients with type 2 diabetes. Metformin regulates insulin metabolism as well as provides
weight control and is also used in the treatment of insulin resistance. Studies have shown
that metformin has tumorigenesis suppressive and antiproliferative effects in various

cancer types.

Signal transduction in cancer cells occurs through the activation of receptor tyrosine
kinases (RTK) of cytoplasmic kinases such as serine/tyrosine kinase. The
PI3K/Akt/mTOR signaling pathway is involved in important cellular events such as cell
growth, autophagy, apoptosis and lipid metabolism. AMPK/mTOR signal induces
apoptosis by increasing the expression of caspase-3, which provides DNA fragmentation

in apoptosis.

The Hippo signaling pathway regulates cell proliferation and apoptosis, regulating organ
size and maintaining tissue stability. Disturbances in the hippo signaling pathway

encourage breast cancer cells to metastasize.

In line with the information in the literature, the aim of this thesis study is to reveal the
effects of metformin treatment on Hippo signaling pathway activity on apoptosis and
autophagy, depending on drug administration doses in breast cancer cells. Cell viability
test, fluorescent staining, and immunoblotting experiments were performed and it was
shown that metformin treatment increased the activity of the hippo signaling pathway,
resulting in the induction of apoptosis and autophagy.

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirlerinde birinci
sirada yer almaktadir. Meme dokusunun herhangi bir yerinden kaynaklanabilir ancak en
stk goriilen tiiri meme kanallarindan kaynaklanan “duktal” kanserdir. Meme kanseri
gelisiminde menopoz yasi, obezite, tip 2 diyabet, kisisel kanser Oykiisii, ailesel kanser
oykiisti, BRCA 1-2 mutasyonlari gibi risk faktorleri ve sigara, alkol kullanimi gibi gevresel
faktdrler yer almaktadir. 2018 Diinya Saghk Orgiitii (WHO) verilerine gore her alt1
6limden biri kanser kaynaklidir ve kadinlarda meme kanseri ilk sirada yer almaktadir [1].
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin (IARC) aragtirmalarina gore 2020 yilinda 2.26
milyon kadinda goriilen meme kanserinin 20 yil sonra 3.19 milyon kadinda goriilecegi
ongoriilmektedir [2]. 2020 IARC verilerine gore Tiirkiye’de 24.175 kadina meme kanseri
teshisi konulmus ve 7.161 kadinda meme kanseri kaynakli 6liim meydana gelmistir [3].
Kadinlar arasinda sik goriilen ve goriilme sikligi artan kanser tiirii olan meme kanseri

tedavisi i¢in yeni terapotik ajanlar gelistirilmesi gerekmektedir.

Metformin tip 2 diyabet hastalarinda birinci basamak tedavi olarak uygulanan biguanid
siifi bir antidiyabetik ilactir. Metforminin birincil etkisi karacigerde glikoz liretimini
inhibe etmektir, fakat ayn1 zamanda periferik dokularin insiilin duyarliligini da arttirir [4].
Metformin insiilin metabolizmasiin diizenlenmenin yani sira kilo kontrolii saglar ve
insiilin direnci tedavisinde de kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Metforminin ¢esitli
kanser tiirlerinde tiimorogenezi baskilayict ve antiproliferatif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Antikanser etkisini AMPK’ya bagimli veya AMPK’dan bagimsiz yollarla
gostermektedir [5].

Kanser hiicrelerinde sinyal iletimi serin/tirozin kinaz gibi sitoplazmik kinazlarin reseptor
tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonuyla gerceklesir. Tiimor olusum asamasinda kontrol
edilemeyen ve siirekli devam eden RTK aktivitesi gozlemlenmektedir. PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolu hiicre biiylimesi, otofaji, apoptoz ve lipid metabolizmasi gibi 6nemli hiicresel
olaylarda gorev almaktadir. Uygulanan ¢esitli ilaglar kullanilarak PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolunun dogrudan baskilayarak ya da AMPK’ya bagimli olarak inhibisyonu saglanarak
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antitimorojenik aktivite Saglanir. Otofajinin pozitif bir diizenleyicisi olan AMPK
Akt/mTOR yolunu baskilayarak otofajinin indiiklenmesini saglar [6]. AMPK/mTOR
sinyali otofajinin yani sira apoptozda DNA fragmantasyonu saglayan kaspaz-3

ekspresyonunda artisa neden olarak apoptoz indiiklenmesini saglar [7].

Hippo sinyal yolu, hiicre ¢ogalmasini ve apoptozu yoneterek organ boyutunu diizenler ve
doku stabilitesini korur. Hippo sinyal yolunda meydana gelen bozukluklar meme kanseri
hiicrelerini metastaza tesvik etmektedir. Y AP eksikliginin, genetik olarak tasarlanmis bir
fare meme kanseri modelinde akciger metastazi insidansini azalttigi gozlemlenmistir [8].
Yapilan bir calismada, metforminin YAP aktivitesini diizenleyerek glioma hiicrelerinin

kok yapisini ve epitelyal-mezenkimal gegisi inhibe ettigi gosterilmistir [9].

Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda bu tez c¢alismasinin amaci, meme kanseri
hiicrelerinde metformin ile tedavinin Hippo sinyal yolu aktivitesinin ilag uygulama
dozlarina bagl olarak apoptoz ve otofaji lizerindeki etkilerinin gdsterilmesidir. Ayrica
elde edilen verilen meme kanseri tedavisi igin gergeklestirilen faz ¢alismalarinda oncii

veri olarak kullanilmasi amaglanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 KANSER

Kanser, viicudun herhangi organ ya da dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmas1 ve
bliylimesi sonucu ortaya ¢ikar. Saglikli viicut hiicrelerinde olagan olan hiicre 6liimii kanser
hiicrelerinde goriilmez, Kanser hiicresi siirekli ¢ogalmaya devam edebilir. Normalde
bagisiklik sistemi anormal hiicreleri yakalar ve yok eder, ancak kanser hiicreleri bagisiklik
sisteminden kagabilirler. Kisaca kanser, biiyiimeyi durdurma yetenegini kaybetmis
hiicrelerin anormal biiylimesi olarak tanimlamaktadir. Ayrica olustugu doku ya da
organdan bagimsiz yasamlarin siirdiirebilen kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara ve uzak
organlara yayilabilme yetenegi olarak adlandirilan metastazdan dolay1 ¢evre doku ve
organlarda da kontrolsiiz hiicre biiyiimeleri gerceklesir [10].

Kanser {izerinde yapilan ¢alismalar sonucu tiimor baskilayici gen, protoonkogenlerde
meydana gelen mutasyonlarin kanser olusumunda etkili oldugu gdsterilmistir. Timor
baskilayict genler apoptozun indiiklenmesinde, DNA hasarinin onariminda, hiicre
boliinmesinin baskilanmasinda ve metastazin 6nlenmesinde gorevli gen gruplardir.
Tiimdr baskilayici genlerdeki fonksiyon kaybi tiimor olusumu ve ilerlemesine neden
olmaktadir [11]. Protoonkogenler mutasyon ve gen ekspresyonundaki artis ile
onkogenlere doniisebilen genlerdi. Kontrolsiiz bir sekilde protein kodlayan onkogenler
kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir [12]. Tiumor baskilayict genler ve
protoonkogenlerde meydana gelen nokta mutasyonlari, delesyonlar ve epigenetik
susturmalar fonksiyon kaybina neden olarak kanser gelisiminde rol oynar.

Genlerde meydana gelen mutasyonlarin yani sira sigara ve alkol kullanimi, obezite, tip 2
diyabet, hava kirliligi gibi ¢evresel faktorler, iyonize radyasyon, insan papiloma viriisii
(HPV) ve Epstein-Barr virlis (EBV) gibi viral etkenler kanser olusumuna neden
olmaktadir [13].



2.1.1 Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en . sik goriilen kanser tiirlidiir ve molekiiler seviyede heterojen
bir hastaliktir. Meme kanseri, siit iiretim bezlerinde (lobiiler) veya meme uglarina siit
veren kanallarda (duktal) kontrolsiiz hiicre biiyiimesiyle karakterizedir [14]. Meme
karsinogenezini yonlendiren bircok molekiiler degisiklik mevcuttur ve tiimorler bu
molekiiler degisikliklere gore siiflandirilmistir; Luminal A, Luminal B, bazal benzeri
(TNBC) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) pozitif meme kanseridir.
Luminal A tipi meme kanseri dstrojen reseptorii (ER) ve/veya progesteron reseptorii (PR)
pozitif, Luminal B ER ve/veya PR pozitif, HER2 pozitif veya negatif ve proliferasyonu
yiiksek olan bir meme kanseri alt tliridiir. Luminal A ve Luminal B 6strojen reseptor (ER)
ve progesteron reseptor (PR) pozitiftir, ancak Luminal B Luminal A’ya gore daha agresif
ve metatastatik karakter sergiler [15]. HER2 pozitif meme kanseri, ER ve PR ekpresyonu
olmayan, HER2 ekspresyonu ve proliferasyon gen kiimeleri yiiksek olan, liiminal ve bazal
kiimelerin ekspresyonu diisiik olan bir meme kanseri alt tiirtidiir. TNBC, ER, PR ve HER2
negatif olan bir meme kanseri alt tiiriidiir. Meme kanseri hastalarinin %20’s1 bu alt tiire

ait meme kanseri vakasidir

2.1.1.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadinlarda %11.6 oraniyla diinyada en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve
kadinlarda kanserden 6liim siralamasinda ilk sirada yer almaktadir [1]. Yapilan Global
surveillance of trends in cancer survival 2000-14 (CONCORD-3) analizinde 71 tilkede 18
kanser tiirlinde kanser sagkalim egilimleri incelenmistir. CONCORD-3 ¢alismasinda 66
ilkede 6.422.553 kadin i¢in sonuglar incelenmis ve 25 iilkede (gelismis iilkeler) sagkalim
%85 olarak belirlenmistir [16]. 2018 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore,
Tiirkiye’de meme kanseri %24.4 oranla diger kanser tiirleri arasinda yiiksek bir insidansa
sahiptir [17]. 2018 GLOBOCAN verilerine gére, meme kanserinden kaynakli 6liim orani
tiim kanser tiirleri arasinda yaklasik 800 000 kisi ile besinci sirada yer alirken kadinlar

arasinda meme kanseri kaynakli 6liim birinci sirada yer almaktadir (Sekil 1) [18].
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Sekil 1. Diinya genelinde her iki cinsiyette ve her yasta kanser vakasi ve kanser kaynakli
oliim sayis1 [1]

2.1.1.2 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri olusumuna ¢esitli faktorlerin neden oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir.
Meme kanseri diinyanin her yerinde goriilen bir hastalik olmasina ragmen insidansi ve
olim orani farklilik gostermektedir. Bunun nedeni, yas, genetik yatkinlik, yasam tarzi,
cevresel faktorler gibi ¢esitli risk faktorlerinin olmasidir. Meme Kanseri en ¢cok menopoz
donemindeki kadinlarda goriilmekte ve 45 yasin altindaki kadinlarda 45 yasin tizerindeki
kadinlara oranla daha az rastlanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilen verilere
gore, ER (+) neoplazmalar, ER (-) neoplazmlarin aksine yasla artan bir siklik
gostermektedir [23]. Genetik risk faktorleri incelendiginde ise genetik mutasyonlara bagl
meme kanseri olusumunda; Meme kanseri Al geni (BRCA1) ve Meme kanseri A2 geni
(BRCAZ2), fosfotaz ve tensin homolg (PTEN), kontrol noktasi kinaz-2 (CHEK?2), timor
baskilayict gen p53, serin / treonin kinaz 11 (STK11) ve kadherin 1 (CDH1) mutasyonlari
meme kanserine neden olan genetik risk faktorleridir [19]. Son yillarda yaygin olarak
goriilen obezite de meme kanseri risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Obezitenin
postmenopozel donemde hormon reseptdrii pozitif meme kanseri gelisimi i¢in bir risk
faktorii oldugu gosterilmistir [20]. Obezite meme kanseri kaynakli 6liim oraninin artigsina
ve kemotoropatik ilaglarin etkinliliginin azalmasina neden olmaktadir. Tip 2 diyabet

mellitus meme kanseri riskinin artigina neden olmaktadir. De Brujin ve arkadaglarinin



gerceklestirdigi meta-analizde, diyabetli kadinlarin meme kanseri riskinin, diyabetli
olmayanlara gore %23 daha fazla oldugu gosterilmistir [21]. Diyabet mellitus, tedavi

rejimlerini ve prognozu olumsuz etkilemektedir.

2.1.1.3 Meme Kanseri Molekiiler Mekanizmasi

Kanser hiicrelerinde c¢esitli sistemlerde gerceklesen bozulmalar, biiyiime sinyallerindeki
bozulmalar, apoptoza direng, invazyon ve metastaz gibi malignan fenotipin ortaya
cikmasina neden olur. Bu sistemler; mitojenik sinyaller i¢in sinyal iletim yollarini, hiicre
dongiisii kontrol sistemlerini ve DNA onarim sistemlerini igerir. Transmembran protein
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) bazi meme kanseri tiirlerinde biiylimeyi
uyarici etki gostermektedir [22]. EGFR, sagkalim, proliferasyon, apoptozun baskilanmasi
gibi hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen sinyal iletim yolaklarinda gorev almaktadir [23].
Meme kanseri hastalarinda EGFR’1n asir1 ekspresyonu gériilmektedir. Ozellikle invaziv
lobiiler karsinomu olan hastalarda bu ekspresyon artisi daha ¢ok gézlemlenmektedir [29].
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde goriilen mutasyonlarda meme kanseri olusumunu
etkileyen molekiiler belirteglerdir. Homolog rekombinasyon ile DNA hasarlarinin
onariminda gorevli olan bu genler metastaz ve meme kanserinin agresiflik derecesinin
belirlenmesinde kullanilan molekiiler belirteglerdir. BRCA1’in Ezrim, Moesin ve
Radiksin gibi metastazi kolaylastiran membran proteinlerinin diizenlenmesinde gérev
almaktadir [24]. p53 proteini kodlayan TP53 geninde ekzon 5-8’de ger¢eklesen tek
niikleotid eklenmesi meme kanserinde en ¢ok rastlanan mutasyondur [25]. Normal
kosullarda, hiicrede DNA hasar1 olusmasindan sonra apotozu veya hiicre dongiisiinii
durulmasini uyaran p53 proteini mutant formda apotozu baskiladigr i¢in tiimér hiicresi
birikmesine neden olmaktadir. Fosfotidilinositok 3.4.5-trifosfat 3-fosfataz (PTEN)
proliferasyan, hiicre biiylimesi ve migrasyon gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonu diizenleyen
tiimor baskilayici bir gendir. PTEN geninde gergeklesen mutasyon meme kanseri de dahil
birgok kanser tiiriinde goriilmektedir. PTEN proteini fosfotidilinositol 3-kinaz (PI13K) /
protein kinaz B (AKT) sinyal yolunun inhibisyonunu saglar [26]. PTEN geninin inaktive
olmasima neden olan mutasyonlar PI3K/AKT sinyal yolaginin asir1 aktivitesine neden

olarak kotii prognoz ve tedaviye direng ile iliskilendirilir [27]. Yeni tedavi yontemlerinin



belirlenmesinde ve yeni ilaglarin gelistirilmesinde meme kanserine neden olan molekiiler

mekanizmalar 6nemli bir yere sahiptir ve yapilacak aragtirmalara katki saglamaktadir.

