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OZET

Amag: Bu calismanin amaci, insan meme kanseri (MCF-7) ve insan over epitel kanseri
(OVCAR-3) hiicre hatlarinda 6stradiol hemihidrat (ES) varliginda ve yoklugunda
Sparstolonin B'nin (SsnB) hiicre proliferasyonu ve apoptoz iizerindeki etkisini
belirlemektir. Fosfoinositol-3 kinaz (PI3K), fosforile protein kinaz B (p-AKT),
fosforile mTOR (rapamisinin mekanistik hedefi) sinyal proteinleri ve sfingomyelin

(SM) /Seramid (CER) metabolitleri ¢alisma kapsaminda 6l¢iildii.

Gere¢ ve Yontemler: SsnB tedavisinin anti-proliferatif etkileri gesitli zaman ve
konsantrasyonlarda degerlendirildi. Hiicre proliferasyonu, Proliferatif Hiicre Niikleer
Antijeni (PCNA) olgiilerek belirlendi. PCNA protein miktar1 ELISA ile hiicresel
dagilimi immiinfloresan mikroskobu ile degerlendirildi. Hiicrelerin canlilifini test
etmek i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) analizi
kullanilirken, CER, sfingozin-1-fosfat (S1P) ve SM miktarlarini analiz etmek i¢in LC-
MS/MS kullanildi. Apoptozu degerlendirmek i¢cin TUNEL yontemi kullanilirken,
PI3K, p-AKT ve p-mTOR proteinlerinin seviyelerini 6l¢gmek i¢in immiinfloresan

boyama ve enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) kullanildi.

Bulgular: SsnB uygulamasi hem estradiol varliginda hem de yoklugunda, MCF-7 ve
OVCAR-3 kanser hiicrelerinde hiicre canliligin1 6nemli 6l¢giide azaltti, ancak saglikli
insan fibroblastlarinda toksisiteye neden olmadi. S1P, PI3K, p-AKT ve p-mTOR
seviyeleri SsnB ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde kontrol gruplartyla
karsilastirildiginda, anlaml bir diisiis gosterdi. Ayrica, SsnB ile kiiltiire edilen kanser
hiicrelerinde C16-C24 CER’lerin intraseliiler seviyelerinde belirgin bir artis ve

apoptoza yonelim oraninda anlamli bir yiikselme tespit edildi.

Sonug¢: SsnB, hiicre proliferasyonunu azaltirken, CER birikimini ve apoptozu tesvik

ederken S1P, PI3K, p-AKT ve p-mTOR seviyelerini 6nemli derecede diisiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sparstolonin B; CER, apoptoz, PI3K, AKT, mTOR



ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to determine the effect of Sparstolonin B (SsnB)
on cell proliferation and apoptosis in human breast cancer (MCF-7) and human ovarian
epithelial cancer (OVCAR-3) cell lines in the presence and absence of estradiol
hemihydrate (ES). Phosphoinositol-3 kinase (PI3K), phosphorylated protein kinase B
alpha (p-AKT), phosphorylated mTOR (mechanistic target of rapamycin) signaling
proteins, and sphingomyelin/ceramide metabolites were also measured within the

scope of the study.

Methods: The anti-proliferative effects of SsnB therapy were evaluated over a range
of times and concentrations. Cell proliferation was determined by measuring the
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA). PCNA was quantified by ELISA and cell
distribution was assessed by immunofluorescence microscopy. MTT analysis was
used to test the vitality of the cells, while LC-MS/MS was used to analyze the amounts
of ceramides (CERs), sphingosine-1-phosphate (S1P), and sphingomyelins (SMs).
TUNEL labeling was used to assess apoptosis, while immunofluorescence staining and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) were used to measure the levels of

PI3K, p-AKT, and p-mTOR proteins.

Results: SsnB administration significantly decreased cell viability in MCF-7 and
OVCAR-3 cells both in the presence and absence of ES, while it did not cause toxicity
in healthy human fibroblasts. In comparison to controls, cancer cells treated with SsnB
showed a significant drop in the levels of S1P, PI3K, p-AKT, and p-mTOR. In cancer
cells cultured with SsnB, a significant increase in intracellular concentrations of C16-

C24 CERs and apoptosis was observed.

Conclusions: SsnB downregulated the levels of S1P, PI3K, p-AKT, and p-mTOR

while reducing cell proliferation and promoting ceramide buildup and apoptosis.

Key Words: Sparstolonin B; ceramide; apoptosis; PI3K; AKT; mTOR
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1.GIRiS

Sagliklt organ ve dokudaki yeni olusan hiicrelerin boliinme hizi ile yaglanmig
hiicrelerin boliinme hizi ve oliimii arasinda bir homoestaz vardir. Bu homeostatik
dengenin bozulmasi hiicrelerin programsiz ve kontrolsiiz ¢ogalmasina yani kansere
neden olur. Diinya da kardiyovaskiiler rahatsizliklardan sonra kanser, 6liim insidansi
en yiiksek ikinci hastalik ¢esididir.

Meme kanseri, ozellikle kadinlarda sik goriilen bir hastalik olup 6liim orani iist
siralarda yer alan bir kanserdir. 2022 y1l1 raporlarina gore, meme kanseri yaklasik 2.3
milyona ulasan vaka sayisi ile diinya capinda kadinlar arasinda en sik teshis edilen
kanser olmaya devam etmektedir. Yaklasik kiiresel olarak 670.000'den fazla 6limden
sorumludur. Meme kanserinin 185 lilkenin 157'sinde kadinlarda en ¢ok tanimlanan
kanser olmasi, kiiresel yaygmligim ortaya koymaktadir. Insidans oranlar1 genellikle
yiiksek Insani Gelisme Endeksi (HDI) skorlarina sahip iilkelerde daha yiiksektir; bu
tilkelerde her 12 kadindan neredeyse 1'ine yasamlar: siiresince meme kanseri tanisi
konmas1 muhtemeldir (Bray ve ark., 2024). Diinya Saglik Orgiitii (WHO- World
Health Organization)’niin son bildirisinde meme tiimoérleri siniflamasinda, meme
kanseri 20 major grup ve 18 mindr alt grup varyanti tanimlanmistir (Ferlay ve ark.,
2015). Meme kanserinin tedavisinde, daha c¢ok cerrahi tedavi pogramlari
uygulanmakta olup yakin zamanda kemoraterapi, radyoterapi ve terapotik ajanlarla

tedavi desteklenmeye baslanmistir (Dowlatshahi ve ark., 1997).

Endometrial kanser (EK) jinekolojik hastaliklarda bilinen malignitedir ve insidansi
giin gectikge yiikselmektedir (Njoku ve ark., 2020). 2022 yilinda diinya genelinde
yaklasik 324.603 yeni over kanseri vakas1 bildirilmistir. Bu kanser tiiriiniin ortalama
standardize edilmis insidans orani (ASR) 100.000 kadin basina 6,7'dir (Bray ve ark.,
2024). Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kadinlarda meme kanserinden sonra EK
en ¢ok rastlanan ikinci kanser tiiriidiir. Yiiksek 6liim orani1 géz oniine alindiginda,
kadinlar i¢in daha ciddi bir kanserdir ve 6zellikle diislik ve orta gelirli lilkelerde tarama
ve tedavi secgeneklerine erisimin smirli olmasi nedeniyle vaka sayisinin artmasi
beklenmektedir Kadinlarin yaklagik %3’{inde menopoz dncesi ya da menopoz sonrasi
donemde bu kanser tiirii gelisir ve insidansi da giderek yiikselmektedir. (Zhang M. ve
ark., 2021). Timor yapist histolojik 6zelliklerine gore siniflandirildiginda; seviye ve

hormon reseptor ekspresyonuna gore 2 kategoriye ayrilir. Tip 1 EK (endometrioid,

1



Ostrojen-bagimli tip) en yaygin tiptir ve tiim EK vakalarinin %80°nini olusturmaktadir.
Bunlar diisiik gradelidir, ¢ogunlukla perimenopozal kadinlarda olusur ve genellikle
oncesinde veya beraberinde endometrial hiperplazi eslik etmektedir. Tip 2 EK
(nonendometrioid, Ostrojen-bagimsiz tip) genellikle daha yasli kadinlarda goriiliir,
agresif timorlerdir ve Ostrojen stimiilasyonu ile baglantililart yoktur. Tip 2 EK’ler
atrofik endometriumdaki prekanserdz lezyonlardan veya endometrial poliplerden
kaynaklanabilmektedirler. Ayrica tip 1 EK ve tip 2 EK vakalar1 farkli gen ekspresyon
profillerine sahiptir. Tip 1 EK vakalarinda mikrosatellit instabilite ve fosfataz ve tensin
homologu (PTEN) mutasyonlar1 yaygindir. Oysa tip 2 vakalarinda siklikla p53
mutasyonlar1 ve ¢esitli kromozomlarda heterozigosite kayb1 goriilmektedir (Yeramian
ve ark., 2013). Meme ve Endometrial kanser tedavisinde hastaligin evresine gore
uygun tedavi yontemi olan cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi uygulamalar1 ve
hormon replasman tedavileri uygulanmaktadir. Giincel tedavi olarak kemoterapi igin
kullanilan ilaglar, tam anlamiyla basarili sonuglar vermemektedir. (An ve ark., 2021).
Bu sebeple kanser tedavisinde farkli, daha az zararli, kullanim1 kolay ve maliyeti diisiik

baska ajanlara acil ihtiyag¢ vardir.

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, kurkumin, resveratrol, kuersetin ve
epigallokatesin gallat (EGCG) gibi polifenollerin, meme (Jakobusic Brala ve ark.,
2023; Mecca ve ark., 2024) ve yumurtalik kanserlerinin (Sharifi-Rad ve ark., 2023;
Peng Z. ve ark., 2024) tedavisinde kemoterapi ile kombine uygulamalarin
arastirlldigimi  vurgulamaktadir. Bu dogal bilesikler paklitaksel, sisplatin ve 5-
florourasil gibi kemoterapdtik ajanlarin etkinligini artirarak sinerjik faydalar sunar
(Jakobusic Brala ve ark., 2023; Peng Z. ve ark., 2024). Polifenoller ilag direncini
azaltabilir, apoptozu tesvik edebilir ve kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe edebilir.
Ayrica, kemoterapinin toksik yan etkilerini hafifletmeye yardimci olarak hastalarin
yasam kalitesini iyilestirirler (Jakobusic Brala ve ark., 2023; Peng Z. ve ark., 2024).
Aragtirmalar, bu biyoaktif bilesiklerin standart kemoterapi ile birlestirilmesinin,
ozellikle iiglii negatif meme kanseri ve tekrarlayan yumurtalik kanseri gibi tedavisi zor

kanserler i¢cin umut verici sonuglar sundugunu desteklemektedir.

Kimyasal yapist bilinen (Sekil 2.5) SsnB polifenolik bilesikler smifinda olan
izokumarinler ve ksantonlar ile benzer yapisal 6zellikleri paylagsmaktadir (Yepuri ve

ark., 2019) . Bu kimyasal bilesim, kanser tedavisi ve diger inflamatuar durumlar igin



aragtirilan anti-inflamatuar ve anti-anjiyojenik 6zelliklere katkida bulunur (Tuorkey,
2015). SsnB, toll benzeri reseptdr (TLR) sinyalini inhibe etmektedir, inflamatuar
sitokin ekspresyonunu azaltabilmektedir ve hiicre dongiisii ilerlemesini bozarak etki
eder ve bu da onu terapotik uygulamalar i¢in umut verici bir aday haline getirir (Liang
ve ark., 2011). SsnB'nin prostat kanseri hiicrelerinde reaktif oksijen metabolitleri
(ROS) olusumunu inhibe ederek PI3K/AKT yolunu bloke ettigi gosterilmistir (Liu ve
ark., 2021). SsnB'nin néroblastoma dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirleri lizerindeki
etkileri incelenmis olsa da (Kumar ve ark., 2014). Meme veya yumurtalik kanseri
lizerine spesifik arastirmalar sinirhidir. Inflamatuar yolaklar: hedef alan ve hiicre
sagkalimini diizenleyen etki mekanizmasi géz Oniine alindiginda, SsnB'nin meme ve
yumurtalik kanseri tedavileriyle ilgili olma potansiyeli vardir, ancak daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.

PI3BK/AKT/mTOR sinyal ileti yolu, hiicresel metabolizmanin diizenlenmesinde ve
aktiflesmesinde rol oynayan membran proteinlerinden olusmaktadir. Tiimdr ve kanser
hiicrelerinde bu reseptor tirozin kinazlarini (RTK) kodlayan genler mutasyonlara veya
amplifikasyonlara ugrayabilir ya da bu genlerin ekspresyon seviyelerinde artis
gbzlenebilir (Bennasroune ve ark., 2004; Easty ve ark., 2011; Takeuchi ve Ito, 2011).
Bu calismada kullanilan insan meme (MCF-7) ve yumurtalik (OVCAR-3) kanseri
hiicre hatlari, 6strojen reseptorii pozitif hiicrelerdir (Karpeta ve Gregoraszczuk, 2017).
Ostrojene  bagli hiicre proliferasyonu, PI3K/AKT/mTOR yolu araciligiyla
gerceklesmektedir(Zhang H. P. ve ark., 2024). Ostrojenin reseptoriine baglanmasi
PI3K’nin aktivasyonuna yol agar ve bu da AKT’1n fosforilasyonunu tetikler. Aktive
olmus AKT, hiicre proliferasyonunu ve sagkalimmi destekleyen mTOR’un
aktivasyonuna neden olur (Zhang H. P. ve ark., 2024). PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu
hem meme hem de yumurtalik kanseri hiicrelerinde proliferasyonu artirarak tiimor

bliytimesini tesvik etmektedir (Aziz ve ark., 2018; Raphael ve ark., 2018).

Hormon bagimli kanserlerde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, PI3K mutasyonlar1 veya
PTEN kaybi gibi yolak bilesenlerindeki mutasyonlar ya da amplifikasyonlar nedeniyle
siklikla asir1 aktif hale gelmekte ve bunun sonucunda kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile
apoptoza direng gelismektedir (Tufail ve ark., 2024). Ayrica, hormon reseptor durumu,
ozellikle 6strojen reseptorii (ER) pozitifligi, PIK3CA mutasyonlarinin bu alt tipte daha

yaygin olmasi nedeniyle, ER+ meme kanserinde PI3K inhibitérlerinin potansiyel



etkinligi ile iligkilidir (Shariati ve ark., 2021). Daha spesifik olarak, PTEN fonksiyon
kayb1 yasayan meme kanseri hastalarinin PI3K inhibitdrlerinden terapotik olarak daha

fazla fayda saglama olasilig1 bulunmaktadir (Dillon ve Miller, 2014).

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu ayni zamanda Ostrojen ve androjen reseptorleri ile
etkilesimde bulunarak bunlarin transkripsiyonel aktivitesini artirmakta ve boylece
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu tesvik etmektedir(Peng Y. ve ark., 2022).
Sagkalim ve proliferasyonda merkezi bir rol listlenmesi nedeniyle, PI3K/AKT/mTOR
yolu kanser tedavileri agisindan 6nemli bir hedef haline gelmistir. Bu baglamda, PI3K,
AKT ve mTOR inhibitérleri (6rn. everolimus), hormon bagimli kanserlerde etkinligi
arastirilan ve klinik kullanimda yer alan ajanlardir (Janku, 2017). Ayrica,
PI3BK/AKT/mTOR inhibitdrlerinin hormon tedavileri (aromataz inhibitdrleri veya anti-
androjenler gibi) ile kombinasyonu, diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelme ve

tedavi yanitlarini iyilestirme potansiyeli tasimaktadir (Wylaz ve ark., 2023).