2.1.1.4 Meme Kanseri Tani ve Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavisi i¢in erken tani1 konmast ve uygun tedavi prosediiriine baglanmast
hastalarin normal yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in 6nemlidir. Meme kanseri i¢in uygun
tan1 yontemi mamografi olarak belirlenmistir. Diizenli olarak cektirilen mamografi ile
erken evrede meme kanseri tanist konulabilmektedir. 50-69 yas aras1 kadinlarda yillik ya
da iki yilda bir diizenli mamografi onerilirken kalitsal BRCA mutasyonu olan veya
olmayan kalitsal kanser Oykiisii olan kadinlara yillik manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) ve mamografi 6nerilmektedir [28]. Meme kanseri teshisi icin mamografi ile birlikte
klinik muayene ve patolojik incelemede gerektirmektedir. Meme kanseri teshisi
konulduktan sonra hastaligin meme icinde ya da viicutta bagka bolgelere yayilip
yayilmadigini belirlemek i¢in testler yapilir. Uygun tedavinin uygulanabilmesi i¢in kanser
evresinin belirlenmesi Onemlidir. Meme kanseri 0- IV arasinda A, B ve C olarak alt
gruplar olusturularak evrelendirilir ve hastaligin uygun tedavi yontemi bu evrelere gore
belirlenir. Bu evrelerden 0; olustugu yerde bulunan duktal karsinom (erken evre), 1A;
tiimor 2 cm veya daha kiiciiktiir ve koltukalt1 lenf bezlerine yayilmamustir, IB; koltukalti
lenf bezlerine mikro metastazlar gergeklestirmis, IIA; tiimor 2 cm veya daha kiigiiktiir
ancak koltukalti lenf bezlerine yayilmistir, IIB; tiimor 2-5 cm boyutlarindadir koltukalt:
lenf bezlerine yayilmis uzak bolgelere yayilmamustir, IIIA; timor 5 cm biiyiikliigindedir
4-9 koltukalt1 lenf bezine yayilmistir, uzak bolgelere metastaz gézlemlenmez, I11B; timdr
gogiis duvarina ya da cilde yayilmustir, IIIC; tiimor herhangi bir boyutta olabilir 10 veya
daha fazla koltukalt1 lenf bezine yayilmistir ya da kopriiciik kemigi altinda/listiine bulunan
lenf bezlerine yayilmistir, IV; timor herhangi bir boyutta olabilir ve uzak bolgelerdeki
lenf bezlerine veya organlara yayillmistir [14]. Klinik evre I veya evre II’den siiphenilen
ve metastatik karakteristik gostermeyen hastalar i¢in evreleri net olarak belirlemek igin
rutin laboratuvar kan tahlilleri ve gogiis radyografisi yeterlidir. Evre 11IB/C veya evre IV
meme kanserinden siliphelenildigi durumlarda gogiis, pelvis ve karin tomografisi (BT)
veya karin ve pelvis MRI, gogiis BT sinin yaninda kemik 6l¢limii veya sodyum floriir

PET/BT taramasi istenilmektedir [29]. F-FDG PET/CT, evre IlIB/C veya IV. evreyi
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degerlendirmek icin istege bagl olarak incelenmektedir [30]. ileri evre meme kanseri
tanist i¢in PET kullanimini degerlendiren 572 hasta ile gerceklestirilen 5 ¢alismanin meta-
analizi sonucunda PET i¢in 0.97°lik duyarlilik (%95 giiven araligi 0.93-0.99)
gosterilmistir [31].

Meme kanseri tedavisi i¢in kanserin evresine ve molekiiler mekanizmasina gore dort
tedavi segenegi bulunmaktadir. Bu tedavi yontemleri; cerrahi miidahale, kemoterapi,
radyoterapi ve hormonal tedavidir. Evreleme ve kansere neden molekiiler belirtecler

belirlendikten sonra uygun tedavi prosediirii uygulanmaktadir.

2.1.1.4.1. Cerrahi Miidahale

Meme kanseri tedavisinde cerrahi miidahale tek basina uygulanan bir yontem olmamakta,
evresi ve molekiller belirtecler goz Oniine alinarak diger yontemlerle birlikte
uygulanmaktadir. Cerrahi miidahale, lokal ve bdlgesel meme kanserinin birinci
yontemidir. Cerrahi miidahale; meme koruyucu yaklasimlar (lumpektomi) ve meme
koruyucu olmayan yaklagimlar (mastektomi) olarak ikiye ayrilmaktadir. Lumpektominin
temelini tel kilavuzlu yaklasim olusturmaktadir ve bu islem ameliyat sirasinda
gerceklestirilmektedir, radyoaktif tohum lokalizasyonu yontemi ise ameliyattan birkag
giin dnce ultrason veya mamografi esliginde memeye radyoaktif parcacik yerlestirilerek
gerceklestirilir [32]. Yapilan calismalarda, radyoaktif tohum lokalizasyonu ve tel
kilavuzlu yaklasim arasinda cerrahi sonuglar agisindan fark olmadigi, ancak radyoaktif
tohum lokalizasyonunun cerrahi kolaylik sagladigi gosterilmistir [33]. Meme koruyucu
cerrahi adjuvan radyoterapi gerektirmektedir [34]. Diger bir cerrahi yontem olan
mastektomi biiylik capli ve/veya memede yaygin dagilim gosteren meme kanseri
hastalarina ve lumpektominin uygun olmadigr durumlarda uygulanmaktadir. TUmor
boyutu 5 cm’den biiyiik ve %20’den fazla meme duvari niiksii goriilen hastalarda

mastektomiden sonra radyoterapi uygulanmaktadir [35].

2.1.1.4.2. Kemoterapi

Kemoterapi birgok meme kanseri hastasinda kullanilan temel tedavi ydntemidir.

Kemoterapi adjuvan veya neoadjuvan olarak uygulanir. Neoadjuvan tedavide
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kemoterapinin amaci, timorii ameliyat edilebilir boyuta getirmektir [36]. Adjuvan
uygulamada ise tedaviden sonra remisyondaki hastaya uygulanir ve bu yontemle niiks
sayist en aza indirilir ve hastaliksiz sag kalim orami arttirilir [37]. Metastatik meme
kanserinin ana tedavi yontemidir ve luminal B, Her2 pozitif ve TNBC gibi erken evre
meme kanseri tiirlerinin tedavisinde kullanilir [38]. Ayrica ii¢ veya daha fazla lenf nodu
niiksii bulunan luminal A meme kanseri vakalarinda tedavi yontemi olarak kemoterapi
kullanilir [30,39]. Antrasiklinler, anti-mikrotiibiiller (taksanlar), alkilleyici ajanlar
(siklofosfamid), antimetabolitler (kapesitabin, gemsitabin), platin bilesikleri (cisplatin),
Poli-ADP-Riboz Polimeraz inhibitorleri (PARPi) ve TDM’dir (transtuzumab). Meme
kanseri tedavisinde etkili bir ydontem olmasina ragmen, kemoterapinin yan etkileri olduk¢a
fazladir. Yan etkileri en aza indirmek i¢in diisiik doz uygulama ve yan etkiyi tedavi edici

ilag uygulama gibi yontemler uygulanmaktadir.

2.1.1.4.3. Hormonal Tedavi

Hormon tedavisi, viicudun hormon iiretmesini bloke ederek ya da hormonlarin meme
kanseri tizerindeki etkisini durdurarak hormona duyarli meme tiimérlerinin biiyiimesini
yavaslatir veya durdurur. Metastatik meme kanserini tedavi etmek icin ¢esitli hormon
terapileri uygulanmaktadir. Tamoksifen ve toremifen metastatik meme kanseri tedavisi
icin onaylanmis segici Ostrojen reseptér modiilatorleridir (SERM) [40]. Hormonal terapi
ER ve PR pozitif meme kanserinde adjuvan olarak gerceklestirilmektedir. Ostrojen
tiretimini bloke etmek amaciyla aromataz inhibitorleri (Al) ilaglar kullanilir, bu sekilde
dokularda 6strojen iiretimi igin kullanilan aramotazlar inhibe edilir. Neoadjuvant tedavi
olarak hormonal terapinin kullanimini degerlendirmek igin gergeklestirilen klinik
arastirma sonucunda; hormon tedavisinin postmenopozal kadinlarda meme tiimori
boyutunu azaltmada etkili oldugu gosterilmis fakat menopoz oncesi kadinlardaki etkisi
heniiz net degildir [41]. Endokrin terapiye direngli hastalarda endokrin terapiye ek olarak
hiicresel sinyal yolaklar1 inhibitorleri ya da hiicre siklusupd inhibitorleri eklenmektedir
[42]. Rapamisin memeli hedefi (mTOR) meme kanserinde diizensiz, hiicre biiyiimesini
aracilik eden PI3K/mTOR/Akt sinyal yolag: kinazidir. Yapilan BOLERO-2 calismasinda
Al olan eksemestana ile birlikte mTOR inhibitérii olan everalimus uygulamasi

prognozsuz sagkalim siiresinde artis oldugu gosterilmistir [43]. PI3K sinyal yolagi
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aktivasyonu hormon reseptor pozitif endokrin tedaviye direngli hastalar i¢in ayirt edicidir.
BELLE-2 klinik arastirmasinda aramotaz Al olan fulvestranta ek olarak PI3K inhibitorii
olan bupersilib uygulamasi prognozsuz sagkalimda iyilestirici etki gostermistir [44]. G1
fazindan siklin bagiml kinazlar 4 ve 6 (CDK4/CDK6) tarafindan diizenlenen S fazina
gecisle hiicre proliferasyonu gerceklesir. MONARCH-2 calismasinda Al olan fulvestrant
ile birlikte CDK4/6 inhibitorii olan abemaciclib uygulamasi sonucu prognozsuz sagkalim
stiresinde artis oldugu gosterilmistir [45]. Birgok klinik arastirmada endokrin terapiye
direngli hormon reseptor pozitif meme kanseri hastalarinin tedavilerine sinyal yolaklari
ve CDK4/6 inhibitorleri eklenerek prognozsuz sagkalim siirelerinde artis oldugu

kanitlanmustir.

2.1.1.4.4. Radyoterapi

Radyoterapi tedavisinde yiiksek enerjili gama ve X-isinlart radyoaktif izotoplar meme
tiimdrlerini ortadan kaldirmak amaciyla uygulanir. Radyoterapi cerrahi miidahaleden
sonra adjuvan tedavi olarak uygulanir. Erken evre meme kanserinde cerrahi miidahale
sonrasi uygulanan radyoterapinin meme kanserinin niikks etme riskini yaritya yariya
azalttigi gosterilmistir [46]. Kemoterapi veya cerrahi miidahaleden 1 ay sonra ihtiyag
duyulursa haftada 3-5 giin yaklagik 5 hafta kadar radyoterapi uygulamasi gergeklestirilir.
Hangi radyoterapi tiirlinlin uygulanacagi meme kanseri tiirlii ve radyoterapiden once
uygulanan tedaviye gore belirlenir. Bunlar meme radyoterapisi, gogis duvari

radyoterapisi ve lenf nodlari radyoterapisi olarak uygulanabilir [47].

2.2. METFORMIN

Metformin (1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride) 1950°1i yillardan beri tip 2 diyabet
tedavisinde kullanilan bitkisel kokenli bir ilag sinifi olan biguanid ailesi {iyesidir [48].
Metforminin birincil etkisi kandaki glikoz seviyesinin diismesini saglamaktir bu nedenle
tip 2 diyabetli hastalarda monoterapi olarak ilk tercih edilen ilagtir. Metforminin glikoz
seviyesini disiiriici etkisinin yani sira kilo kontrold, prediyabet, insiilin direnci ve
polikistik over sendromu tedavisinde kullanilmaktadir. Giinliikk alinmasi gereken doz

miktart 500-2500 mg/giin olarak belirlenmistir [49]. Metforminin ana molekiiler hedefleri
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mitokondriyal elektron tasima zinciri (ETC), Adenosin monofosfat ile aktive edilen
protein kinaz (AMPK) ve mTOR’dur [50].

ETC, Adenosin trifosfat (ATP) tireterek AMPK’nin asagi diizenlenmesine neden olur.
Metformin ise ETC’yi inhibe ederek ATP sentezinin azalmasini saglar ve yiiksek
AMP/ATP oram1 mTOR’un baskilanmasint saglayan AMPK’y1 etkinlestirir. ATP
sentezinin metformin aracili inhibisyonu mTOR inhibisyonunu saglar (Sekil 2.). Kolon
kanseri hiicreleri, meme kanseri hiicreleri ve model organizma C. elegans Yapilan birgok
calisma sonucunda Metformin’in ¢esitli kanser tiirlerinde kanser hiicresinin biiyiimesini

yavaglattigi gosterilmistir [51,52].

@ —  wvewoman  ——]
4 ‘ ‘

Sekil 2. Metforminin baslica molekiiler hedefleri [50].

2.2.1. Metformin’in Anti-Kanser Etkisi

Metforminin antikarsinojenik etkisi ilacin dogrudan ve dolayli etkileriyle iliskilidir.
Metformin dolayli olarak anti-tiimor etkisini kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
etkileyebilecek kan sekeri ve insiilin seviyesinde meydana getirdigi degisimlerle
gerceklestirmektedir [53]. Metformin dogrudan anti-kanser etkisini AMPK’ya bagimli ve
AMPK’dan bagimsiz olarak gostermektedir.

2.2.1.1. AMPK’ya Bagimh Anti-Kanser Etkisi

Metformin ETC1’i inhibe ederek ATP sentezini azaltir ve AMPK aktivasyonuna yol

acarak AMPK’ya bagimli olarak antikarsinojenik etki gosterir. AMPK’ya bagimli anti-
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kanser mekanizmasi tiiber6z skleroz kompleksi 1 (TSC1) ve TSC2 tiimér baskilayict
genlerinin mTOR inhibe edici kompleks olusturmasini saglayarak ya da mTOR "un pozitif
diizenleyicisi olan RAPTOR’u dogrudan inhibe ederek gergeklestirebilir [54]. AMPK
p53’i hedefleyerek ve p53 protenin Ser 15 fosforilasyonuyla hiicre siklusunda tutulmay1
indiikleyerek antikarsinojenik ozellik gostermektedir [55]. AMPK’nin Treonin649’da
(Thr) FOXO1’1 dogrudan fosforile ettigi bildirilmistir [56]. Yapilan bagka bir ¢alismada,
AMPK aktivatorii olarak metformin uygulamasi gergeklestirilmis ve FOXO1 ekspresyonu
incelenmis. Bu c¢alisma sonucunda FOXO1’in metformin kaynakli AMPK aktivasyonu
yoluyla yukari regiilasyon gostererek Ostrojen bagimli endometriyal kanser hiicre
biiylimesini inhibe ettigi ve AMPK-FOXO1 sinyal yolunun yeni bir antikarsinojenik
teropatik hedef olabilecegi gosterilmistir [57]. Metformin hiicre ¢ogalmasi, protein
sentezini, hiicre dongiisii ilerlemesini baskilayan ve apoptozu indiikleyen mekanizmasini
AMPK aktivasyonuna baglt mTOR baskilanmasiyla gerceklestirir. Metforminin mide
adenokarsimas1 lzerindeki etkilerini gosterme icin yapilan g¢aligmanin sonucunda;
metforminin AMPK aktivasyonunu arttirarak mTOR’u baskiladigi ve AMPK-Akt/mTOR

sinyal yoluyla gastirik kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir [58].