SsnB’nin, ilk defa bu tez ¢alismasinda ROS olusumunu inhibe ederek PI3K/AKT
yolunu bloke ettigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2021). Benzer sekilde, CER’in
PI3K/AKT yolunu inhibe ettigi bilinmektedir (Schubert ve ark., 2000). Bu bilgiler
dogrultusunda, SsnB’nin meme ve yumurtalik kanseri hiicrelerinde Ostrojene bagl
hiicre proliferasyonunu baskilayabilecegi ve bu etkinin PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolunun inhibisyonu aracilifiyla gerceklesebilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica,
SsnB’nin Ostrojen reseptdrii pozitif meme ve yumurtalik kanseri hiicrelerinde CER

seviyeleri lizerindeki etkileri de aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Etiyolojisi

Kanser, saglikli hiicrelerin zaman iginde c¢esitli faktorlerden etkileyerek kontrolsiiz
bicimde ¢ogalmasi olarak tanimlanmistir. Kanser kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
O6lim orami yliksek hastaliklardan biridir. Degisen ve endiistriyellesen cevresel
kosullara gore yapilan son analizler yakin gelecekte her gegen giin kanser goriilme
oraninin daha da artacagimi bildirmistir. Glin gectik¢e yaklasik 20-25 milyon yeni
kanser vakasinin tanimlanmasi ve bu sayinin bir ¢cogunlugunun diisiik gelirli tilkelerde
olacag: diistiniilmektedir. Diisiik gelirli insanlarin yasadigi yerlerdeki hizmetlerin
siirli olmasi ve yeterince faydalanamamasi, dengesiz beslenme ve sagliksiz yasam
kosullar1 oldugu diisiiniilmektedir (Ferlay ve ark., 2015). Ayrica sigara ve alkol gibi
zararli madde kullanimi, yetersiz ve dengesiz beslenme seklinin artmasi, mesleki
sartlara bagli olarak karsinojen ajanlara maruziyetin artmasi, iireme sagliginin
bozulmasi ve enfeksiyonlar kanserin sebepleri arasinda sayilabilir (Ferlay ve ark.,

2015).
2.2. Meme Dokusu Yapisi

2.2.1. Meme Dokusu Anatomisi

Meme yapist salgi bezi organizasyonunda olup (glandula mammae) fibréz fasya
dokusu ile etrafi ¢evrelenmis, toraksin 6n tarafinda iki interkostal alanin ikinci ve
altinci hizasinda, mediyalinde sternum, lateralinde 6n aksiler ¢izgi arasinda yerlesimli
apokrin salg1 yapan bir bezdir. Meme dokusunun 6n yiizeyinde etrafin1 kusatan deri,
bulundugu yer olarak pektoralis major kasi ve fasyasi ile birlikte biitlinlesik bir
organizasyona sahiptir (Sayek, 2004). Meme, stroma ile parankim dokudan olusur.
Stroma; destek doku, parankim ise meme dokusunun islevsel boliimiidiir. Stroma;
fibroz bag doku ile loblar arasinda yerlesim gosteren yagl bir dokudan ibarettir.
Parankim kismi; 15-20 adet lob ve glandula mammariae’ den olusur (Sekil 2.1). Loblar
da lobullere dallanmistir. Bir lobtan siit salgis1 kanallar araciligi ile tasinir ve ductus
lactiferus ile drene olur. Ductus lactiferus kanali papillaya kadar ilerler ve porus
lactiferusa icerigi bosaltir. Areola mammae tabaninda, ductus lactiferus’ ta olusan
genislemeye siniis lactiferi denir (Yildirim, 2000). Memenin u¢ kismi olan papilla

mammaria (meme basi) pigment hiicrelerinden zengin olup areola mammae ile
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cevrilidir (Moore ve Agur, 2006). Meme basinin lokalizasyonu, genellikle 4. kostaya
hizalanir. Areola 15-60 mm. ¢apinda, pigmentli bir yap1 ve sinir uglari, yag ve ter
bezleri yer alirken kil folikiilii yer almaz. Areola derisi genel olarak diizensiz bir
goriiniimde ve i¢inde gll. Areolares (montgomery bezleri) olarak adlandirilan yag
bezleri vardir (Sekil 2.1). Gestasyon siiresince bu bez yapilari ¢esitli hormon uyarisi

ile gelisir yagh bir siit salgis1 ile emme esnasinda olabilecek maserasyonu onlerler.

A B
KIaV

Sternum

L

Subkutan yag dokusu
Yagl bag doku

_Cooper ligamentleri

Pectoralis major kasi Meme bagi
(Nipple)
Pectoralis minér kasi
Areola

Meme lobuli

. Laktiferoz sinls
Gogus duvan .

kaburgalar Laktifer6z duktus

Meme lobtilu

Sekil 2.1: Memenin Sematik Anatomisi A) Vertikal goriiniim B) Lateral goriiniim

(Sekil Tiirkcerrah web sayfasindan alinmistir).

2.2.2. Meme Dokusu Histolojisi

Meme bezi histolojisi 15-20 tane birlesik tiibiiloelveoler bezden olusmustur (Sekil
2.2). Meme bezleri kiiciik kanallar (alveoller) aracilig ile tek bir ortak kanala (lobiiliis)
acilir. Epiteli dokusu iki sira halinde doseli hiicrelerden olusur. Dista yiizeyi yassi
epitel hiicreleri olup, kasilma 6zelligi olan, devamlilik gostermeyen bazal membran
iistiine oturmus konumdadir. Liimene doniik epitel yapisinda prizmatik veya kiibik
epitel hiicreleri vardir. Bu hiicreler sekresyondan sorumlu olup siit salgisini yapar.
Meme yapisinda terminal duktal lobiiler kisim fonksiyonel birimdir. Lobiillerde
salgilanan siit terminal, segmental ve laktifer6z duktuslardan gegerek laktiferoz
siniisler aralig1 ile meme basina agilir (Kierszenbaum ve Tres, 2006). Gebelik donemi
oncesinde meme bezi organizasyonu kanallar sistemi yapisindadir. Gebelik sirasinda
kanallar dallanarak bir lopcugu olusturan alveollerden veya asiniislerden olusmus

keseleri olusturarak sonlanir. Gebeligin baslamasi ile ¢ogunlukla yag dokusundan
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olusan stroma i¢inde Ostrojen, progesteron ve prolaktin, HPL salgisiyla alveollerde
tiretilir. Apokrin tip salgi yapan meme bezlerinden dogum ile artan oksitosin
hormonunun etkisiyle miyoepitelyal hiicrelerin kasilarak siit meme ucundan salinim

yapar. Meme yapisinin olgunlagmasi  Ostrojen etkisiyle puberte doneminde

gerceklesir (Kierszenbaum ve Tres, 2006).

Sekil 2.2. Meme Dokusu Histoloji (Kierszenbaum ve Tres, 2006)
2.3. Ostrojen Pozitif Kanser Tiirleri

Meme kanseri vakalariin biiyiik bir ¢ogunlugu hormona bagimlhidir ve yiiksek doz
oranlarinda 0strojene uzun siire maruziyet ile meme kanseri insidansi arasinda pozitif
bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Dorgan ve ark., 1996; Yue ve ark., 2013). Ayrica
hormonlardan bagimsiz olarak ortaya c¢ikan ve gelisen meme kanseri tipleri de

mevcuttur.

Kadinlarda birgok dokuda sentez edilebilen ve disilik 6zelliklerin olusumunda 6nemli
rol alan Ostrojen ve progesteron hormonlarimin en onemli sentez yerleri over ve
plasentadir (Onat ve ark., 2007). Saglikli doku gelisimi bu hormonlarin kontroliinde
olmas1 sebebiyle tiimorlesme ve kanserlesme siirecinde de hormon etkisi dogal bir
sonugtur. Fakat burada hormonlar direkt olarak degil, indirekt olarak polipeptid
biiylime faktorlerinin insiilin biiyiime faktorii (IGF), epidermal biiylime faktorii (EGF)



ve timor baskilayici1 faktor (TGF) olusumu {izerinden etkilidirler. Bu nedenle de
Ostrojen pozitif kanser tiirlerinin tedavisinde anti-Ostrojen etki olusturan iirlinlerin

kullanimi biiyiik 6nem tagimaktadir (Kalaycioglu ve ark., 2013).

2.3.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, tanimlanan kanser tiirleri arasinda en yaygin ikinci kanser tiirti olup;
kadinlarda ise en sik goriilen kanser tlriidiir (Bray ve ark., 2024). Meme kanseri
karmasik yapili bir tiir olup nokta mutasyonu, kromozom iizerindeki degisimler ve
genetik defektler kanserlesme siirecinde rol alir. Meme kanserlerinin %10’unu germ
hiicre genlerinde meydana gelen mutasyon sonucunda ortaya ¢ikan protein sentez
bozukluklar1 olusturur (Bray ve ark., 2024). Kanser gibi hastaliklarda irksal gegis %20
gibi bir orana sahip olmasina ragmen hala bu siirecte aktiflesen genlerin tam olarak
tanimlamasi yapilamamistir. BRCA geninin hiicre siklusunun kontrolii, DNA
defektlerinin tamiri ve transkripsiyon siireclerinde proteinlerin kodlanmasi gibi
gorevleri tanimlanmistir (Turnbull ve Rahman, 2008). BRCA-1 ve BRCA-2 genleri
mutasyona maruziyeti ile meme kanseri meydana gelir. Meydana gelen mutasyonlar
genellikle BRCA-2 geninde daha fazla goriiliir. Her iki gende meydana gelen mutasyon
sonucunda over, meme ve prostat kanseri goriilmektedir. BRCA-I geni Ostrojen
reseptori iliskili sinyal mekanizmasinda 6nemli rol almaktadir (Tryggvadottir ve ark.,
2003). Buna bagli olarak progesteron reseptorii (PR), dstrojen reseptorii (ER) ve insan
epidermal bliyiime faktorii reseptorii 2 (HER-2) defekt ya da eksikliginde BRCA-1

geni ile ilgili timorojenik yapilar meydana gelir.

Doku organizasyonundaki kan damarlari, immiin sistem hiicreleri, fibroblastlar ve
sinyallesme molekiilleri tiimor yapisinin ¢evresinde bulunan hiicresel ortami
olusturmaktadir (Vannucci, 2015). Meydana gelen tiimdr yapilarinin etrafinda kan
damarlar1 ve ekstraselliiller matriks bulunur. Bu yapilar tiimoriin beslenmesi ve
yayillmasinda rol oynar. Gen yapisindaki kromatin degistirici faktorler, histon
degisimleri, DNA metil transferazlarin etkinligindeki degisimler tiimor yapilarini

etkileyerek meme kanseri hiicrelerin ¢ogalmasina neden olur (Vannucci, 2015).



2.3.2. Meme Kanseri Tipleri

ER ve PR bagli reseptorlerin pozitif veya negatif olmasi, HER-2 gen ekspresyonu
meme kanserinin siniflandirilmasinda kullanilir. Meme kanseri molekiiler olarak
Luminal A, Luminal B, HER-2 ve 3’lii Negatif/bazal benzeri olarak 4 grup olarak
kategorize edilmektedir (Holliday ve Speirs, 2011).

Tablo 2.1. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmas: (Holliday ve Speirs, 2011)

SINIFLANDIRMA

IMMUNPROFIL

DIiGER
OZELLIKLER

HUCRE
HATLARI

Luminal A

ER (+/), PR (+/),
HER-2 (-)

Ki67 ekspresyon
diisiik, endokrin
yanit kemoterapi
uyumlu.

MCEF-7,
SUMI185

T47D,

Luminal B

ER (+/), PR (+/),
HER-2 (+)

Ki67 ekspresyon
yiiksek, genellikle
endokrin yanit
kemoterapi igin
degisken, HER-2
(+) trastuzumab
duyarhdir.

BT474, ZR-75

HER-2

ER (-), PR (),
HER- 2 (+)

Ki67 ekspresyon
yiiksek,
trastuzumab
duyarls,
kemoterapiye
duyarlidir.

MDA-MB-453,
SKBR-3

3’lii Negatif/Bazal

ER (-), PR (+/-),
HER-2 (-)

Ki67 ekspresyon
yiiksek, endokrin
yanit vermeyip
genellikle
kemoterapiye
yanit verir.

MDA-MB-468,
SUMI190




2.3.2.1. Luminal A Meme Kanseri

ER pozitif, HER-2 negatif olan ve diisiik oranda Ki67 belirteci barindiran tiimorler
luminal A meme kanseri olarak adlandirilir. Bu kanser tipi %50-70 oraninda en sik
goriilen meme kanseri tiiriidiir (Voduc ve ark., 2010). Luminal A tiimoriinde hiicre
cogalma hiz1 diger kanser alt tiplerine gore en diisiiktlir. Bu tip meme kanserlerinin
cogunlukla tedavisi hormon destegi ile yapilmaktadir. ER’nin pozitif olmas1 tedavi
yontemini sekillendirmede iyi bir alternatiftir. Luminal A tiimorleri diger alt tiplerine

gore en diisiik tekrarlama oranina sahiptir (Metzger-Filho ve ark., 2013).

2.3.2.2. Luminal B Meme Kanseri

Luminal B tiimérlerini; ER pozitif olmasi, Ki67 belirtecinin yliksek oranda eksprese
edilmesi ve HER-2 pozitif / negatif 6zellikte olmasi1 tanimlar (Voduc ve ark., 2010).
Luminal B tiimorlerin goriilme orani, Luminal A grubuna goére daha diisiiktiir ve geng
yaslarda erken teshis edilir. Luminal B tipi meme kanseri goriilme oran1 % 10-20
arasinda degigmektedir. Luminal B tiimorleri daha malign olup yasam orani daha azdir

(Metzger-Filho ve ark., 2013).

2.3.2.3. HER-2 Tip Meme Kanseri

HER-2"'nin molekiiler yapisi, reseptdriiniin yapisal 6zellikleriyle birebir ortiismemekte
olup, meme kanseri tedavilerinde dogrudan kullanilmamaktadir. Meme kanserlerinin
bir kismu HER-2 pozitif olup, bu tiimorler "HER-2 tipi tiimor" olarak
adlandirilmaktadir. Ancak, HER-2 pozitif tiimdrler tiim meme kanserlerinin yaklasik
%5-15’1n1 olusturmaktadir. Luminal A ve B alt tipleriyle karsilastirildiginda, HER-2
pozitif timorlerin daha erken evrelerde tespit edilebildigi bildirilmistir (Metzger-Filho

ve ark., 2013).

2.3.2.4. Uclii Negatif/Bazal Tip Meme Kanseri

Uclii negatif meme kanseri (TNBC), ER, PR ve HER-2 ekspresyonunun bulunmadig
bir alt tiptir. Diger meme kanseri alt tipleriyle kiyaslandiginda, genellikle daha geng
yaslarda teshis edilmekte ve daha agresif bir seyir izlemektedir. Uglii negatif bazal
benzeri meme kanseri, HER-2 reseptoriiniin genetik materyalindeki amplifikasyonun
bulunmamas1 ve buna bagl olarak gen ekspresyonundaki farkliliklarla karakterizedir

(Fan ve ark., 2006).
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Metastatik potansiyelinin yiliksek olmasi, TNBC i¢in hedefe yonelik tedavi
gelistirilmesini zorlagtirmaktadir. Meme kanserlerinin yaklasik %15-20’si ti¢lii negatif
alt tipe ait olup, bu durum TNBC’yi 6nemli bir klinik zorluk haline getirmektedir (Fan
ve ark., 20006).

2.4. Over Dokusu Yapisi
2.4.1. Over Dokusu Anatomisi

Overler, anatomik olarak uterusun her iki yaninda, pelvik boslugun lateralinde yer alan
oval sekilli, intraperitoneal organlardir (Sekil 2.3). Pelvisin yan duvarlarina,
Ligamentum (lig.) latum’un mezovariyum bolgesinden asili konumda baglanmislardir.
Embriyolojik gelisim siirecinde, baslangigta abdominal boslukta, bébrek hizasinda
bulunan overler, zamanla inferiora dogru gé¢ ederek mindr pelvise, fossa ovarica

bolgesine yerlesirler(Williams ve ark., 1995).

Erigkin bir bireyde overlerin yaklasik boyutlari; uzunluk agisindan 3-3,5 cm, genislik
acisindan 1,5-1,7 cm ve kalinlik acgisindan 1 cm’dir. Fossa ovarica'nin 6n yiizeyinde
medial umblikal ligament, arka yiizeyinde ise iireter ve internal iliak arter yer

almaktadir (Williams ve ark., 1995).

Puberte oncesinde overlerin yiizeyi, tek kath kiiboidal epitel hiicreleri ile kaphdir.
Ancak, puberte sonrast donemde, ovaryan follikiillerin riiptiire olmast ve ovulasyon
stireci nedeniyle overlerin ylizey epiteli giderek daha girintili ve ¢ikintili bir yap1
kazanir. Bu nedenle, ovulasyonu inhibe eden oral kontraseptif kullanimi, overlerin

ylizeyinde skar doku olusumunu azaltmaktadir (Moore ve Dalley, 2018).
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Sekil 2.3. Over Dokusunun Anatomisi (Williams ve ark., 1995)

2.4.2. Over Dokusu Histolojisi

Ovaryum histolojik organizasyonu korteks ile medulladan olusur (Sekil 2.4). Korteks
dis bolgede folikiillerin yer aldig1 boliimdiir. Medulla; i¢ kisimda yer alip cok miktarda
kan damari, lenf damarlar1 ve sinir liflerini igeren gevsek bag dokusu yapisindadir.
Medulla kismi folikiiler yap1 bulundurmaz. Puberte dncesindeki donemde folikiiler
gelisimde sadece primordiyal folikiiller yapilar goriiliir, puberte sonrasi donemde
primer, sekonder ve tersiyer yapida folikiiller izlenir. Seksiiel olgunluk baslayinca
burada folikiillerin disinda korpus luteum, korpus albikans ve atretik folikiiller de

bulunur (Esrefoglu, 2021).