2.1.1.2. AMPK’dan Bagimsiz Anti-Kanser Etkisi

AMPK’dan bagimsiz anti-tiimor mekanizmasi ETC’yi inhibe ederek reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimini, oksidatif stres ve DNA hasarin1 azaltarak gerceklestirir [59]. Biiyliime
faktorleri mTOR’u PI3K-Akt-TSC1-TSC2 araciligiyla diizenlerken, aminoasitler
GTPazlarin RAG ailesi tarafindan mTOR’un AMPK’dan bagimsiz olarak sinyallemesini
etkinlestirebilir [59]. Ragiilatér kompleksi tarafindan aktivasyonunun ardindan, RAG
GTPazlar mTORCI1'1 RHEB tarafindan aktive edildigi lizozomal yiizeye aktarir.
Metformin, Regulatoér kompleksi inaktive ederek mTORCI1 sinyalini inhibe edebilir [60].
Metformin ayrica transkripsiyon faktorii ozliilik proteni (Sp) 1, Sp2, Sp3, Sp4 ve
proonkogenik Sp tarafindan diizenlenen genlerin ekspresyonunu diizenler. Spl, Sp3 ve
Sp4 bir¢ok kanser tiiriinde asir1 ekspresedir ve bir¢ok antikanser ilaci i¢in hedefidir [50].
Metformin bu molekiillerin asag1 regiilasyonunu saglayarak AMPK’dan bagimsiz anti-

kanser etkisi gosterir.
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Metforminin AMPK’ya bagimli ve AMPK’dan bagimsiz anti-kanser etkisinin yani sira
bircok hiicresel sinyal yolu ve kanser kok hiicrelerini hedef alarak antitiimor etki gosterir.
Mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi hiicre biiyiimesini,
farklilasmasini, proliferasyonu, apoptozu ve hiicre gociinii diizenler. Metformin c-jun N
terminal kinaz (JNK)/p38 MAPK yolagim aktive ederek DNA hasariyla indiiklenebilir
gen 153 (GADDI153) ekspresyonunu artirarak akciger kanseri hiicrelerinde apoptoz aracili
etki gosterdigi bildirilmistir [61]. Nikleer faktor kappaB (NF-kB), proliferasyon ve
apoptozu diizenlemek i¢in indiiklenen transkripsiyon faktoriidiir ve kanser tedavisinde
potansiyel bir hedeftir. Metformin kanser hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe etme etkisini NF-
kB ve mTOR sinyal yollarini baskilayarak gergeklestirdigi bildirilmistir [62]. Timor
baslatan hiicreler olarak da bilinen kanser kok hiicreleri (CSC) hem kemoterapi hem de
radyoterapiye diren¢ gdsteren hiicrelerdir. ilk olarak 2009 yilinda metformin kaynakli
CSC inhibisyonu klinik 6ncesi meme kanseri modellerinde gosterilmistir [61]. Daha sonra
yapilan bircok calismada metforminin cesitli kanser tiirlerinde CSC’leri ortadan
kaldirarak insan kanser ksenograflarinda kemoterapiye yaniti arttirdigi gosterilmistir.
Metformin kanser hiicreleri iizerindeki biyolojik etkisini AMPK ’y1 aktive etme, INK/p38
MAPK, NF-«B sinyal yollari {izerinden ve CSC’leri inhibe ederek gostermektedir.

2.3 APOPTOTIK HUCRE OLUMU

Apoptoz (tip [ hiicre 6liimii) yaslanmis, fonksiyonunu kaybetmis ve hasarli hiicrelerin 6zel
mekanizmalarin kontroliiyle programlanmis hiicre 6lim mekanizmasidir. Apoptoz
sirasinda hiicrede; biiziilme, yogunlugun artmasi, organellerin bir araya kiimelenmesi,
endoniikleaz aktivitesi sonucu DNA’nin parcalara ayrilmast ve hiicre zarinda
tomurcuklanma baslayarak apoptotik cisimlerin olugmasi gibi morfolojik degisiklikler
gozlemlenir. Embriyo doneminde baslayan apoptoz yasamin birgok evresinde normal
gelisimin saglanabilmesi ve kanser olusumunun Onlenebilmesi i¢in devam eder.
Nekrozdan farkli olarak, apoptozda hiicre bilesenleri hiicre zarindan disar1 dagilmadig
icin iltihaplanma goriilmez ve apoptoz sirasinda enerji harcanir. Apoptoz i¢sel ve digsal
(reseptor aracill) yolaklar olmak iizere iki farkli yolaktan aktive edilir. I¢sel yolak

endoplazmik retikulum (ER) stresi, DNA hasari, biiyiime faktorii eksikligi, reaktif oksijen
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tiirleri (ROS) asir1 iiretimi, replikasyon stresi gibi ¢esitli i¢sel uyaranlara kars1 apoptozu
tetikler [63]. Dissal yolak hiicre zar1 yiizeyinde bulunan 6lim reseptorlerine ligand
baglanmasi yoluyla gergeklesen sinyal iletimi ile karakterizedir [64]. Her iki apoptotik
yolakta apoptozun baslamasi, hiicre i¢inde inaktif olarak bulunan 6zellesmis proteazlar
olan kaspazlarin kademeli aktivasyonuyla gerceklesir. Igsel apoptoz mekanizmas,
apoptoz diizenleyici protein ailesinin (BCL-2) proapoptotik ve antiapoptotik iiyeleri

tarafindan diizenlenir [63,64] (Sekil 3).
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Sekil 3. Apoptozun molekiiler mekanizmasi [65].

2.3.1 Kaspazlar

Apoptotik yolakta etkili olan proteinler kaspazlar olarak adlandirilir. Kaspazlar katalitik
bolgelerinde sistein kalint1 tasirlar, hedef proteinler C- uclarinda bulunan asparttan
keserler ve enzim gorevi goriirler. Insan viiciidunda 13 cesit kaspaz bulunur (Sekil 4) ve
kaspazlar apoptozun yani sira inflamasyon, hiicre dongiisii ve hiicre farklilasmasinda da
gorev almaktadir [66]. Baslatic1 (kaspaz- 8,9,10) ve efektor (kaspaz- 3,6,7) kaspaz olarak
ikiye ayrilirlar, baslatici kaspazlar amino terminal bolgelerinde kaspaz alim alani (CARD)

veya Oliim efektor alan1 (DED) bulundurur. Baslatic1 kaspazlarin aksine, efektor kaspazlar
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amino terminal alanlar1 icermez bu nedenle baslatic1 kaspaz tarafindan belirli kisimlari

kesilip aktiflestirilmesi gerekir.

: Caspase-1 NH; —{ COOH
; | Caspase-4 (h) NH; { COOH
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Sekil 4. Kaspazlarin molekiiler yapisi ve gorev aldigi hiicresel mekanizmalar [66].

Kaspazlar uygun aktivasyon sinyalleri gelene kadar inaktif durumda bulunur. Igsel
apoptoz yolaginda goérev alan baslatic1 kaspazlar; kaspaz-2 ve kaspaz-9, reseptor aracili
apoptoz yolaginda gorevli baslatici kaspazlar; kaspaz-8 ve kaspaz-10’dur igsel apoptotik
yolakta, asir1 ROS iiretimi, ER stres gibi igsel uyaranlarla apoptoz tetiklendikten sonra
kaspaz-9 veya kaspaz-2 CARD yardimiyla Apoptoz proteaz aktivasyon faktoriine (Apaf-
1) baglanir. Apaf-1 kaspaz-9’u belirli bolgesinden keserek aktiflesmesini saglar. Kaspaz-
2 apoptozom kaspaz aktivasyon yolunda efektor kaspaz-3 tarafindan aktiflestirildigi bu
nedenle bu yolakta baslatici kaspaz yerine efektor kaspaz olarak gérev almaktadir. Ancak
DNA hasar1 kaynakli apoptoz mekanizmasin1 gostermek icin yapilan ¢aligmada; kaspaz-
2’nin baglatict olarak erken aktivasyonu gosterilmistir [67]. DNA hasar1 kaynakli i¢sel
apoptotik yolakta kaspaz-2 gorev almaktadir. Receptdr aracili apoptoz yolaginda gorevli
olan kaspazlarin aktiflestirilebilmesi i¢in inflamatuvar hastaliklarda doku yikimini

baslatan tiimor nekroz faktor (TNF) veya T lenfositlerden sentezlenen transmembran 6liim
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reseptOrii liganti olan FAS varliginda gerceklesir. Uygun reseptore baglanan FAS
reseptorl aktiflestirir ve aktiflesen reseptor FAS ile iligkili 6liim domaini olan (FADD)
hiicre i¢i proteinini kendisine ¢eker. Kaspaz-8 veya kaspaz -10 DED bélgesi yardimiyla
FADD’ye baglanir ve kesilerek aktiflestirilir. Aktiflesen baslatici kaspazlar efektor
kaspazlar1 aktiflestirerek apoptoz mekanizmasimi siirdiiriir.  Efektor kaspazlar olan
kaspaz-3 ve kaspaz-7 homodimer yapida inaktiftir, baslatic1 kaspazlar tarafindan kiigiik
ve biiyiik alt birimleri arasinda bulunan bolge kesildiginde aktif kaspaz halini alirlar [66].
Apoptotik efektor kaspazlar DNA parcalanmasi, apoptotik cisimcik olusumu gibi

apoptozun morfolojik degisimlerinin olusumunu saglar.

2.3.2 Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 geni insanlarda folikiiler lenfomadan klonlanan apoptotik bir gendir. Onkogen gibi
gorev yapan bu genin bir mutasyona ugramis tastyanlar kromozom yeniden
diizenlenmeleri sonucu lenfoma gelistirir. Insan Bcl-2 proteini ile C. elegans ta bulunan
CED-9 proteini homolog proteinlerdir ve ikisi de apoptozu engelleme gorevi yapan
diizenleyici proteinlerdir. Bel-2 proteini mitokondri dis zari, nukleus zar1 ve ER zarinda
yer alan transmembran bir proteindir. Bcl-2 proteinleri, Bcl-2 Homoloji (BH) motifleri
olarak bilinen dogrusal dizi motifleri veya alanlarinin varligiyla tanimlanir [68]. Bcl-2
proteinleri, pro-apoptotik; Bcl-2-etkilesim hiicre 6liim diizenleyicisi (BIM), P53 anlatim1
artmis apoptoz baslaticis1 (PUMA), BH3-etkilesim 6liim agonist domein (BIiD) ve anti-
apoptotik; Bcl-2, Bcl-x, olarak ikiye ayrilir. Pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesi iiyeleri yap1
ve islevi belirleyen BH alani olarak bilinen korunmus bolgeler igerir [69]. Pro-apoptotik
Bcl-2 proteinlerinde bulunan BH bdolgesi apoptotik kaskadin baglamasini saglar.
Pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin bazilar1 anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanip
apoptotik sinyallenmeyi baslatirken bazilar1 direkt Bel-2 iliskili X proteini (BAX) ve
Bcl-2 antagonist (BAK) baglanarak aktivasyonunu saglarlar [69].

2.3.3 I¢sel Apoptoz Yolag

Icsel apoptoz yolagi farkli stres kosullarina, mitokondriyal diizeyde hiicre ici sinyal

aracilik eder, bu nedenle mitokondriye bagimli apoptotik yolak olarakta adlandirilir.
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Onarilamaz DNA hasari, hipoksi, yliksek diizeyde ROS iiretimi, i¢sel mitokondriyal yolun
baglamasini indiikleyen bazi faktorlerdir [70]. Proapoptotik protein olan Bad mitokondri
dis zarinda bulunan antiapoptotik proteinler olan Bcl-2/Bcl-x’¢ baglanir. Bel-2/Bcl-x Bad
etkilesimi antiapoptotik proteinlerin Bax ile etkilesimini engelleyerek mitokondriden
sitozole sitokrom c¢ salinimimi saglar. Mitokondriden sitokrom c salimimiyla Apaf-1
prokaspaz-9’un CARD boélgesinden baglanmasi gergeklesir. Sitokrom ¢ salinimi kaspaz
aktivasyonunu diizenlemesinin yani sira elektron tasima zincirini bozarak hiicrede enerji
tretimini azaltip ROS firetimini arttirir [71]. Apaf-1 tarafindan kesilerek aktiflesen

kaspaz-9 prokaspaz-3’e baglanarak, kaspaz-3’iin aktiflesmesini saglar.

2.3.4. Reseptor Aracili Apoptoz Yolagi

Reseptor aracili apoptotik yol 6zel ligandlarin ya da apototik sinyallerin apoptozu
baslatmak i¢cin membran 6liim reseptdrlerine baglanarak programlanmis hiicre ¢liimiine
neden olur. Oliim reseptorleri TNF ailesine ait reseptdrledir. Reseptdr aracili apoptoz
yolag: ligandin Fas/TRAIL reseptorlerine baglanmasiyla aktiflesir. Apoptoz ile iligkili
protein FADD 6liim alan1 ve 6liim efektor alani olmak tizere iki baglanma bolgesi igerir
[64,70]. Aktiflesen Fas FADD’ya 6liim alanindan baglanir ve prokaspaz-8 FADD’1n 6lim
alanindan baglanarak 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusturur [72,73]. DISC
prokaspaz-8’in otoproleotik parcalanmasimi saglar [73]. Aktiflesen kaspaz-8
mitokondriyal yoldan apoptozu saglar veya kaspaz-3’ii aktiflestirerek hiicrenin apoptoza

gitmesini saglar.

2.4 OTOFAJIi

Otofaji evrimsel siiregte korunmus katabolik bir siirectir. Otofaji hiicresel strese yanit
olarak protein degredasyonu ve organel turnover gibi homeostaz1 saglayan fonksiyonlari
siirdiiren bir mekanizmadir. Otofaji, lizozomal sindirimi saglayacak olan otofagozom
olusumu yoluyla hasarli organelleri, protein agregalarini ve hiicre i¢i patojenleri
temizlemek igin hiicresel ve gevresel stresler tarafindan uyarilan bir mekanizmadir [74].

Otofaji makrootofaji, mikrootafaji ve saperon aracili otofaji olmak tizere 3 farkl tipte
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arastirtlmaktadir (Sekil 5). Makrootafaji genel olarak otofaji teriminin direkt kullanimiyla
ifade edilmektedir [75]. Otofaji, Tip 2 hiicre 6liimii olarakta tanimlanmaktadir tip 1 hiicre
Olmiiyle arasindaki en biiylik morfolojik farklilik mitokondri ve endoplazmik retikulum
gibi organeller ve/veya sitoplazmanin bir kisminin ¢ift veya ¢ok membranli vezikiiller

igine alinmasidir [76].
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Sekil 5. 3 farkl: tiirde otofajinin molekiiler gosterimi [77].

2.4.1 Makrootfaji

Makrootofaji, hiicresel igeriklerin bilesenlerine ayrildigi, hiicrenin kendini yoketme
mekanizmasidir. Makrootfajide sitoplazmik proteinler; degredasyon i¢in lizozoma teslim
edilmek tiizere kullanilirken, otofagazom olarak bilinen ¢ift membranh vezikiiller;
organelleri i¢cine almak i¢in kullanir. Makrootofaji siireci otofaji ile iliskili proteinler

(ATG) tarafindan diizenlenir [78].(Sekil 6) Makrootfaji siirecinde mTOR inhibitor olarak
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gorev alirken AMPK aktivator olarak gorev almaktadir. Hiicresel i¢ dengeyi korumak igin
mTOR’un stres, enerji seviyesi ve bliylime faktorleri gibi ¢esitli faktorlere yanit olarak
hiicresel sinyal yollarin1 diizenledigi bilnmektedir. mTORC1’in ULK1-ATG13-FIP200
trimerik kompleksi ile etilesimi yoluyla makrootofajinin diizenlenmesini saglamaktadir
[79]. mTORC1’in ULK1’in serin 758 (Ser758) aminoasitinden fosforlanmasi1 fogofor
olusumunu inhibe ederek makrootofaji inhibisyonunu saglar [80]. Otofaji temel olarak
baslatma, membran ¢ekirdeklenmesi ve fagofor olusumu, fagafor genislmesi, lizozom ile
fiizyon ve bozunmayi igeren bes basamaktan olusmaktadir. AMPK aktivasyonu fagofor
olusumunu uyaran Beclinl kompleksinin (Beclinl-Siif II PI3K-Vps34-Vps15-Atgl4)
etkinlesmesini saglayan ULK1 kompleksi (Ulkl-Atg7-Atg-9) aktivasyonunu saglar.
Beclinl kompleksi membran ¢ekirdeklenmesi ve fagofor olusumunu saglar. Konjuge
Agl2Atg5 kompleksi Atgl6L1 ile baglanarak mikrotiibiille iligkili protein hafif zinciri 3
(LC3) proteinin indiiklenmesini saglarayarak otofogozom olusumunu indiikler [81,82].
Otofagozomun lizozom ile fiizyonu sonucu otolizozom yapisi olugarak degredasyonu

saglar. (Sekil 6)
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Sekil 6. Makrootofaji molekiiler gosterimi [82].
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2.4.2 Mikrootofaji

Mikrootofaji ilk olarak karaciger lizerinde gerceklestirilen caligmalarla incelenmistir.
Mikrootafaji dogrudan lizozomlar tarafindan yutulan hiicre i¢i proteinlerin ve organellerin
parcalanmasinin saglandigi otofaji mekanizmasidir. mTOR makrootofajide oldugu gibi
mikrootofajininde diizenlenmesini saglar [83]. Mikrootafaji, metabolik adaptasyon,
organellerin yeniden sekillenmesi ve kontroliiniin saglanmasini saglar, makrootofjide

oldugu gibi aclik durumunda mikrootofaji gézlemlenmez.

2.4.3 Saperon Aracili Otofaji

Saperon aracili otofaji (CMA) protein yikimini lizozoma bagimli olarak gerceklestirir ve
bu otofaji tiirtinde sadece ¢6ziinebilir proteinlerin yikimi gergeklestirirlir. Hsp40 ortologu
olan Hcs70 ve lizozomla iligskili membran proteini tip 2A (LAMP-2A) proteinleri
CMA’da gorevli proteinlerdir. CMA, makrootofajide oldugu gibi otofagozoma ihtiyag
duymadan LAMP-2a reseptorii araciligiyla dogrudan lizozomun liimenine dogrudan
translokasyon saglar [79]. CMA, pentapeptid KFERQ modifi tasiyan hedef proteinleri
tantyarak mikrootofajiden daha segici bir degredasyon saglar. Sitoplazmada HSC70,
kompleks HSC70 substratini olusturmak i¢in hedef proteinlerdeki KFERQ dizisini tanir
ve kompleks HSC70-substrati, LAMP-2A'nin sitosolik kuyrugu ile etkilesime girerek,

hedef proteinin lizozom liimenine translokasyonunu saglar. [84].

2.5 5-~ADENOZIN MONOFOSFAT iLE AKTIVE EDILMIiS PROTEIN KiNAZ
(AMPK) SINYAL YOLAGI

5’adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) metabolik yollar
kontrol ederek enerji dengesinin korunmasii saglar. Serin/terionin kompleksi olan
AMPK; katalitik a-alt birimi (a-1, a-2), bir iskelet -alt birimi (B-1 ve B-2) ve diizenleyici
alt birim (y-1, y-2 ve v-3) olmak iizere ii¢ ana alt birimden olusur [85]. AMPK
heterodimerleri normalde a- alt birimi kinaz bolgesinde bulunan treonin 172 (Thr172)
fosforilasyonundan sonra aktiflesir. Memelilerde AMPK, 5’-AMP’nin; yukar1 akis
kinazlar1 tarafindan Thr172 fosforilasyonun gergeklestirilmesi, protein fosfatazlar
tarafindan Thr1722’nin defosforilasyonun inhibisyonu ve allosterik aktivasyon, yoluyla

baglanmasi sonucu aktiflesir [86]. A- alt biriminin N-terminal bolgesinde bulunan Thr172
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kalintisi, AMPK aktivitesini kisa siireli diizenleyen bircok farkli yukar1 akis kinazi
tarafindan forsforile edilebilir. Karaciger Kinaz B1 (LKB1) kinazi AMPK aktivasyonu
icin gereken 6nemli bir yukar1 akis kinazidir. LKB1 kinazi ¢esitli sinyallere yanit olarak
Thr172’yi fosforile edebilir [87]. Ayrica AMPK Ca*? ve DNA hasar1 artisia bagh
olarakta aktive edlebilir. Thr172 LKB1’den bagimsiz olarak Kalsiyum/Kalmodiilene
bagimli protein kinaz kinaz 2 (CAMKK?2) tarafindan kalsiyum akigina yanit olarak
fosforile edilebilir [88]. Glikoz agliginda AMP’den bagimsiz olarak AMPK
aktivasyonunu saglayan hiicresel bir mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizma glikoz
yoksunlugunda, v-ATPase, Ragulator, AXIN, LKB1 ve AMPK’dan olusan bir lizozomal
kompleks olusumunu saglar ve bu kompleks Thr172’de LKBI tarafindan AMPK
aktivasyonu saglar.[89]. AMPK ¢esitli ilaglar yoluyla teropatik olarakta aktive
edilebilmektedir. Bu terdpatik ajanalarin AMPK’y1 aktive ettigi mekanizmalar; 1) hiicre
ici AMP ve ADP’yi arttirarak dolayli yoldan AMPK’y1 aktive edenler, 2) AMP’yi taklit
ederek AMPK aktivasyonu saglayanlar, 3) Karbonhidrat baglanma arayiiz modiilii (CBM)
ve kinaz alam1 arasindaki bolgeye secici olarak baglanarak AMPK’y1 aktiflestiren
bilesikler, olarak ii¢ ana sinifa ayrilir [90]. (Sekil 7) Birinci sinif bilesikler Metformin ve
diger biaguanid sinifi bilesiklerdir, bu bilesikler mitokondriyal solunum ve ATP iiretimini
inhibe ederek AMP/ADP seviyesini arttirir ve AMPK aktivasyonunu saglarlar [70,75].
Ikinci sinif bilesikler AMP analogu olan 6n ilaglar olarak uygulanir ve en bilineni 5-
aminoimidazol-4-karboksamid-1- B-D-ribofuranosittir (AICAR) [85,90]. Uciincii siif
bilesikler AMPK’ya dogrudan baglanan ve aktive eden kiigiik molekiillerdir ve ilk {iyesi
tienopiridon A769662°dir [85].  Aktiflesen AMPK glikoz metabolizmasi, lipit
metabolizmasi, protein sentezi, otofaji ve mitokondriyal biyogenezin diizenlenmesini
saglar. AMPK otofajide gorev alan serin/treonin protein kinaz olan Unc-51 benzeri
otofajiyi aktive eden kinaz 1/2’yi (ULK-1/2) fosforilleyerek aktive eder ve hiicrede otofaji
mekanizmasi devreye girer [91]. Protein sentezinin diizenlenmesinde gorevli olan p-
AMPK, TSC2 ve raptorun fosforiasyonu yoluyla mTOR’u inhibe ederek translasyonun
inhibisyonunu saglar [85]. Asetil CoA’nin Malonil CoA’ya karboksillenmesi yag asidi
sentezini baglatir. Asetil CoA karboksilaz 1 (ACCI1) yag asidi sentez reaksiyonunun
katalizortiidiir. AMPK ACCI1 enzimini inhibe ederek yag asidi sentezinin inhibisyonunu

saglar [92]. AMPK, lipid kolesterol ve glikoz metabolizmasini diizenleyerek ve protein
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sentezini baskilayarak, otofaji aktive edici kinazlarin aktivasyonunu saglayarak enerji

dengesinin ve metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesini saglar.

AMP/ATP Ca?*

il l

Anabolik Katabolik

* Yag asitleri sentezi ¢ Glikoz alimi/glikoliz

* Glikoneogenez * Yag asitleri oksidasyonu
* Protein sentezi *  Otofaji

Sekil 7. AMPK’nin molekiiler regiilasyonu [92].

2.6 PI3BK/AKT/mTOR SINYAL YOLAGI

Reseptor tirozin kinazlara (RTK) biliylime sinyali baglanmasiyla akiflestirilen
PI3BK/Akt/mTOR sinyal yolagi metabolizma, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini
diizenlemektedir. Bu sinyal yolu p110 katalitik alt birimi ve p85 diizenleyici alt birimlere
sahip heterodimer bir yap1 olan PI3K’in RTK’lar araciligiyla aktiflestirilimesiyle baslar.
p85 pl10 kompleksinin PIP2’nin PIP3’e doniistiiriilmesini saglamasi yolagin diger
tiyelerinin uyarilmasini saglar. PIP3, PTEN tarafindan defosforillenerek PIP3 PIP2
doniistimiine ve sinyal yolunun durdurulmasina neden olur [93]. PIP3’iin PDK1’i
aktiflestirmesinden sonra, Treonin308’den (Thr308) PDKI tarafindan ve serin473’te
(Ser473) mTORC?2 tarafindan aktiflestirilen Akt sinyal yolunun devamliligini saglar [94].
p-Akt GSK-3, FOXO, Bad, Kaspaz9, NF- «B, mTOR ve p2l proteinlerinin
fosforilasyonunu saglayarak glikoz metablizmasini, hiicre biiylimesini, proliferasyonu ve
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini saglar [95]. Bax ve Bcl-2 gibi apoptozla iligkili

proteinlerin diizenlenmesini saglamaktadir. PI3K/Akt/mTOR yolagi Bcl-2’nin yukari
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regiilasyonunu saglarken, Bax’in apoptozu indiiklemesini baskilar [96]. Aktiflesen Akt
TSC1/2 proteinlerini baskilayarak mTORC1’in baskilanmasin1 inhibe eder. Hiicre
biiylimesini ve enerji metabolizmasimi diizenleyen mTORC1, mTOR ve Raptor
bilesenlerinden olusur. (Sekil 8) TSC2 dogrudan AMPK ile aktive edilerek mTOR
aktivitesini baskilayabilir. mTOR S6K’nin Thr389’da fosforilasyonunu saglayarak
protein sentezinde gorevli olan eIF4B ve ekson baglantili komplekslerin bir bileseni olan
SKAR aktivasyonunu saglar. mTOR tarafindan aktiflestirilen SKAR mRNA translasyon

verimliligini arttirarak protein sentezine katkida bulunur [97].

' Growth factor

Sekil 8. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun molekiiler gosterimi [95].

MTORC1 Ulk-1 proteininin Ser555’ten fosforlanarak aktiflesmesini 6nleyerek apoptozun
baskilanmasina neden olur. mTOR inhibit6rii olarak Rapamisin uygulanarak protein
sentezinin baskilanmasit ve otofajinin indiiklenmesi saglanabilir. Hiicre sagkalimi,
metabolizma, hiicre dongiisii, kemoterapiye direng gibi bir¢ok hiicresel olay1 kontrol eden

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag1 bir¢ok kanser tiiriinde fizyolojik diizenleyici olarak gorev
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yapmaktadir. Yapilan pek ¢ok calismada PI3K/Akt asagi diizenlenmesinin neden oldugu
mTOR baskilanmasi sonucu mide, meme, kolon, prostat ve karaciger karsinomlarinda
otofajiyi indiikledigi gosterilmistir [98].
2.7 Hippo Sinyal Yolag
Hippo sinyal yolagi ilk olarak Drosophila melanogaster’de tanimlanan evrimsel olarak
korunmus bir serin / treonin kinaz sinyalleme kaskadidir [99]. Hem D. melanogaster hem
de memelilerde hippo sinyal yolu, hiicre c¢ogalmasini, hiicre Oliimiinii ve hiicre
farklilagmasin1 modiile ederek hiicre sayisini diizenler [100]. Bu sinyal yolu hiicre
proliferasyonunu ve rejenerasyonu diizenlemede 6nemli bir rol oyanamaktadir ayrica
kanser dahil ¢esitli hastaliklarin ilerlemesinde de rol oynadig: bilinmektedir. Hippo sinyal
yolu Memeli Ste20 benzeri kinazlar 1/2 (MST 1/2), biiyiik tiimdr baskilayict 1/2 (LATS
1/2) ve YES ile iligkili proteini (YAP) ve onun paralogu PDZ baglanma motifi
transkripsiyonel ko-aktivator (TAZ) olusmustur [101]. Hippo yolaginin temeli
serin/treonin fosforilasyonuna dayalidir. Hippo yolunun aktivasyonu, YAP’1n ser127’de
LATS 1/2 araciligr ile fosforilasyonu ve buna bagli olarak YAP inaktivasyonu ile
sonuclanmaktadir. Fosforillenmis YAP, sitoplazmada 14-3-3 ile etkilesimi sonucunda
sitoplazmada parcalanir ve bu durum hedef gen transkripsiyonun inhibisyonu ile
sonuglanir [100,102]. Hippo yolu inaktive oldugu durumda ise etkisiz durumda olan
MST1/2 ve LATS1/2 YAP/TAZ’ 1n defosforile olmasini saglayarak ¢ekirdekte YAP/TAZ
birikimine yol agar. Cekirdekte biriken YAP/TAZ hiicre proliferasyonu gibi ¢esitli
hiicresel faliyetleri diizenleyen gen transkripsiyonlarmmi uyarmak icin TEAD ailesi
transkripsiyonel faktorleri (TEAD1-4) ile baglanir [103].
1999 yilinda St. John ve ark. LATS1’den yoksun farelerde hipofiz hiperplazisi
gerceklestigi ve timor gelistigini kesfetti ve daha sonraki ¢caligmalarda LATS ‘in kanser
hiicreleri i¢in timoér baskilayic1 gorevi gordigi kanitlandi [104, 105]. Yapilan
caligmalarla Hippo sinyal yolunun tiimor baskilayici bir yol oldugu ve meme kanseride
dahil bir ¢ok kanser tiirlinde etkili oldugu gosterilmistir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
malignitenin ana 6gesidir ve Hippo-YAP/TAZ daki fonksiyon kaybi1 kanser hiicrelerinin
cogalmasina neden olmaktadir (Sekil 9). Kanserin neden oldugu dliimlerin ve kanser
tedavisinde zorluklarin bir nedeni de metastazdir. YAP/TAZ aktivasyonu epidermal
mezankimal ge¢is (EMT), istila ve bagisiklik sisteminden kagma gibi metastazla iliskili
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hiicresel stirecleri destekleyerek metastazin gergeklesmesine katki saglamaktadir.
Yapilan g¢aligmalar, metastatik pankreas tiimorlerinde YAP/TAZ aktivasyonu primer
tiimorlere kiyasla arttig1 gostermektedir [106]. Hiicre ¢ogalmasi ve metastazin yani sira
YAP/TAZ aktivasyonu ila¢ direnci ve kanser niikslerinde de rol oynamaktadir. Meme
kanseri kok hiicrelerinde (BCSC) TAZ’in asirt ekspresyonu c¢oklu ilag direnci
proteinlerinin aktivitesini artirir [107]. YAP/TAZ yukart akis kinazi olan LATS1/2’nin
fonksiyon kaybi1 da ilag direnciyle iligkilendirilmistir. Kemotropatik bir ilag olan
paklitaksele duyarli SKOV3 yumurtalik kanseri hiicrelerinde siRNA aracili LATS1/2

yikimi paklitaksel tedavisi ile uyarilan hiicre 6liimiinde azalmaya neden olmustur [107].