Ovaryum yiizeyini kaplayan germinal epitel olarak adlandirdigimiz tek katli kiibik ve
yer yer tek katli yassi epitel ile kaplidir. Yiizeydeki germinal epitel embriyonik gelisim
stirecinde germ hiicrelerinin kokenini olusturdugu varsayimina dayanmaktadir.
Bununla birlikte, primordiyal germ hiicrelerinin embriyolojik kokeni ekstragonadal,
yani vitellus kesesi duvarindan kaynaklandigi belirlenmistir. Bununla birlikte, son
zamanlarda deney hayvanlari ve insanlarin germinal epitelinden oosit iiretmenin

miimkiin olmasi, bu tartismay1 yeniden giindeme getirdi (Esrefoglu, 2021).
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Primordiyal Follikal

Primer Follikal

Sekil 2.4.0ver Dokusunun Histoloji (Esrefoglu, 2021).

Ovaryum germinal epitel altina yerlesmis olan tunika albuginea siki bag dokusu
yapisindadir. Bu bolgede bag doku stromasi iginde folikiiller yerlesim gosterir. Daha
i¢ bolgede gevsek bag dokudan zengin vaskiiler yapiy1 olusturan damar yatagi bulunur
(Esrefoglu, 2021).

Folikiilogenez primordiyal folikiilden baslayip tersiyer folikiil olusumuna kadar olan
gelisim donemidir. Histolojik olarak degerlendirdigimizde, olgun folikiil, gelismekte
olan folikiil ve primordiyal folikiil olarak bilinen ii¢ tiir folikiil vardir. Primer ve
sekonder folikiiller gelismekte olan iki tiir folikiildiir. Bu siirecte, folikiil ¢ap1 ve
hiicresel 6zellikler degisir (Esrefoglu, 2021).

Primer oosit mayoz bdliinmenin profaz evresinde olusur. Tersiyer folikiilde
ovulasyona alt1 ile on iki saat kala ilk mayozu tamamlayarak ikinci mayoza girer ve
sekonder oosit olarak adlandirilir. Sekonder oosit ovulasyonun metafaz evresinde
boliiniir ve ovulasyonla uzaklasir. Eger fertilizasyon gergeklesmezse mayoz

tamamlanmaz (Esrefoglu, 2021).

Hiicreler arasi baglanti, folikiil hiicrelerinin ¢ogalmasiyla olusan graniiloza
tabakasindan sorumludur. Bu asamada folikiil birincil veya preantral olarak bilinir.
Oosit mikrovilluslart ve folikiil hiicrelerinin uzantilar1 zona pellusida i¢inde uzanir ve
birbirleriyle gap junctionlar araciligiyla etkilesim kurarlar. Folikiil sivisi, folikiil
hiicrelerinin biiylimesi sirasinda olusmaya baslar. Bu sivinin bulundugu bosluklar
birlesir ve daha biiyiik bir bosluk olusur. Bu nedenle bu folikiillerin adlar1 "ikincil"

veya "antral"dir. Antrumu olusturan graniiloza hiicreleri, bir noktada folikiil duvarinda
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yogunlasir. Bu hiicreler kiiciik bir tepecik olusturarak antrumun i¢ kismina uzanan yap1
kumulus ooforus olarak bilinir. Oosit de bu yapida bulunur. Korona radiata, oosit
etrafinda yogunlasan bir grup graniiloza hiicresi tarafindan tretilir (Esrefoglu, 2021).

Oosit ve graniiloza hiicrelerinde bu degisiklikler meydana gelirken, folikiiliin
etrafindaki stromada fibroblastlar teka tabakasini olusturur. Bu tabakanin hem i¢ hem
de dis 6zellikleri farkliliklar gosterir. Folikiil uyarict hormon, graniiloza hiicrelerinde
aromataz enzimi salgilayarak androstenediondan Ostrojen iiretir. Bu Ostrojen de
folikiilii gevreleyen stromaya doniisiir ve ardindan kan dolagimina girer ve tiim viicuda

yayilir (Karakog ve ark., 2019).

Her menstruasyonda, bir folikiil biiyiir ve olgun hale gelir. Olgunlasan bu folikiil
biliylimenin son asamasina ulasabilir ve bu da ovulasyonu gerceklestirebilir. Graaf
folikiil, ovulasyon oncesi oldukga biiyiikk bir folikiildiir ve yaklasik iki buguk
santimetre ¢apindadir. Bu folikiil ovaryum yiizeyinden ¢ikar. Folikiil biiylimesiyle
orantili olarak biiylimediginden, graniiloza hiicre tabakasi daha ince hale gelir.
Biiyiiyen folikiiliin dolasimdaki yiiksek Ostrejene yanit olarak, 6n hipofiz luteinizan
hormon (LH) diizeyinde bir artisa neden olur. Bu, ovulasyon déneminin yaklastigini

gosterir (Karakog ve ark., 2019).

2.5. Over Kanseri ve Tipleri
Over kanseri, jinekolojik maligniteler arasinda en yiliksek mortalite oranina sahip
kanser tiirlerinden biri olarak dikkat ¢ekmektedir (Javadi ve ark., 2016). Diinya
genelinde her yil yaklagik 220.000 kadina epitelyal over kanseri (EOK) tanisi
konmaktadir (Jayson ve ark., 2014). Epidemiyolojik olarak degerlendirildiginde, aile
Oykiisti, nulliparite, erken menars, ge¢c menopoz ve ileri yas gibi faktorler over kanseri
i¢in 6nemli risk unsurlar1 arasinda yer almaktadir(Chobanian ve Dietrich, 2008). Over
kanserlerinin yaklasik %90°1 sporadik olarak gelisirken, %10’u kalitsal ailesel

sendromlarla iligkilidir (Chobanian ve Dietrich, 2008; Javadi ve ark., 2016).

BRCAT1 ve BRCA2 tiimdr baskilayici gen mutasyonlari tagiyan bireyler ile herediter
non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC; Lynch sendromu) tanis1 almis hastalar, over
kanseri agisindan yiiksek risk grubunda yer almaktadir (Javadi ve ark., 2016).
Kadinlarda 1/500 oraninda goriilen kalitsal meme ve over kanseri sendromu, BRCA1
ve BRCA2 mutasyonlarina sahip bireylerde otozomal dominant gegis gostermektedir

(Roett ve Evans, 2009; Javadi ve ark., 2016). BRCA1 mutasyonu tasiyan bireylerde

14



over kanseri gelisme riski yaklasik %30 iken, BRCA2 mutasyonu tagiyanlarda bu risk
%27 olarak belirlenmistir (Jayson ve ark., 2014; Javadi ve ark., 2016).

Over kanseri agisindan infertilite, nulliparite, ge¢ menopoz ve erken menars belirgin
risk faktorleri arasinda yer alirken (Holschneider ve Berek, 2000; Javadi ve ark., 2016).
ge¢ menars, erken menopoz ve hormonal kontraseptif kullanimi gibi ovulasyon
sikligini azaltan faktorlerin koruyucu etkileri oldugu bildirilmektedir (Javadi ve ark.,

2016).

2.6. MCF-7 VE OVCAR-3 Hiicre Hatlan

MCF-7 hiicre hatti, 1970 yilinda beyaz irktan bir kadinin duktal karsinom dokusundan
izole edilerek tanimlanmis olup, Michigan Kanser Vakfi-7’nin kisaltmasi olarak
adlandirilmistir (Soule ve ark., 1973). MCF-7 hiicreleri, ER pozitif olup E2’ye duyarl
hiicrelerdir. Bu hiicrelerde 0Ostrojen reseptorii alfa (ERa) ekspresyonu yiiksek
seviyelerde olup, Ostrojen reseptorii beta (ERB) ekspresyonu daha diisiik diizeylerde
gozlemlenmektedir (Caroline, 1998). Ayrica, MCF-7 hiicreleri ¢ok sayida E2
reseptorlii icermekte olup, proliferasyonlart hiicre zarina bagl biiylime faktorii
reseptorleri araciligiyla diizenlenmektedir. MCF-7 hiicre hattinda mikroRNA
(miRNA) diizenlenmesi, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) sinyal iletim
mekanizmasiyla iliskili olup, IGF-1’in aktivasyonunda otokrin bir uyarimin rol

oynadig1 gosterilmistir (Caroline, 1998).