Hippo 'ON’ Hippo ‘OFF’
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Sekil 9. Hippo sinyal yolunun molekiiler regiilasyonu [99].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 MATERYALLER

Bu tez caligmasinda kullanilan cihazlara, hiicre kiiltlirii ekipmanlarina, Kimyasal sarf

malzemelerine, antikorlara ve kitlere ayrintili olarak ekler boliimiinde yer verilmistir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1 Metforminin Hazirlanisi

Metformin Sigma Aldrich firmasindan (PHR1084) olarak temin edildi. 1 M olcak sekilde
saf su ile hazirlandi. 1 M olarak hazirlanan Metformin 1mM, 2mM, 5mM ve 10mM olcak
sekilde hiicre uygulamasi oncesi diliisyon hesaplamasiyla hesaplanarak 24 sa, 48 sa ve 72

sa olarak uygulandi.

3.2.2 Kullamilan Hiicre Hatti1 ve Ozellikleri

MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) iiglii negatif meme kanseri hiicresi olup metastatik
meme adenokarsinomu olan 51 yasinda bir kadindan elde edilmistir. Adherent ve epitalyal
yapida bulunan MDA-MB-231 hiicreleri 6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii
(PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2) icermedigi i¢in oldukca

agresif ve invaziv meme kanseri hiicre hattidir.

3.2.3 Hiicre Kiiltiri

Uclii negatif meme kanseri hiicresi MDA-MB-231(ATCC HTB-26) hiicreleri %5 CO:
iceren 37°C’ lik etiivde, %10 fetal sigir serumu (FBS), 100 mg/ml Streptomisin, 100 U/ml
Penisilin ve 25 mM glikoz igeren DMEM (Dulbecco’s modified Eagle serum) besiyerinde
blyiitilmiistiir. Hiicre sayisinda yeterli artis saglandiktan sonra hiicrelerin bulundugu 75
cm?’lik petri kaplar1 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmistir. Bu islemden
sonra petri kaplarma 2 ml Tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) eklenerek
37°C’lik etiivde yaklagik 5 dakika bekletilmistir. Hiicrelerin zarar gormesi onlemek igin
hiicrelerin {lizerine uygun besiyerleri eklenerek tripsinin inaktivasyonu gerceklestirilmis

ve hiicrelere yikama yapilarak 15 ml’lik falkon tiiplere alinmistir. Hiicreleri igeren falkon
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tiipleri 500 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiildiikten sonra 1 ml uygun
besiyeri eklenerek pipetaj yapilmis ve homojen bir siispansiyon elde edilmistir. Neubauer
homositometresine 10 upl hiicre siispansiyonu eklenerek hemositometrede bulunan 25
karedeki canli hiicreler sayilmis 10%ile garpilarak 1 ml’deki hiicre sayis1 hesaplanmistir.

Petri kaplaria 6x10° hiicre ekilerek pasajlama gerceklestirilmistir.

3.2.4 Hiicre Dondurma

Hiicre ekiminden sonra yeterli yogunluga ulasan hiicrelerin bulundugu 75 cm?’lik petri
kaplart 2 ml PBS ile yikanir. Bu islemden sonra petri kaplarina 2 ml Tripsin-EDTA)
eklenerek 37°C’lik etiivde yaklasik 5 dakika bekletilir. Hiicrelerin zarar géormesi onlemek
icin hiicrelerin iizerine uygun besiyerleri eklenerek tripsinin inaktivasyonu gergeklestirilir
ve hiicrelere yikama yapilarak 15 ml’lik falkon tiiplere alinir. Hiicreleri igeren falkon
tiipleri 500 g’de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant dokiildiikten sonra 1 ml dondurma
medyasi (freezing media) eklenerek pipetaj yapilir. Elde edilen homojen siispansiyon
uygun olarak isaretlenmis kriyo tiiplerine konur ve -80°C’de izopropanolde bekletir.

Hiicre stoklar1 sivi azota alinir ve burada saklanir.

3.2.5 MTT Hiicre Canlilik Testi

Meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) 96 kuyucuklu petriye her
kuyucukta 1x102 hiicre olacak sekilde ekim yapilir ve hiicreler 24 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edilir. Daha sonra hiicreler 1-10 mM metformin ile 24 ve 48 saat 37°C’de inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerine 10 pl 3-(4,5-dimetiltriazol-2-
il)-2-5-difeniltetrazolium bromid (MTT) ajani1 eklenerek 4 saat 37°C’de inkiibe edilir.
MTT ajani ile inkiibasyondan sonra canli hiicrelerin tarafindan MTT ajanin1 metabolize
ederek olusturdugu formazon kristallerini ¢ozmek i¢in 100 ul DMSO eklenerek karanlikta
5 dakika bekletilir. Formazon kristallerinin DMSO ile ¢6ziinmesinden sonra hiicre
canlilig1 oran1 Mikroplaka ELISA okuyucuda 570 nm’de absorbans dl¢iimii yapilir. Elde

edilen sonuglar en az ti¢ dort tekrarli ti¢ farkli deneyin ortalamasi alinarak gosterilmistir.
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3.2.6 Koloni Olusum Deneyi

Meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) 6 kuyucuklu petriye 2x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapilir. 10 mM Metformin 24 sa ve 48 sa boyunca uygulanir.
24 sa ve 48 sa metformin uygulamasi sonunda hiicreler lizerindeki besiyeri ¢ekip atilir ve
taze besiyeri ile degisimi yapilir. %90 yogunluga ulasan kontrol grubu hiicrelerine gore
yaklagik 14 giin sonunda medya uzaklastirilir. Hiicreler 1X PBS ile yikanir. 3:1 oranda
%100 methanol: asetik asit fiksatifi ile hiicreler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.
Hiicreler tizerine 500 pl %0,5 Kkristal viole eklenerek, 20 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilir. 20 dakika sonunda distile su ile yikanarak boya uzaklastirilir. Kolonilerin

¢ekimi ve sayimi gerceklestirilir.

3.2.7 Tripan Mavisi ile Hiicre Sagkaliminin Belirlenmesi

Metformin’in MDA-MB 231 meme kanseri hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla hiicre sag kalim deneyi yapilmistir. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
petrisine 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece yapismasi beklenen
hiicrelere 10 mM Metformin uygulanmistir. Her 24, 48 ve 72 saat sonunda hiicreler tripsin
ile toplanarak 2000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilir. Hiicre pelleti 100 ul besiyeri
ile ¢oziiliir. Coziilen pelletlerden 10 pl alinir ve 10 pl tripan mavisi ile karistirilarak
hemositometride sayimi yapilir. Hiicre sagkalim testi en iki tekrarli {i¢ farkli deneyin

ortalamasi alinarak incelenmistir.

3.2.8 Floresan Boyama
3.2.8.1 DAPI (4°,6-Diamidino-2-fenilindol) Boyamasi

Meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-23 her kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde 12
kuyucuklu petriye ekim yapilir ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilir. Daha sonra
hiicrelere 1, 2, 5 ve 10 mM metformin uygulanir. Ilac ile inkiibasyondan sonra hiicre
besiyeri 5mg/ml DAPI igeren besiyeri ile degistirilir ve 10 dakika karanlikta bekletilir ve
floresan mikroskobuyla incelenir. Eksitasyonu 359 nm ve emisyonu 420 nm’de DNA’ya

baglanan boya mavi olarak gozlemlenir.
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3.2.8.2 DIOC6 (3’,3-Diheksiloksakarbosiyamin iyodiir) Boyamasi

Meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231her kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde 12
kuyucuklu petriye ekim yapilir ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilir. Daha sonra
hiicrelere 1, 2, 5 ve 10 mM metformin uygulanir. Ilag ile inkiibasyondan sonra hiicrelerin
bulundugu besiyeri Smg/ml DIOC6 igceren besiyeriyle degistirilir. Hiicreler 30 dakika
37°C’de karanlikta inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra hiicreler florasan mikroskobu
altinda saglikli hiicreler eksitasyonu 484 nm’de emisyonu 501 nm’de yesil olarak

gozlemlenmistir.

3.2.8.3 Pl Boyamasi

Meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231(ATCC HTB-26) her kuyucukta 5x10* hiicre
olacak sekilde 12 kuyucuklu petriye ekim yapilir ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edilir. Daha sonra hiicrelere 1, 2, 5 ve 10 mM metformin uygulanir. ilag ile inkiibasyondan
sonra hiicrelerin bulundugu besiyeri Smg/ml PI iceren besiyeriyle degistirilir. Hiicreler 30
dakika 37°C’de karanlikta inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra hiicreler florasan

mikroskobu altinda 6l hiicreler kimizi olarak gézlemlenmistir.

3.2.9 Total protein izolasyonu

100 mm’lik kiiltiir petri kaplarma 1 x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilarak gece
boyunca 37°C ve %5 CO: etiivde inkiibe edilir. Ardindan 10 mM metformin 24 saat
uygulanir. Hiicreler, 1X PBS ile kazima yontemiyle petriden toplanir. Petriden toplanan
hiicrelerin 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi saglanir. Bu islem
petrideki biitiin hiicreler toplanana kadar devam ettirilir. Santrifiij ile ¢oktiirtilen hiicrelere
hiicre lizis tamponu eklenir ve 20 dakika oda sicakliginda calkalayicida drnekler inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra &rnekler 20 dakika +4°C’de 13200 rpm’de santrifiij edilir. Ust

faz yeni bir eppendorf tiibiine alinarak protein tayini gerceklestirilir.
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3.2.10 Bradford Analizi

izole edilen proteinlerin miktarmi belirlemek i¢in Bradford analiz teknigi kullanilir. 96
kuyucuklu petri kullanilarak 1,5 pl konsatrasyonda artan dozlarda (1, 2, 3, 4 ve 5 pl) sigir
serum albiimin (BSA) kullanilarak standart egri olusturulur. 96 kuyucuklu petriye her
protein drneginden 1 pl konulur iizerine 200 pl Bradford ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dakika
karanlikta inkiibe edilir. 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile okuma yapilir.
Olusturulan standart egri kullanilarak absorbans degeri bilinen izole protein 6rneklerinin

konsantrasyonu hesaplanir.

3.2.11 immunoblotlama
3.2.11.1 Proteinlerin hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de Yiiriitiilmesi

30 pg protein ile 5X Laemli tamponu 1:4 oraninda karistirilir ve 5 dakika boyunca 95°C’de
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra proteinler %4 yiikleme jeli ve %10 veya %15 ayirma
jeli SDS-PAGE hazirlanir ve proteinler ilk kuyucukta protein belirteci olacak sekilde jele
yiiklenir ve 85 voltta (V) 4 saat boyunca yiiriitiilir.

3.2.11.2 Membran Transfer ve Bloklama

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklagtirilir.
Poliviniliden fluorid (PVDF) membran kullanilacak hale gelmesi i¢in metanol ile
aktiflestirilir, aktiflesen PVDF ayirma jelinin altina yerlestirilir. Membranin altinda ve
jelin iistiinde olacak sekilde yerlestirilen transfer tamponuyla 1slatilmis filtre kagitlariyla
birlikte sistem transfer kasetine yerlestirilir. 2,5 miliamper (mA) degisen kDa’a bagh
olarak transfer gerceklestirilir. Transfer gerceklestikten sonra membranlar %5°lik yagsiz
siit tozu (%0,1 Tween20 igeren 1X TBS) igerisinde 1 saat boyunca oda sicakliginda

calkalayicida inkiibe edilir ve bloklama islemi gergeklestirilir.

3.2.11.3 Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemesi ve Bantlarin Gériintiilenmesi

Bloklanan membranlar 1:1000 olarak hazirlanan primer antikorunda (Beclin, LC3, Atg5,
Atgl2, mTOR, PARP, BCL-2, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 9) +4 °C’ de bir giin bekletilir.
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Primer antikor isaretlemesinden sonra membran ikinci antikora alinmadan 6nce 5 dakika
olarak tli¢ kere 1xTBS-T ¢ozeltisi ile yikanir. Daha sonra membran 1:3000 hazirlanan
ikincil antikor ile +4°C’ de bir giin boyunca bekletilir. Membran TBS-T ¢d6zeltisi ile S5dk
boyunca iki kere ve TBS ¢ozeltisi ile Sdk boyunca bir kere yikanir. Yikama isleminden
sonra Ornekler kemiluminisans tamponu (ECL) ile 3 dakika inkiibe edilir. Membranlar
kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, transluminatdr aletinde goriintiileme

gergeklestirilir.

3.2.12 istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar en az iki tekrarli ti¢ farkli deneyin ortalamasidir. Deneylerden elde
edilen tiim sayisal sonuglar GraphPad Prism 6 kullanilarak grafik haline doniistiiriilmiis
ve istatistiksel olarak analizleri, Two-way ANOVA metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Anlamli degisimler icin p degeri sirasiyla *p<0,05; ** p<0,01, ***
p<0,001, ****p<0,0001 olarak gdsterilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1 Metformin doza bagimh olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicre canliligim
azaltmmstir

Metformin’in hiicre canliligi tizerindeki etkisini belirlemek i¢in MTT sagkalim testi
gerceklestirilmistir. Metformin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerin doza (1-10 mM)
ve zaman (24-48 saat) bagli olarak uygulanmistir. Metformin’in 10 mM 24 saatlik
uygulamasinda %60 oraninda hiicre canlilig1 gozlemlenirken 10 mM 48 saatlik metformin

uygulamasinda %350 oraninda hiicre canliligi gézlemlenmistir (Sekil 10).
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M etformin uygulamasi (mM)

Sekil 10. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Metformin uygulamast MTT hiicre
sagkalim testi ile doza ve zamana bagl olarak gosterilmistir. (* p<0,05; ** p<0,01, ***
p<0,001)

4.2 Zamana ve Doza Bagh Metformin Uygulamasinin MDA-MB-231 Meme Kanseri
Hiicrelerinin Mitokondri Membran Potansiyeline Etkisinin Gosterilmesi
Metforminin zamana (24 sa, 48 sa) ve doza (1-10 mM) bagli olarak MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri iizerindeki etkisini gézlemlemek i¢in DAPI, DIOC6 ve PI boyamalari
gerceklestirilmistir. Metforminin mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)’ne bagh
olarak hiicre canliligi iizerindeki etkisini gozlemlemek i¢in DIOC6 boyamasi ile
incelenmistir. Metforminin hiicre 6liimiine etkisi DNA kiriklariin goriintiilenebilmesini
saglayan DAPI ve 6l hiicre membranlarindan difiize olan PI boyamalari ile incelenmistir.