MCF-7 hiicre hatti, Liiminal A tipi meme kanserine ait bir hiicre hattidir. Bu hiicreler,
diisiik metastatik aktiviteye sahip olup invaziv olmayan bir yapiya sahiptir (Levenson
ve Jordan, 1997). Ayrica, MCF-7 hiicrelerinin ¢esitli alt gruplar1 bulunmakta ve farkl
kiltir kosullarina bagl olarak genomik dengesizlikler gostermektedir. Bu hiicre
hatlar1 arasinda RNA ekspresyon seviyeleri ve genomik farkliliklar goriilebilmektedir
(Levenson ve Jordan, 1997). MCF-7 hiicreleri, kolayca kiiltiire edilebilmeleri ve ER
pozitif aktivitesini korumalar1 nedeniyle, ozellikle anti-hormon tedavisine direng
caligmalarinda tercih edilen bir modeldir. Gliniimiizde meme kanseri arastirmalarinda

yaygin olarak kullanilan 6nemli bir hiicre hattidir (Levenson ve Jordan, 1997).

Ovcar-3 ovarian kanser tipi, 1982 yilinda overlerinde ileri derece adenokarsinom olan
hastanin malign epitel dokusundan izole edilmistir (atcc.org). Yumurtaliklar

tarafindan tretilen hormonlar sadece yumurtaliklarda degil ayn1 zamanda periyodik
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degisiklikler sirasinda endometriyumda da 6nemli bir rol oynarlar (Xu ve ark., 2022).
Bu nedenle, yumurtaliklarin diizgiin ¢alismasi, gebeligin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir.
Ostrojenler arasinda, en baskin 6strojen E2’°dir. Bunun yaninda E1 ve estriol (E3)’de
ayirt edilebilir (Boon ve ark., 2010). Ostrojenlerin in vitro yumurtalik kanseri
hiicrelerinin biiyiimesini uyarabildigi gdzlemlenmistir (Cunat ve ark., 2004). Ornegin,
Matsumura ve ark. E2'nin AKT/ERK kaskadlart araciligiyla Caov-3 ve OVCAR3

hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardigini géstermistir (Matsumura ve ark., 2017).

2.7. Polifenollerin kanser arastirmalarinda rolii

Polifenoller, dogal ve sentetik formlarda bulunabilen organik kimyasal bilesiklerdir
(Lu ve ark., 2016). Dogal yapidaki polifenoller baharatlar, caylar, yaglar, renkli
meyveler, liziim c¢ekirdegi ve meyve kabugu gibi giinliik tliketilen gidalarda
bulunmakla birlikte serbest radikalleri yakalama o&zellikleri sayesinde potansiyel

antioksidan ve antikanser etkinlik gostermektedirler (Sharma R. A. ve ark., 2005).

Son aragtirmalar, kurkumin, resveratrol, kuersetin ve epigallokatesin gallat (EGCG)
gibi polifenollerin, meme (Jakobusic Brala ve ark., 2023) ve yumurtalik kanserlerinin
(Sharifi-Rad ve ark., 2023) (Peng Z. ve ark., 2024) tedavisinde kemoterapiyle birlikte
kullaniminin giderek daha fazla incelendigini vurgulamaktadir. Bu dogal bilesikler,
paklitaksel, sisplatin ve 5-florourasil gibi kemoterapdtik ajanlarin etkinligini artirarak
sinerjik faydalar sunmaktadir (Jakobusic Brala ve ark., 2023; Peng Z. ve ark., 2024).
Polifenoller, ila¢ direncini azaltabilir, apoptozu tesvik edebilir ve kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelleyebilir. Ayrica, kemoterapinin toksik yan etkilerini hafifleterek
hasta sonuglarini ve yasam kalitesini iyilestirmeye yardimci olmaktadir (Jakobusic
Brala ve ark., 2023; Peng Z. ve ark., 2024). Arastirmalar, bu biyoaktif bilesiklerin
standart kemoterapi ile kombinasyonunun, dzellikle ii¢lii negatif meme kanseri ve
tekrarlayan yumurtalik kanseri gibi tedavisi zor kanserler i¢in umut verici sonuglar

sundugunu desteklemektedir.
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2.8.Sparstolonin B (SsnB)
2.8.1. SsnB Yapisi ve Fonksiyonlar:

SsnB, Sparganium stoloniferum bitkisinin kok ve yumrularindan elde edilir. Yapisal
formilii CI5H804 olarak tanimlanmistir. Niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ve X-1g1n1 kristalografisi ile izokumarin ve ksanton olmak iizere iki

temel bilesenden olusan bir polifenol olarak belirlenmistir (Sekil 2.5).

LI T

Sekil 2.5 Sparstolonini B’nin Kimyasal yapist (PubChem)

SsnB’nin bat1 ¢in tibbinda menstriiasyon diizenleyici, anti-oksidant, anti-inflamatuar,
anti-timor, anti-mikrobiyal ve immiinomodulator etkilerinin oldugu bildirilmistir
(Tuorkey, 2015). SsnB, Toll benzeri reseptorler iletisini inhibe ederek, inflamatuar
sitokin ekspresyonunu azaltir ve hiicre dongilisiiniin ilerlemesini bozarak etki eder. Bu
etki mekanizmasi ile terapdtik uygulamalarda SsnB umut verici bir aday haline

gelmistir (Liang ve ark., 2011).

2.8.2. SsnB’nin Kanser ile iliskisi

SsnB’nin ¢ok c¢esitli ndroblastoma hiicre hatlarinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
durdurdugu, hiicre biiyltimesini engelledigi ve kanser hiicresini apoptoza yonlendirdigi
bildirilmistir (Kumar ve ark., 2014). SsnB’nin prostat kanser hiicre boliinme evreleri
ve tiimdr bilyiimesi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Ozellikle, SsnB’nin bir dizi
sitolojik deney temelinde in vitro G2/M fazinin durmasini aktive ederek prostat kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini, go¢ilinii ve invazyonunu inhibe edebilecegi ve apoptozu
indiikleyebilecegi gosterilmistir. In vivo olarak, SsnB’nin ¢iplak fare ksenograft

modellerinde tiimdr biiylimesini inhibe edebilecegi gosterilmistir. Ayrica, SsnB’nin
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ROS birikimini ve oksidatif stresi azaltarak PI3K/AKT yolunu baskilayabilecegi
dogrulanmistir (Liu ve ark., 2021).

Bir diger calismada pankreas adenokarsinomu {izerinde SsnB’nin antikanser aktivitesi
arastiritlmistir.  SsnB’nin insan pankreatik kanser hiicresi (PANC-1) ve insan
pankreatik adenokarsinom hiicresi (SW1990) hiicre canliligini 6nemli 6lgiide azaltmis
ve CCK-8 (hiicre sayim kiti), koloni olusumu ve Transwell analizleriyle gdsterildigi
gibi pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini, goclinii ve invazyonunu etkili bir
sekilde bastirdigi bildirilmistir. Akim sitometrisi sonuglar1 ile hiicre dongiisiiniin
durmasini ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir. SsnB ayrica Bax ve Niikleer faktor
kappa B (NF-kB p65) fosforilasyon seviyelerini artirdigi, ancak Matriks
metalloproteinaz 2 (MMP2) ve Apoptoz diizenleyici protein (Bcl-2) seviyelerini ve
IxBa ekspresyonunu azalttigl; ancak toplam NF-kB p65 seviyeleri {izerinde higbir
etkisi olmadig1 gosterilmistir (Liu ve ark., 2021). SsnB, NF-kB sinyal yolu araciligiyla
pankreas kanseri hiicrelerinin  biiyiimesini inhibe edebildigi, apoptozunu
indiikleyebildigi ve pankreas kanseri tedavisi i¢in potansiyel yeni bir ilag olabilecegi

bildirilmistir (Lyu ve ark., 2022).