DIOCE6 ile boyanan canli hiicreler yesil floresan renkte gézlenmistir. 1 mM ve 2 mM
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metforminin hem 24 sa hem de 48 sa uygulamasi hiicre canliliginda belirgin bir azalmaya
sebep olmamistir. Ancak 5 mM metformin 48 sa metformin uygulamasinda daha etkili
olmakla birlikte 24 sa uygulama siiresinde de hiicre canliligin1 %50 oraninda azaltmistir.
10 mM metformin MMP kaybini arttirarak, MDA-MB-231 mem kanseri hiicre canlilign1

onemli 6l¢iide azaltmistir (Sekil 11).

Kontrol

Isik

24 sa

DiOC6

48 sa

Sekil 11. Metformin uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerindeki zamana ve doza bagimh
etkisinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde DiOC6 florasan boyama ile
gosterimi. Olgek gubugu: 50 pm

DAPI veya 4',6-diamidino-2-fenilindol, DNA'daki adenin-timinden zengin bolgelere
giiclii bir sekilde baglanan floresan bir boyadir. Floresan mikroskopisinde yaygin olarak
kullanilir. DAPI ¢6zeltide minimum floresansa sahiptir, ancak DNA'ya baglandiginda
parlak bir sekilde floresan hale gelirler. Apoptoz sirasinda DNA, ¢ok sayida DNA cift
sarmal kirilmast (DSB'ler) olusturan interniikleozomal béliimlerde kapsamli
parcalanmaya ugrar. Onlarin varligi, apoptotik hiicrelerin en karakteristik belirteclerinden
biri olarak kabul edilir. Apoptotik hiicreleri tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan
DAPI boyamada DSB'leri isaretleyen florokrom boyasi olarak bilinmektedir. Metformin
I mM, 2 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda 24 sa ve 48 sa uygulamalarmi takiben

incelendiginde, DNA kriklarinda anlamli bir artis goézlenmemistir. 48 sa 10 mM
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metformin uygulamast MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde DNA kiriklarina bagl
olark hiicre 6limiinii arttirmistir (Sekil 12).

Metformin
1 mM 2 mM

Kontrol

24 sa

DAPI

sa

48

’ L IPEET: % <

Sekil 12. Metformin uygulamasinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerindeki
apoptotik etkisinin DAPI boyama yontemiyle zamana ve doza bagli olarak gosterimi.

Olgek ¢ubugu: 50 um

Propidium iyodiir, hiicreleri ve niikleik asitleri boyamak i¢in kullanilabilen bir floresan
interkalasyon ajamidir. PI, bazlar arasinda ¢ok az veya hi¢ dizi tercihi olmadan araya
girerek DNA'ya baglanir. Sulu bir soliisyondayken, PI maksimum 493 nm floresan
uyarimina ve maksimum 636 nm emisyona sahiptir. 10 mM Metformin uygulandiginda

membran biitiinliigii bozulan hiicreler kirmizi renkte gozlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda doza ve zamana bagli Metformin

Propidyum iyodiir
24 sa

48 sa

uygulmasinin mitokondri membran potansiyeli {izerindeki etkisinin Pl boyama

yontemiyle gosterimi. Olgek gubugu: 50 pm

Hiicre sagkalim test sonuclarina gore 24 sa ve 48 sa uygulanan 10 mM metformin hiicre
canliligin1 sirasiyla %40 ve %50 oraninda azaltmistir. 10 mM metforminin zamana bagl
olarak hiicre ¢ogalmasina etkisi tripan mavisi deneyi ile incelenmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 10 mM metformin sitotoksik bir etki gostermis, hiicre canliliginda

zamana bagl olarak hiicre gogalma hizini baskilamstir (Sekil 14).
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Sekil 14. 10 mM metformin hiicre ¢ogalma hizina etkisinin tripan mavisi deneyi ile
belirlenmesi. (* p<0,05)
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Sonug olarak 10 mM metformin, 48 sa uygulama siirecinde MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre canliligini azaltmis, hiicre proliferasyonunu baskilamig ve hiicre 6limiini MMP

kaybini tetikleyerek arttirmistir.

4.3 Zamana bagh Metformin uygulamasi MDA-MB-231 iiclii negatif meme kanseri
hiicrelerinin apoptotik hiicre 6liimiinii arttirmmstir

Son caligmalar, metforminin birgok kanser tiiriinde tiimdr biiyiimesini
baskiyalabilecegini, kanser riskini azaltabilecegi ve kanserli hastalarda iyilestirilmis

prognoz ile iligkili oldugu gostermistir [104,105,106].

Metformin (10 mM)
a
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Sekil 15. a) Metformin uygulamasinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin koloni
olusturma potansiyeline etkisinin incelenmesi. b) Zamana bagli metformin tedavisi
sonucunda olusan kolonilerin sayisinin Image J programi kullanilarak gdsterimi

(****p<0,0001)
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Bu calismalar referans alinarak Metforminin MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni
olusturma potansiyelleri hedeflenerek hiicre proliferasyonu lizerindeki etkisini incelemek
icin koloni olusumu deneyi gerceklestirilmistir. Metforminin uzun siireli etkisi
incelendiginde 24 sa ve 48 sa uygulamalarinin koloni olusturma potansiyeline etkileri
kontrol grubuna (410 koloni) kiyasla sirasiyla 265 ve 72 koloni olarak belirlenmistir.
Koloni sayis1 ve koloni ¢aplart dikkate alindigina 10 mM metforminin 48 sa uygulamasi
anlamli 6l¢iide hiicre gogalmasini baskiladigi gosterilmistir (Sekil 15a-b).

Metforminin apoptotik hiicre 6liimii tizerindeki etkisini gézlemlemek i¢in hiicreler 24 ve
48 saat boyunca segili konsantrasyon 10 mM metformin ile muamele edilmis ve ardindan
toplam protein izolasyonu yapilmistir. Apoptozla iliskili proteinler (BIM, BAD, BAK,
kesilmis kaspaz 3, kesilmis kaspaz 9 ve PARP) ifadeleindeki degisim immiinoblotlama
ile incelenmistir. Apoptotik hiicre o6liimii hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik
proteinler tarafindan diizenlenmektedir. Pro-apototik protein olan BIM normal doku
homeostazi i¢in gerekli hiicre 6liimil ve hayatta kalmay1 diizenlemek i¢cin BAD gibi pro-
apototik proteinler ile calisir. Kanser hiicrelerinde azalmis BIM ekspresyonu tiimér
olusumunu indiiklemektedir. Calismamizda metformin 24sa ve 48sa uygulamalarini
takiben Bim, Bad ve Bak pro-apototik proteinleri incelenmistir. Bunun sonucunda Bad,
Bak protein ifadelerinde kontrol grubuna kiyasla 4 kat artig ve Bim protein
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 2 kat artis gézlenmistir (Sekil 16a-b).
Apoptotik hiicre 6liimiinde etkili olan bir diger proteinler ise kaspazlardir. Uygun sinyal
gelene kadar inaktif durumda bulunan kaspazlar aktiflestikten sonra apoptotik yolakta
gorev alirlar. Aktiflesen kaspaz 9 parcalanarak baslaticit kaspaz gorevi gorerek efektor
kaspaz olan kaspaz 3’iin aktiflesmesini saglar ve bu sekilde igsel apoptotik yol lizerinden
hiicre 6liimiiniin gerceklesmesini saglar.

Metformin uygulamasinin kaspaz 3 ve kaspaz 9’a apoptotik hiicre 6liimii lizerindeki
etkisini gostermek i¢in immiinoblotlama gercgeklestirilmistir. Kesilmis kaspaz 9 ve buna
bagli olarak kesilmis kaspaz 3 protein ifadelerinde meformin uygulmasindan sonra

zamana bagli olarak kontrol grubuna kiyasla 4 kat artis gézlemlenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. a) MDA-MB-231 hiicrelerinde Metformin uygulamasii takiben apoptoz
belirte¢ proteinlerinin anlatimlarinin  GAPDH kontrol kullanilarak ChemiDoc MP
Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi. b) Image J programi kullanilarak, zamana baglh
metformin uygulamasina bagli apoptotik proteinlerin anlatimlarindaki degismelerin

grafiksel gosterimi. (****p<0,0001)

Kaspaz aracili apototik hiicre o6liimii PARP’1in bdliinmesi yoluyla gerceklesmektedir.
Kaspaz 3 ekspresyonundaki artisa bagli olarak kesilmis PARP ifadesinde de artig
gozlemlenmektedir (Sekil 16).

38



Sonug olarak Metformin uygulamasi ile MDA-MB-231 hiicrelerinde uygulama siiresine
bagli olarak, koloni olusumunda 4 kat azalma meydana geldigi, proliferasyonun
baskilandig1 ve apoptotik belirteclerin ifadelerindeki artis ile apototik hiicre Oliimiinii

indiikledigi gosterilmistir.

4.4 Zamana bagh metformin uygulamasi ile MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde otofaji mekanizmasina etkisi

Organel hasari, anormal proteinlerin varligi ve besin yoksunlugu gibi cesitli stresli
kosullar altinda meydana gelen hiicre homeostazin1 diizenleyen bir siire¢ olan otofaji
apoptotik olmayan hiicre oliimiiyle baglantili olmasina ragmen, hiicre i¢i dengeyi
saglamasindan dolay1 bir hayatta kalma mekanizmasi olarak diisliniilmektedir. Zamana
bagli metformin uygulamasinin otofajiye bagli hiicre 6liimii tizerindeki etkisini gdstermek
icin 24 ve 48 saat metformin uygulamasindan sonra otofajiyle iliskili proteinler (AtgS,
Atg7, Beklin-1) ile immiinoblotlama incelenmistir. Beklin-1 proteini otofajinin merkezi
diizenleyicisidir. Ayrica meme, yumurtalik gibi bircok kanser tiiriinde ekspresyonunda
azalma gozlemlenen bir tiimor baskilayicidir. Bu nedenle azalmig Beklin-1 ekspresyonu
timorogenez ile iligskilendirilmistir. 24 ve 48 saat boyunca etkin doz olan 10 mM
Metformin uygulamasi sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinde Beklin-1 ifadesinde
sirastyla 2 kat ve 2,3 kat artis gozlenmistir. Bir diger otofaji diizenleyicisi olan Atg5
otofagazom uzamasina katilimi agisindan otofaji i¢in gerekli merkezi bir diizenleyicidir.
Yapilan calismalarda Atg5’in inhibe edilmesi kemoterapiye kismi dirence neden
olmustur. Otofajinin diizenlenmesinde gorev alan Atg7 eksikligi otofajiden yoksun bir
fenotip ortaya ¢ikmasina ve hiicre homeostazinin bozulmasina neden olmaktadir. Hiicreler
10 mM Metformin ile 24 ve 48 saat muamele edildikten sonra immiinoblotlama
gerceklestirilerek Atg5 ve Atg7 protein ekspresyonundaki degisim gozlenmistir (Sekil 17
a-b).
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Sekil 17. a) Metformin uygulmasini takiben MDA-MB-231 hiicrelerinde GAPDH kontrol
kullanilarak otofaji belirte¢ protein anlatimlarinin ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi
kullanilarak gosterilmesi. b) MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda zamana bagh
10 mM Metformin ile tedavisi sonucunda otofaji belirte¢ proteinlerinin anlatiminda

meydana gelen degisikliklerin Image J programi kullanilarak grafiksel gosterimi.

(****p<0,0001)

Immiinoblotlama sonucunda énemli otofaji diizenleyicisi olan Atg5 ifadesinde 24 saat
metformin uygulamasi ile anlamli bir fark gézlenmezken, 48 saat metformin Atg5 ifadesin
2 kat artisa sebep olmustur. Atg7 ifadesinde hem 24 sa hem de 48 sa metformin uygulama
sliresine bagl olarak kontrol grubuna kiyasla 2 kat artis gdzlenmistir (Sekil 17 a-b).

48 saat metformin uygulamasi sonrasi fosforile mTOR (Ser2448) ifade seviyesinde

kontrol grubuna kiyasla 2 kat azalma gozlemlenmis ancak total mTOR ifadesinde
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metformin uygulamasina bagli olarak anlamli bir degisiklik olmamistir (Sekil 18 a-b).
mTOR aktivitesi otofaji mekanizmasi ile zit ¢alisan bir mekanizmay1 hiicre sagkalimi ve

enerji metabolizmasini desteklemektedir.
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Sekil 18. a) Metformin uygulmasini takiben MDA-MB-231 hiicrelerinde GAPDH kontrol
kullanilarak mTOR ve p-mTOR protein anlatimlarinin ChemiDoc MP Imaging Sysytem
cihazi ile gosterilmesi. b) Zamana bagli 10 mM Metformin ile tedavi sonucunda MDA -
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda otofajiye etkisi olan mTOR ve p-mTOR protein
anlatim oranlarmin Image J programi kullanilarak grafiksel anlatimi. (** p<0,01, ***

p<0,001)

Sonu¢ olarak, Metformin uygulamasi, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
apoptotik oliime ek olarak mTOR aktivitesinin inhibisyonu yoluyla otofajiyi indiikledigi
ve otofajiye bagl hiicre 6liimii kaynakli tlimor biiylimesini inhibe edici etki gosterdigi

gozlenmistir.

41



4.5 Metformin Hippo sinyal yolunun aktivasyonu ile MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin cogalmasimi ve invazyonunu baskilamistir

Hiicre oliimii, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre farklilasmasini modiile eden hippo sinyal yolu
hiicre sayisini diizenleyerek, hiicre homeostazinda gorev almaktadir. Birbiriyle iligkili iki
transkripsyonel faktor olan YAP ve TAZ doku onariminda, organ boyut kontroliinde
kanser tedavisinde dnemli bir yere sahiptir.

Bu c¢alismada metformin uygulanan MDA-MB-231 i¢lii negatif meme kanseri
hiicrelerinde Hippo sinyal yolu iizerindeki etkisini gézlemek i¢in metformin ile 24 ve 48
saatlik uyguamalar takiben Hippo sinyal yolu belirtegleri olan YAP, TAZ ve p-YAP
protein ifadelerindeki degisimler immunoblot analizi ile incelendi. Anti-apoptotik, hiicre
goclinli ve invazyonu destekleyici etkiye sahip olan YAP protein ifadesinin kontrol
grubuna oranla 24 ve 48 saatlik metformin uygulamalarindan sonra sirasiyla 03 kat ve 0,4
kat seviyelerine azaldigi gézlenmistir (Sekil 19a-b).

Metformin 24 ve 48 saat uygulamalari YAP fosforilasyonunu saglayarak apoptotik
etkinligi arttiran p-Y AP seviyesinde kontrol gruba kiyasla sirasiyla 2,6 ve 2,7 kat artisa
neden olmustur (Sekil 19a-b). p-YAP ifadesi total Yap ifadesine oranlandiginda 24 sa
metformin uygulamasi 3 kat ve 48 sa metformin 3,5 kat artis saglamistir (Sekil 19¢).
Birgok kanser tiiriinde yiiksek ekspresyon gosteren anti-apoptotik etkiye sahip Hippo
sinyal yolu diizenleyicisi olan TAZ ekspresyonundaki artis kanser metabolizmasiyla
iligkilidir. Daha oOnce gerceklestirilen calismalarda Metformin ile tedavinin YAP
inhibisyonu iizerinde, MST1 ve LATSI1 etkilesimi ve ekspresyonundaki artisa bagiml

veya bagimsiz etki gosterdigi gdzlenmistir.
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Sekil 19. a) Metformin uygulmasini takiben MDA-MB-231 hiicrelerinde Hippo sinyal
yolag1 belirteg protein anlatimlarinin gosterilmesi. GAPDH yiikleme kontrolii olarak
kullanilmistir. b) Proteinlerin ifadelerindeki degisimlerinin Image J programi kullanilarak
grafiksel anlatimi. ¢) 10 mM Metformin uygulamasi (24-48 sa) sonucunda MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda YAP ve p-Y AP protein anlatim oranlarinin Image J programi

kullanilarak grafiksel anlatimi. (** p<0,01, ****p<0,0001)
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Bu calismada 24 ve 48 sa metformin uygulamast MST1 ifadesini sirasiyla 3,2 ve 3,6 kat
ve LATS]1 anlatim seviyesini sirastyla 2,1 ve 3,1 kat arttirmigtir. Buna bagl olarak YAP
ifadesinde baskilanmaya neden olmustur. Bir¢ok kanser tiirtinde tiimor baskilayict etki
gosteren SAV1 proteinin ifadesi metformin uygulamasindan sonra MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde de 24 saat uygulama ile 0,5 kat azalmisken, 48 saat metformin
uygulamasiysa 1,8 kat artmistir (Sekil 19 a-b).

Sonug olarak metformin 48 saat uygulamalarini takiben hippo sinyal yolu aktivasyonuna

bagli olarak apototik hiicre 6liimiinde artis gozlenmistir.
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5 TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiridiir ve kanser nedenli kadin
oliimlerinde meme kanseri birinci sirada yer almaktadir [3]. Meme kanseri duktal ya da
lobular olarak gelisim gostermektedir. Birgok faktor meme kanseri gelismesine neden
olmaktadir. Bunlarin basinda menopoz yasi, genetik faktorler, ailesel ve bireysel kanser
Oykiisti ve gevresel etmenler gelmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda diyabetli
kadinlarin meme kanseri olma oranin diyabetli olmayanlara gore daha fazla oldugu ortaya
koyulmustur [9]. Giinlimlizde meme kanseri tedavisini 1s1k tutmak amaciyla birgcok
calisma gergeklestirilmekte ve gesitli terdpatik ajanlarin meme kanseri tizerindeki etkisi
incelenmektedir. Ozellikle meme kanserinin bir alt tipi olan ve tiim meme kanserlerinin
%10-15’ini olusturan {iglii negatif meme kanseri Gstrojen, progesteron hormonlar1 ya da
HER?2 proteini kaynakli olmadigi i¢in hormonal tedavi i¢in kullanilan teropatik ajanlar ile
tedaviye yanit vermemektedir. Bu nedenle TNBC igin alternatif tedavi yontemlerine

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Metformin tip 2 diyabet mellitus tedavisinde ve asir1 kilolu kisilerde kan sekerini
diizenlemede kullanilan birinci basamak bir anti diyabetik ilagtir. Diyabet hastasi olan
kadinlarda meme kanseri goriilme olasiligi saglikli kisilere gore artmaktadir, 6zellikle
meme, pankreas, kolon, karaciger ve rahim kanseri riski diyabetli kisilerde artis
gostermektedir. Yapilan bir meta analizde uzun siireli Metformin tedavisinin T2D ile
iliskili meme kanseri riskini azaltacagi gosterilmistir [108]. 2010 yilinda Phoenix ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, uzun siireli Metformin ile tedavinin birincil
tiimor biiylimesinde etkili oldugu gosterilmistir [109]. Bu bilgiler 1518inda Metforminin
MDA-MB-231 {iclii negatif meme kanseri hiicre hattindaki etki mekanizmalar1 ve sinyal
yolaklar1 arastirilmis ve arastirmalar in-vitro deneyler ile desteklenmistir. MTT teknigi
kullanilarak MDA-MB-231 hiicrelerinin ilag dozuna bagli canlilik seviyesi belirlenmistir.
Tetrazolium tuzlarin1 mitokondrisi islevsel hiicrelerde NADH tarafinda mor formazon
kristallerine indirgenmesi sonucu meydana gelen renk degisimiyle hiicre canliligi
Olciilmiistiir. MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligi zamana ve doza bagh olarak 48 saatte

10 mM ilag uygulamasiyla %50 azalmistir. Liu ve arkadaslarinin 2020 yilinda
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metforminin ilag direngli meme kanseri hiicrelerinde Metforminin hiicre ¢oglamasini
gostermek igin gerceklestridigi calismada da calismamiza bnezer sekilde 10 mM

Metformin 24 ve 48 saat uygulanmustir.

Metformin bir¢ok kanser tiirlinde tiimor biyiimesini baskilayabildigi, kanser riskini
azaltict etki gosterdigi ve kanserli hastalarda iyilestirilmis hastalik seyri ile iliskilidir
[106]. Metforminin hiicre gogalmasi iizerinde etkisi yapilan koloni olusum deneyi ile
gosterilmistir. 10 mM Metformin 48 saat siire boyunca MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerine uygulandiginda koloni olusumunda azalma gozlemlenmistir koloni
olusumundaki azalmaya bagl olarak sag kalim deneyi yapilmig ve bu deney sonucunda
da metformin ile tedavinin kanser hiicrelerinin sag kalimini 6nemli Olciide azalttigi
gbozlemlenmistir. Koloni olusumu ve proliferasyon kanser hiicresinin metastaziyla
iligkilidir. Koloni olusumu ve proliferasyonu baskilanamayan meme kanseri hiicreleri
cevre doku ve organlara gecis yaparak diger doku ve organlarda meme kanseri kokenli
metastatik tlimorler olugsmasina eden olur. Ayrica siirekli proliferasyonla tiimoriin
biyolojik davramiginda proagresif degisiklikler ortaya ¢ikar. Metformin koloni
olusumunun ve proliferasyonun inhibisyonunu saglayarak meme kanseri hastalarinda

tyilestirilmis prognozla iliskilendirilir.

Apoptoz, Ornegin embriyonik gelisim sirasinda veya yetiskin organizmalarda doku
homeostazin1 korumak i¢in istenmeyen veya hatali gelisim gosteren hiicrelerin
immiinolojik olarak yok edilmesini saglayan programlanmis hiicre 6limii seklidir [110].
Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde Bcl-2, p53 ve kaspazlar rol oynamaktadir. Bel-
2 ailesi genlerin homodimer ya da heterodimer olmasi hiicrenin apoptoza egilimli olup
olmamasina baghdir. Hiicrenin apoptoza egilimli olmasi proapoptotik ve antiapoptotik
Bcl-2 aile tiyelerine baglidir; proapototik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilimlidir
antiapoptotik proteinler fazla ile hiicre apoptoza daha az egilimlidir. Sitozolde yer alan
proapoptotik proteinler; Bim, Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Noxa ve Puma’dir. Bu
proteinler apoptozu indiikleyici gorevlerini Sitokrom-c ve Apoptoz indiikleyici faktor
salmimini arttirarak gostermektedir. Metformin proapoptotik proteinler Bim, Bad, Bak ve

Bax ekspresyonunda artis saglayarak over kanser hiicrelerinde apoptoza egilimi

46



arttirmaktadir. Metforminin yumurtalik kanseri hiicrelerinde hiicre biiyiimesi ve hiicre
gocii lizerindeki etkisini gostemek igin gergeklestirilen ¢calismada Bad, Bak, Bax ve Bim
protein seviyelerinde artis gozlemlenmistir [111]. Calismamizda da gergeklestirilen bu
calismayla benzer sonuglar elde edilmistir. 10 mM Metformin ile 24 ve 48 saat boyunca
tedavi sonrasi MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde apoptoz iizerindeki etkiyi
gostermek igin proapoptotik proteinler olan Bad, Bak ve Bim ekspresyonu
immiinoblotlama teknigi ile ol¢iilmiistiir. Immunoblotlama sonrasi proapoptotik
proteinler olan Bad, Bak ve Bim protein ekspresyonunda artis gozlemlenmistir.
Metformin proapoptotik protein ifadesinde artis saglayarak, meme kanseri hiicrelerinde

apoptozu indiikler.

Bir baska apoptoz diizenleyici proteinde kaspazlardir. Sistein proteaz olan kaspazlar
hiicrede inaktiftirler, proteinleri parcalama yetenegi sayesinde birbirlerini aktiflestirirler
ve farkli proteinleri pargalayarak apoptozu indiiklerler [112]. Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz
2,8,9,10), Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7) ve Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz
1,4,5,11,12,13,14) olmak iizere {i¢ sinifa ayrilir. Kaspazlar hiicre iskeleti proteinlerini
keserek hiicre zarinda geri doniissiiz bir parcalanmaya neden olurlar. Jang ve
arkadaslarinin T24 mesane kanseri hiicreleri iizerinde yaptigi ¢alismada doza bagl
Metformin ile muameleden sonra kaspaz 3 ve PARP aktivitelerinde artig oldugu ve buna
bagl olarak apoptotik hiicrelerde dnemli bir artis gosterdigi gézlemlenmistir [113]. igsel
apoptoz yolu tyeleri olan kaspazlar sirasiyla aktive olarak hiicrenin apoptoza gitmesini
saglarlar. Kaspaz 9, Bax proteini aktive edilir ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimi
saglanir. Kaspaz protein parcalanmasiyla kesilmis (kirilmis) kaspaz 9’a doniiserek aktive
olur ve kaspaz 3 kesilimini ve buna bagli PARP kesilimini saglar ve hiicrede apoptozu
indiikler. PARP ¢ok ¢esitli fizyolojik ve patalojik fonksiyona sahip hiicresel molekiildiir.
Ik basta DNA hasarlarimin onariminda gorevli olan PARP’n ilerleyen siireclerde
apoptotik bir molekiil olduguda kanitlanmistir. PARP kaspazlarin bilinen birkag hiicresel
substratindan biridir. PARP’1 kaspazlar tarafindan boéliinmesi apoptozun bir 6zelligi
olarak kabul edilir [114]. PARP kaspaz 3 ve kaspaz 7 tarafindan boliinmesi aktivitesinin
kaybina yol agarak DNA onariminin baskilanmasina neden olmaktadir. PARP'in kaspaz

boliinmesi, DNA baglama alanmin yakininda bir niikleer lokalizasyon sinyali i¢inde
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meydana gelir ve 24 kDa ve 89 kDa fragmanlarinin olusumuyla sonuglanir [115].
Calismamizda 6nemli apoptoz belirtecleri olan kesilmis kaspaz 3, kesilmis kaspaz 9 ve
kesilmis-PARP ifadelerinde metformin uygulamasina bagli olarak artis meydana
gelmistir. Jang ve ark. T4 mesane kanseri hiicrelerinde gerceklestirdigi ¢alismaya [113]
benzer olarak, calismamizda da Metformin tedavisi sonrasi kaspaz bagimli apoptoz
tizerinde pozitif etki gézlemlenmistir. Metformin ile tedavi meme kanseri hiicrelerinde
igsel apoptoz yolag belirteglerinin ekspresyonunda artisa neden olarak hiicrenin

programlanmis hiicre 6liimiine gitmesini saglamistir.

Otofaji besin yoksunlugu gibi olumsuz kosullara adaptasyon saglamak igin bir yanit
olarak, lizozomlar araciligiyla oldukg¢a siki kontrol altinda olan hiicrenin kendi kendini
yok etme (self-eating) siireci olarak hiicre homeostazini saglar. Otofaji mekanizmasinda
hiicreler kaspaz bagimsiz yoldan hiicre 6liimiine gider. Hiicrede otofajik hiicre 6liimiinii
diizenleyen mekanizmalar bulunmaktadir. Goziiagik ve Kimchi’nin 2006 yilinda yaptigi
calismada antiapoptotik bir sinyal yolaginda etkili olan mTOR aktivitesinin inhibe
edilmesiyle, p53 aktivasyonu otofajiyi uyarir [116]. Burdan yola ¢ikarak calismamizda
Western blot analiziyle mTOR ve p-mTOR protein ekspresyon seviyeleri 6lgiilerek
Metforminin otofaji {izerindeki etkisinin mTOR mekanizmasina bagli olup olmadigi
incelenmistir. Metforminin zamana bagli uygulanmasi sonucunda mTOR ekspresyon
seviyesi sabit kalirken p-MTOR ekspresyon seviyesinde zamana bagl olarak azalma
meydana gelmistir. Buna bagli olarak Metforminin otofaji uyarici etkisinin mTOR
sinyallesmesine bagli oldugu gosterilmistir. Fagafor olusumu ve otofagazom olusumunda
farkli molekiiller gorev almaktadir. Otofajinin ilk asamasinda fagafor olusumu meyana
gelir, fagafor kapandiktan Atg porteinleri uzaklastirililarak Otofaglizozom olusumu
meydana gelir. Atg5, Atg7 ve Beclin 6nemli otofaji belirtecleridir. Atg7 tarafindan aktive
edilerek Atgl2 ve Atgl6 ile kompleks olusturan Atg5 otofajik vezikiillerde fagoforik
membranin uzatilmasinda rol oynamaktadir. Fagafor olusumundan sonraki asama olan
otofagolizozom olugumunun ilk agamasinda Beklin proteinleri yer alir. Metforminin mide
kanseri hiicrelerinde Bekline bagimli otofaji lizerindeki etkisini gdstermek i¢in yapilan
calismada p-mTOR protein seviyesinde azalma meydana gelerek ve buna bagli olarak

Beklin protein seviyesine artma meydana gelerek mide kanseri hiicrelerinde otofajinin
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indiiklendigi gosterilmistir [117]. Gergeklestirilen ¢alismamizda metformin ile tedavi
sonrasinda MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde tedavi siiresine bagli olarak Beklin-
1, Atg5 ve Atg7 preotein ifadelerinde artis g6zlenmistir. Sonug olarak metformin ile tedavi
ticlii negatif meme kanseri hiicrelerinde fagafor ve otofagazom olusumunu destekleyerek

ve mTOR inhibisyonuna bagimli olarak otofajinin indiiklenmesini saglar.