Literatiir arastirmasinda SsnB’nin meme ve over kanseri lizerindeki etkilerinin
degerlendirilmemis oldugu gozlenmis olup bizi bu yonde arastirma yapmaya

yonlendirmigtir.
2.9. Sinyal Yolaklar:

2.9.1. PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag:

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, canli organizmanin biiylime evresinde insiilin
sinyalini diizenleyen, glukoz homeostazisini saglayan, protein sentezi, hiicre
dongiisiiniin kontrol edilmesi, hiicre proliferasyonu, hiicre canlilig1, anjiyogenez dahil
olmak iizere bircok fizyolojik siireci kontrol eden énemli bir hiicre i¢i sinyal iletim
yoludur (Sekil 2.6) (Zhou ve ark., 2011; Lien ve ark., 2016). Sinyal yolag iiyelerinden
PI3K, AKT ve mTOR gibi asag1 yonlii molekiilleri aktiflestirmek amaciyla RTK lar
gelen sinyalleri alirlar. IGF gibi biiyiime faktorlerinin etkisiyle aktiflesen RTK
monomerleri  dimerleserek  her bir monomer otofosforilasyon yoluyla
PI3BK/AKT/mTOR yolaginin asag1 yonlii uyarilmasina neden olur (Sun E. J. ve ark.,

2021). Hiicre membran yerlesimli RTK ve G-protein reseptorlerine insulin ve
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sitokinler baglanarak, sitoplazmada inaktif olan PI3K’y1 aktive ederek sinyal iletimini
baslatir (Sun K. ve ark., 2020). Baslayan sinyal iletimi ile fosfotirozin PI3K’nin alt
tiniti olan p85'te konformasyonel degisiklige yol agarak PI3K’y1 serbestlestirir ve
hiicre membranina dogru yerlestirir. Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2) araci
molekiil PI3K'lar araciligi ile uyarilir ve fosforilasyon yoluyla fosfatidilinositol 3,4,5-
trisfosfat (PIP3) olusumu katalize edilir. PIP3 araciligiyla bir serin/treonin kinaz olan
AKT hiicre zarina taginir. AKT aktivasyonu sonucunda, hiicresel fonksiyonlarin
ilerlemesi i¢in glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), forkhead box 0 (FOXO) transkripsiyon
faktorleri ve pro-apoptotik belirte¢ (BAD) gibi sinyal proteinleri fosforile olur. AKT,
tiimor skleroz kompleksi (TSC) araciligi ile hiicre biiylimesi ve metabolizmasinin ana

diizenleyicisi olan mTOR’u fosforiller (Porta ve ark., 2014).

RTKs
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Sekil 2.6. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagina genel bakis.(Porta ve ark., 2014)’dan

modifiye edilmistir.

PI3K’lar kendi i¢inde ¢esitli islev, yap1 ve substrat 6zelliklerine sahip olan unitleri [A,
IB, 1I ve III olmak iizere dort sinifa ayrilir (Bhatt ve Damania, 2012). Okaryotik hiicre
zarlarinin i¢ tarafinda bulunan lipid kinaz ailesi olan PI3K'lar, fosfoinositidin inositol

halkasinin 3'-OH grubunu fosforilasyon yetenegi ile ayirt eder (Tewari ve ark., 2022).
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Membranin hiicre i¢i sinyal komplekslerini olusturmasina yardimci olan
fosfoinositidler, hiicre igi trafikte aktif rol alirlar. PIP2’nin PIP3’e fosforilasyonu, sinif
IA ve IB PI3K tarafindan katalize edilir. Ayrica PIP3 hiicre seklini kontrol etmede
gorevli ikincil haberci olarak calisir. Bu, hiicrenin hayatta kalmasini, biiylimesini,
cogalmasini ve hareket etmesini kontrol eder (Engelman ve ark., 2006; Bhatt ve

Damania, 2012).

PI3K'larin simif 1 alt grubu, bir katalitik ve bir diizenleyici alt birim igeren
heterodimerik proteinlere sahiptir. Diizenleyici alt birimler p85a, p85p, p55a, p55y ve
p50a iken katalitik alt birimler p110a, p110f, p1106 ve p110y'dir. Bircok memeli
dokusunda pl110a, p110b ve pl110c katalitik alt birimleri yaygin olarak eksprese
edilirken, p110d sadece lenfositlerle eksprese edilir (Mishra ve ark., 2021).

Serin/treonin kinaz sinifinda tanimlanan AKT, PI3K'nin temel agag1 yonlii sinyal ileti
efektorlerinden biridir. PI3K aktive olduktan sonra AKT, hiicre i¢ membranina dogru
transloke olur. Ardindan Fosfatidilinositol 3-bagimli kinaz (PDK1), AKT"yi iki 6nemli
bolgesinden (T308 ve S473) fosforile etmeye baslar (Martini ve ark., 2014). PI3K
hiicre dis1 uyaranlarla aktive edildiginde, AKT hemen hemen tiim hiicre ve dokularda
aktive edilir. Aktive olan AKT, mTOR'u Ser 2448 bolgesi lizerinden fosforilleyerek
dogrudan mTORC1'1 aktive edebilirken, TSC2’yi fosforile ederek dolayli olarak da
aktive edebilir. AKT ayrica ¢ok sayida onemli substratin fosforilasyonunu saglar ve
bu da cesitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynar (Li H. ve ark., 2014)

(Manning ve Toker, 2017).

AKT, mTORCI adli 6nemli bir protein kompleksini modiile eder. Besin ve bilylime
faktorii sinyallerinin birlesimi mTORCI1'1 aktive eder. AKT TSC2'yi fosforilleyerek
inaktive eder. Bu, Ras homolog zenginlestirilmis beyin proteini (RHEB) ile guanosin
trifosfat (GTP) ile etkileserek aktive olur ve mTORCI1'1 uyarir. MTORCI, S6K ve
Eukaryotic translation initiation factor 4E (E1F4E) ile araciliiyla hiicre biiyiimesini
ve protein sentezini de uyarir. MTORCI tarafindan aktive edilen S6K proteini
PI3K/AKT sinyal yolag: iizerinde negatif bir etki gosterir (Zoncu ve ark., 2011;
Laplante ve Sabatini, 2012).
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2.9.2. Apoptoz

Apoptoz, canli organizmanin embriyogenezi ile baslar, yetiskin doku homeostazinin
evrelerinde ve tiimor baskilayict mekanizmalarda 6nemli rol oynar. Apoptozun kontrol
mekanizmasi siki  bir sekilde diizenlenmis programli hiicre Oliimii olarak
tanimlanmaktadir (Kaczanowski, 2016; Pefna-Blanco ve Garcia-Saez, 2018). Hiicrenin
apoptozu yonetim sekli fizyolojik ya da patojenlere bagh farkli uyaranlar ve kosullar
aracihign ile gergeklesir. Intrinsik ya da ekstrinsik bir yol ile bu siire¢ baslatilir

(Kaczanowski, 2016; Pena-Blanco ve Garcia-Saez, 2018).

2.9.2.1 Apoptozda Intrinsik Yol

Hiicre apoptozunda intrinsik yol, mitokondri aracili yol olarak da tanimlanmakta olup,
hiicre bliylime faktorlerinin azalmasi, besin yetersizligi, DNA hasar1 ve endoplazmik
retikulum stresi gibi kosullar sonucunda tetiklenir. Bu siire¢, mitokondrinin dig
membran permeabilizasyonu (MOMP)’nun degismesiyle hiicre liimiine yol agar.
Omurgalilarda intrinsik apoptoz yolu, Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenmekte

ve kontrol edilmektedir (Kaczanowski, 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Saez, 2018).

2.9.2.2. Apoptozda Ekstrinsik Yol

Hiicrede apoptozun ekstrinsik yolaklari, transmembran yapili reseptorler araciligiyla
baslatilmaktadir. Bu siire¢, timor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper ailesine ait
reseptorlerin aktivasyonu ile gergeklesir. TNF reseptor ailesinin iiyeleri, hiicre i¢inde
yaklasik 80 amino asitten olusan ve "6liim alan1" (death domain) olarak adlandirilan
bir bolgeye sahiptir. Bu yap, hiicre yiizeyinde algilanan 6liim sinyalinin hiicre i¢ine

iletilmesinde kritik bir rol oynar.

Simdiye kadar en i1yi tanimlanmis 6liim ligandlar1 ve bunlara karsilik gelen reseptorler
arasinda FasL/FasR, TNF-o/TNFRI1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS
bulunmaktadir (Elmore, 2007). Bu ligand-reseptdr etkilesimleri, hiicre icinde kaspaz
enzimlerinin aktivasyonuna yol agarak programli hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Bu
yolak, immiin yanitin diizenlenmesi, gelisim siirecinde gereksiz hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi ve kanser gibi hastaliklarin kontrol altina alinmasi agisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.
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2.10. Sfingolipidler ve Kanser iliskisi
Sfingolipid, temel yapisi alifatik amino alkol olan hiicresel membranlarin primer
yapisal bilesenidir. Sfingolipidler, hiicre membranin ¢ift tabakali olan lipid yapisinin
bir pargasidirlar ve membrandaki lipidlerin gorevlerinden olan  membranin

akigkanligini diizenleme gorevleri vardir (Ogretmen, 2018).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, 6zellikle seramid (CER), sfingozin, sfingozin 1fosfat
(S1P) ve seramid 1-fosfat (C1P) gibi birgok sfingolipidin biyoaktif molekiiller
oldugunu ve ¢esitli hiicresel islevlerde 6nemli roller {istlendigini ortaya koymaktadir.
Bu molekiillerin baglica gorevleri; hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminde tasiyici
olarak gorev almak, inflamasyon, anjiyogenez, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar ve

kanser gibi ¢esitli patolojik siireclerde rol oynamaktadir. (Holland ve Summers, 2008).