[lk olarak Drosophila melanogaster model organizmasinda kesfedilen Hippo sinyal yolag
organ buyiikliigii ve doku homeostazinin merkezi bir diizenleyicisidir. Memeli Hippo
sinyal yolu iizerinde yapilan g¢aligmalarda bu sinyal yolunun bazi iiyelerinin kanser
gelisiminde role sahip olduguna dair kanitlar ortaya ¢ikarilmigtir, MST1/2, LATS1/2,
YAP1/2, TAZ1/2, SAV kanser gelisiminde rol oynayan hippo sinyal yolu belirtegleridir
[118]. Hippo sinyal yolu proliferassonu inhibe ederek, apoptozu indiikleyerek organ
boyutunu ve tiimdr olusumunu tlizerinde anahtar tol oynamaktadir. Fosforilasyon yoluyla
diizenleme mekanizmasina sahip Hippo sinyal yolaginda, yukar1 akis kinazlar1 ya da
kendiliginden aktive olan MST1 ve asag1 akis kinazlar1 tarafindan aktive olan LATSI
YAP/TAZ’n fosforilasyonunu saglar. Giiglii bir onkogen olan YAP, DNA hasar1 oldugu
durumlarda YAP tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadir. Yapilan caligmalarda,
Hippo sinyal yolu tarafindan diizenlenen efektér YAP proteinin DNA hasari1 sonrasi
verdigi tepkiye dayanarak, Hippo sinyal yolunun YAP proteini araciligiyla apoptozu
kontrol edebilecegi ileri siirlilmiistiir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda YAP
aktivasyonun kanser tedavisinde ilag¢ direnci ile iliskili oldugu ileri siiriilmiis ve yapilan
deneyler sonucunda ilaca duyarli meme kanseri hiicrelerinde direng gdstermeyenlere
kiyasla daha fazla YAP ekspresyonu oldugu gézlemlenmis. Buna bagl olarak yapilan in
vivo deneylerde niikleusta bulunan YAP seviyesinin metformin ile tedaviden sonra agagi
regiile edildigi gosterildi [119]. Fosforillenmis YAP sitozolde lokalize olur ve timor
bliylimesinde azalmay1 saglar ancak fosforile edilmemis Y AP ¢ekirdekte lokalizedir hiicre
ve timor biiylimesini destekler. YAP ekspresyonu cesitli insan kanserleri ile
iligskilendirilmistir. Hippo sinyal yolu belirteci olan SAV1’in pankreas kanseri gelisimi
tizerindeki rolii ve mekanizmasii gostermek i¢in yapilan calismada; Pankreas kanseri
metastazi ve apoptozu tlizerindeki SAV1 etkisi degerlendirildi ve SAVI1’in asir

ekspresyonunun hiicre gocii ve istilasin1 baskiladigi ve apoptozu destekledigi gosterildi
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[120]. Bu bilgiler 1s18inda ¢aligmamizda MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
Metformin uygulamasindan sonra Hippo sinyal yolu belirtecleri ve diizenleyicileri olan
MST1, LATS1, YAP, p-YAP ve SAV1 protein seviyelerindeki degisimi ve bunun
apoptoza etkisini gdstermek istedik. Immunoblotlama teknigi kullanilarak MST1, LATS1,
YAP, p-YAP ve SAV1 protein ekspresyonlarindaki degisimler 6l¢iildii. Bunun sonucunda
YAP fosforilasyonunda gorevli olan MST1 ve LATS1 ve p-YAP protein seviyelerinde
zamana ve metformin uygulmasina bagli olarak artis meydana geldigi gézlemlenirken
YAP protein seviyesinde azalma meydana geldi. Metastaz ve apoptoz iizerinde etkili
oldugu bilinen SAV1 ekspresyonunda artis gézlemlendi (Sekil 15). MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde metformin muamelesi ile Hippo sinyal yoluna bagli apoptozun
indiiklendigi ve hiicre gog¢ii ve hiicre istilasinda azalma oldugu gosterildi. Yapilan
deneyler sonucunda Hippo sinyal yolag: belirtecleri MST-1, LATS-1 ve p-YAP protein
ekspresyonlarindaki artisa bagh olarak Metformin ile tedavi sonucunda Hippo sinyal

yolaginin hiicre 6liimii lizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak, gerceklestirilen deneyler 1s181nda Metformin uygulamasinin MDA-MB-231
ticli negatif meme kanseri hiicrelerinde Hippo sinyal yoluna bagli apoptozun
indiiklenmesinde ve yine ayni yolaga bagli olarak hiicre gociliniin ve hiicre istilasinin
inhibe edilmesini sagladig1 gosterilmistir. Ayrica metformin uygulamasinin meme kanseri
hiicrelerinde mTOR inhibisyonuna bagli olarak otofaji mekanizmasinin indiiklenmesini

sagladig1 gosterilmistir.

Deneylerden elde edilen verilerin gelecekte in vivo ¢alismalarda ve bu ¢alismalar bagl
olarak faz ¢aligmalarinda 6ncii veri olarak kullanilmasi hedeflenmektedir. Son yillarda tip
2 diyabet tedavisinde kullanilan inkretin grubu bir molekiil olan Liraglutide ile birlikte
tedavi uygulanarak metformin etkisi arttirilarak tedaviye daha fazla katki saglamasi ve
son yillarda incelenmeye baslanilan Hippo sinyal yolagi lizerinde caligmalara katki

saglamasi beklenmektedir.
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7 EKLER

7.1 EK A HUCRE KULTURU

Tablo 1. Kullanan hiicre kiiltiir ekipmanlari

Adi Katalog Numarasi Firma Adi
DMEM 41966-029 Gibco
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
PBS BE17-51-5F LONZA

FBS P290310 Pan Biotech
Penisilin /Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
MDA-MB-231 ATCC HTB-26 ATCC

Siringa filtreleri (0.22 um) 99722 TPP
Dondurma Medyas1

75cm? hiicre biiyiitme kaplari 90076 TPP

25cm? hiicre biiyiitme kaplari 90026 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

100 mm hiicre biiylitme kaplar1 | 93100 TPP
Hemositometre - Neubauer
Kriyovial tiip V7634 NUNC
Laminar Flow 124692 Thermo Scientific
Etiiv Heracell 1150 Thermo Scientific
Mikropipet uglari - CAPP

(10 -100 -1000 pl)

Enjektor set 21G ASTRAJE CT
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7.2 EK B KULLANILAN CIHAZLAR

Tablo 2. Kullanilan cihazlar.

Adi Firma Adi Katalog numarasi
Santrifiij Eppendorf 5417R

Hassas tarti Sartorius LE6202S
Otoklav Niive 0TO32
Buzdolab1 Arcelik 4263TMB
Inkiibator Niive EN 025
Calkalayici BioRad -

Floresan Mikroskobu Olympus Model:XDS-1B
Laminar Flow 124692 Thermo

-80°C New Brunswick Scientific | U725 innova
Derin dondurucu Arcelik 2041D

S1v1 azot tanki Air Liquid Arpege
Mikropipet (0.5-10pul) Thermo Scientific EH52836
Mikropipet (10-100 ul) Thermo Scientific EH46925
Mikropipet (100-1000 pl) | Thermo Scientific T27274

PVDF Membran Thermo Scientific 88518
Mikroplaka okuyucu BioRad 680

Inverted mikroskop SOIF Model: XDS-1B
Akis Sitometri cihazi BD Acuri C6 AC6531280147
Kar-Buz makinesi ScorsMan AF80

Transfer Cihazi BioRad 10016505C
Elektroforez sistemi BioRad 165-8000

Gili¢ Kaynagi BioRad PowerPac/B
Spin mini spin olus LabNet SNO0708

Distile su cihazi TKA-Pacific D56412

Yatay Elektroforez sistemi | BioRad Gel XL ultra V-2
Vortex Stuart equipment SA8

Laminar Flow Niive LNO090
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7.3 EK C KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler.

Adi Firma Ad1 Katalog Numarasi
Ethanol ALKO MED CAS 64-17-5
DMSO MERCK K46505343 517
DMSO Sigma Aldrich A9099

DiOCe Boya Fluka 2129966

DAPI Boya

Pl Boya Sigma Aldrich P4170-100MG
FBS Pan Biotech P290310

MTT Soliisyonu Sigma Aldrich M2128-5G

PBS Lonza BE17-51-5F
SDS Applichem UN1888
Agaroz Sigma Aldrich A9539

Yagsiz sut tozu
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7.3 EK D KULLANILAN ANTIiKORLAR
Tablo 4. Kullanilan antikorlar

Adi Firma Ad1 Katalog Numarasi
BIM Cell Signaling Technology | 293

BAD Sigma Aldrich HPA028185
BAK Sigma Aldrich PRS3347
Cleaved-Cas3 Cell Signaling Technology | 9661
Cleaved-Cas9 Cell Signaling Technology | 2974
Cleaved-PARP Cell Signaling Technology | 5625

Beclin Cell Signaling Technology | 3495

Atg5 Cell Signaling Technology | 12994

Atg7 Cell Signaling Technology | 8558

mTOR Cell Signaling Technology | 2974
p-mTOR Cell Signaling Technology | 2974

LATS1 Sigma Aldrich MABS1823
MST1 Sigma Aldrich SAB1410800
SAV1 Sigma Aldrich HPA001808
YAP Sigma Aldrich SAB4500094
p-YAP Sigma Aldrich SAB5700541
GABDH Sigma Aldrich SAB2108668
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7.4 KULLANILAN COZELTILER

7.4.1 Hiicre Dondurma Medyas1 Hazirlanisi

9ml Fetal s1gir serumu (FBS)

1 ml Dimetil siilfoksit (DMSO)

FBS ve DMSO kullanilarak hiicre kiiltiiriine uygun olarak medya hazirlanir ve hazirlnan
medya 0.22 mm’lik filtre kullanilarak siiziiliir. Elde edilen dondurma medyasi -20 °C’de

muhafaza edilir.

7.4.2 Bradford Cozeltisinin Hazirlanisi

25,0 mg Coomassie mavisi

12,5 ml %95 Ethanol

25,0 ml %85 Asetik asit

212,5 ml Distile su

Coomassie mavisi, %95 Ethanol, %85 asetik asit ve distile su kullanarak hazirlanan

karisim +4°C ‘de muhafaza edilir.

7.4.3 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozelisinin Hazirlanis1 (100 ml i¢in)
10,0 gr SDS
100 ml Distile su

SDS ve distile su kullanilarak hazirlnan ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.4.4 10X Yiiriitme Tamponu Hazirlansi

30,3 gr Tris-baz

144.0 gr Glisin

10,0 gr SDS

1000 ml Distile su

Tris ve glisin 800 ml distile su icerisinde ¢otilerek pHS8,3’e ayarlanir. Cozelti hacmi 1000

ml’e tamamlanarak oda sicakliginda muhataza edilir.

7.4.5 10X Transfer Tamponu Hazirlanis:
30.3 gr Tris-baz
144.,0 gr Glisin

1000 ml Distile su
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Tris-baz ve glisin 800 ml distile suyun iginde ¢dzdiiriilerek pH 8,3’e ayarlanir. Cozelti

hacmi 1000 ml’e tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.4.6 10X Tris tampon (TBS) Cozeltisinin Hazirlamisi

12,11 gr Tris-baz

86,6 gr Sodyum kloriir (NaCl)

1000 ml distile su

Tris-baz ve NaCl 800 ml suyun i¢inde ¢6zdiirtilerek pH 7,62 ye ayarlanir. Cozelti hacmi
1000 ml’e tamamlanir. TBS-Twen ¢6zeltisi i¢cin 1X TBS igerisine 1:1000 oraninda Twen

eklenerek ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.4.7 %S5 Siit Cozeltisinin Hazirlanis1 (50 ml i¢in)
2,5 gr yagsiz siit tozu
50 ml 1X TBS-T ¢ozeltisi

Cozelti hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilir.

7.4.8 Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlams1 (10 ml icin)
M-PERTM Mammalian Protein Extraction Reagent 10 ml
Roche® PhosSTOP fosfataz inhibitdr kokteyli 1 tablet

Roche® proteaz inhibitor kokteyli 1 tablet

+4°C'de muhafaza edilir.

7.4.9 5X Laemli Tamponunun Hazirlanmisi (10 ml icin)

1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml

Bromofenol mavisi (%1(agirlik/hacim)) 0,5 ml Gliserol 5,0 ml
3-merkaptoetanol 2,5 ml

Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04) 2,0 gr

-20°C'de muhafaza edilir.

7.4.10 %30 (v/v) Akrilamid/Bis-Akrilamid Cozeltisinin Hazirlanis1 (100 ml)
29,2 gr Akrilamid (C3HsN20,)

0,8 gr Bisakrilamid (C7HsN20,)

100 ml Distile su
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Cozelti hazirlanarak +4°C’de muhafa edilir.

7.4.11 %10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisinin Hazirlanisi1 (10 ml)
1,0 gr Amonyum persiilfat (NH4)2S20s)

10 ml Distile su

Cozelti hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilir.

7.4.12 Tris-Baz Cozeltisinin Hazirlams1 (pH 8,8)

90,8 gr Tris-baz (C4H11NO3)

1000 ml Distile su

800 ml disitle su i¢inde belirtilen miktarda tris-baz ¢oziilerek pH 8,8’e ayarlanir,

Cozeltinin hacmi 1000 ml’e tamamlanir.

7.4.13. Tris-Baz Cozeltisnin Hazirlamis1 (pH 6,8)

30,25 gr Tris-baz (C4H11NO3)

1000 ml Distile su

800 ml disitle su i¢inde belirtilen miktarda tris-baz coziilerek pH 6,8’¢ ayarlanir,

Cozeltinin hacmi 1000 ml’e tamamlanir.

7.4.14 %12 (v/v) Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

Alt Jel (2 jel igin)
Distile su 3,4 ml
Tris-baz ¢ozeltisi (pH 8,8) 2,5ml
%10 SDS 0,1 mi
Akrilamid/Bis-Akrilamid 4,0 ml
APS 0,05 ml
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,005 ml
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Ust Jel (2 jel igin)

Distile su 3,075 ml
Tris-baz ¢ozeltisi (pH 6,8) 1,125 ml
%10 SDS 0,05 ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid 0,67 ml
APS 0,025 ml
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,005 ml

7.4.15 Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlanisi (10 ml)
0,15 gr p-Kumarik asit (CoHsO3)
10 ml Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Cozelti hazirlanarak +4°C’de muhafaza edilir.
7.4.16 Tris-Baz Cozeltisinin Hazirlamis1 (pH 8,5)

60,5 gr Tris-baz (C4H11NO3)
500 ml Distile su

Cozelti hazirlanarak oda sicakliginda muhafaza edilir.
7.4.17 Luminol Cozeltisinin Hazirlanmisi (10 ml)

0,44 gr Luminol (CsH7N305)
10 ml Dimetilstilfoksit (DMSO)

Cozelti hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilir.
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7.4.18 Kemiluminesans Cozeltisinin Hazirlanisi

Kemiluminesans A Cozeltisi

Distile su 9,0 mi
1M Tris-baz ¢ozeltisi(pH 8,5) 1,0 mi
Kumarik asit ¢ozeltisi 45,0 ul
Luminol ¢ozeltisi 100,0 pl
Kemiluminesan B Cozeltisi

Distile su 9,0 mi
1M Tris-baz ¢ozeltisi (pH 8,5) 1,0 ml
Hidrojenperoksit (H205) 6,0 ul
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