Bu lipid grubu, kanserin patogenezinde ve tedavisinde 6nemli rol oynayan, apoptozu
tetikleyen ve kanser hiicrelerinin proliferasyon siireclerinde etkili olan biyoefektor
molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Sfingolipidlerin metabolitleri arasinda yer alan
sfingozin, S1P ve CER, hiicre biiyiimesi ile hiicre 6liimii arasinda dengeyi diizenler.
Seramidler hiicresel stres, apoptotik sinyallerin indiiklenmesi ve DNA hasar1 gibi
durumlar sonucunda hiicrede birikir. CER, seramidazlar (CER’azlar)aracilig ile
tiretilir. ve hiicre proliferasyonunu baskilayarak apoptozu tesvik eder. Sfingozin kinaz,
enzimi ise S1P liretiminden sorumludur. S1P, hiicrelerin hayatta kalmasi, biiyltimesi ve

apoptozun engellenmesi gibi siireclerde etkilidir(Hannun, 1996).

2.10.1. Seramid (CER)
Seramidler, hiicre sinyallesmesi, apoptoz ve hiicre zarmnin yapisal biitiinliigliniin
korunmasi gibi cesitli hiicresel islemlerde hayati rol oynar (Sekil 2.7). CER’lerin temel

yapist li¢ ana bilesenden olusur:

1) Sfingoid Temel yapisi: CER molekiiliiniin ¢ekirdegi uzun zincirli bir amino alkol

olan sfingoid bazdir. Sfingozin, uzun bir hidrokarbon zinciri ve dort trans cift baga
sahip en yaygin sfingoid bazdir. CER’lerin omurgasi, dihidrosfingozin ve fitosfingozin

gibi diger sfingoid bazlardan olusabilir.

2) Yag Asidi Zinciri: CER’ler, sfingoid bazin amino grup kismindan bir amid bagi
araciligr ile baglanan bir yag asidi zincirine sahiptir. CER tiirlerine gore yag asidi

zincirinin uzunlugu ve doygunlugu degisebilir.
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3) Polar Bas Grubu: Genellikle yag asidi zincirinin karsisindaki sfingoid bazinin ug

kisminda konumlanarak, farkli CER tiirlerine 6zgiilliik kazandirir. Polar bas grubu,
SM’lerdeki fosfokolin veya glikosfingolipidlerdeki seker kalintilar1 gibi ¢esitli
fonksiyonel gruplarin eklenmesiyle modifiye edilebilir (Pyne ve Pyne, 2010; Hla ve
Dannenberg, 2012).

OH

NH
R/\(

o)

Sekil 2.7: Seramid ’in kimyasal yapis1 (Murakami ve ark., 2011)

CER, asil kism1 yag asidinden ziyade sfingoid baz kisminda denatiirasyona ve
hidroksilasyona maruz kalarak yapisal gorevi degisen yapilardir (Hannun ve Obeid,
2011). CER’ler dogada bulunan en hidrofobik yapida lipidlerdir bu sebeb sitozolde
ve ¢Ozelti icinde higbir CER’e rastlanilmaz.(Hannun ve ark., 2001).

Son caligmalar, farkli uzunluktaki yag asidi zincirine sahip CER’lerin kanser
patogenezinde farkli islevleri olabilecegi gosterilmistir. Mesela C16-CER (CerS6
tarafindan sentezlenir) kanser hiicresi proliferasyonunda rol oynadigi, C18-CERin
(CerS1 tarafindan sentezlenir) ise hiicre 6liimiinde rol oynadig1 gosterilmistir. Agresif
tiimorlerde total CER (6zellikle C16-, C24:1- ve C24:0-CERler) seviyelerinin 6nemli
Olciide arttig1 bulunmustur (Alizadeh ve ark., 2023).

2.10.2. Sfingomyelin (SM)

Stingomiyelinler (SM) seramid (CER) molekiiliine bir fosfatidilkolin grubunun
eklenmesiyle olusan sfingolipid tiiriidiir. CER’ler ve SM’ler arasinda c¢esitli yag asidi
eklenmesi ile yeni yapilarin olusumu devam etmektedir. Viicutta SM diizeylerinin
degismesi cesitli fizyolojik ve patolojik etkilere neden olmaktadir. SM’ler hiicre

proliferasyonu ve hiicre sinyalizasyonu gibi 6nemli gorevlerde yer almaktadirlar.
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Hiicre yiizeyindeki biyokimyasal degisiklikler, 6zellikle fosfolipit tabakasindaki SM
icerigindeki asir1 artis, kanser baslangicinda, biiyiimesinde ve immiin sistemi
baskilamada onemlidir. Sfingomiyelin (SM) sentezi ve hidrolizinin, karsinogenezisin
baslamasinda ve metastaz evresinde artis goOstermesi bu siireglerde Onemli rol
oynadigini ortaya koymaktadir. SM diizeyinin asir1 artisi hiicre-hiicre temasina bagh
¢ogalma inhibisyonunu baskiladigi, hiicre i¢i sinyal iletimini bozdugu ve bagisiklik

hiicrelerinin duyarliligini azalttig bildirilmistir (Tallima ve ark., 2021).

2.10.3. Sfingozin
Sfingozinler, sfingozin kinazlar (SphK) i¢in bir substrat olup sfingozin-1-fosfat (S1P)

molekiiliiniin Onciisiidiir. S1P,hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak sinyal
iletiminde bir ligand gorevi goriir. Ancak etkileri yalnizca hiicre yiizeyiyle sinirli
kalmayip, hiicre icinde de c¢esitli biyolojik siirecleri diizenleyebilirler. Hiicre
bliylimesini ve sagkalimini destekleyen etkileri sayesinde, genellikle seramidin
etkilerine zit yonde islev goriirii. Ayrica, hiicre i¢i sinyal iletimi,anjiogenez ve
bagisiklik sistemi savunmasinda fonksiyonel bir rol oynar. (Gomez-Mufioz ve ark.,

2013).

2.10.4. Sfingozin 1-fosfat (S1P)

Sfingozin 1-fosfat, sfingolipidlerin fosforile metaboliti olup Onemli biyoaktif
molekiillerdir. S1P, SphK1 ve SphK2 katalizi ile meydana gelir. Bu iki enzim de
sfingozini fosfatlayarak S1P iiretimi saglar. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bu iki
enzimin hiicre sagkalimi ve sfingolipit metabolizmasi1 {izerindeki etkilerinin daha
farkl sekilde oldugunu gostermistir(Pyne ve Pyne, 2010). S1P ilk olarak pro-mitojenik
ve anti-apoptotik olarak tanimlanmistir ve daha yakin zamanda inflamatuar siireclerle
iliskilendirilmistir Inflamasyonda énemli rol oynayan spesifik G-protein baglantili
reseptOr ailesinin S1P'ye yiiksek afinitesi oldugu kesfedildi. SIP hiicre gocii,
farklilasma veya tiimor olusumunda rol oynar ayrica anjiyogenezin temel

diizenleyicisidir (Gomez-Muioz ve ark., 2013).
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2.10.5. Seramid 1-fosfat (C1P)

Memeli hiicrelerinde, CER’ler lizerinden seramid-1-fosfatin (C1P) CER kinaz (CerK)
araciligiyla tretildigi iyi bilinmektedir. Bu enzim ilk olarak Bajjalieh ve calisma
arkadaglar1 tarafindan beyin dokusunda tespit edilmis (Bajjalich ve ark., 1989),
ardindan Kolesnick ve Hemmer tarafindan insan 16semi HL-60 hiicrelerinde
gbzlemlenmistir (Bajjalieh ve ark., 1989). Bununla birlikte, memeli dokularinda C1P
biyosentezi i¢in su ana kadar tanimlanmis tek enzim CerK olmasina ragmen, alternatif

biyosentetik yollarin da var olabilecegi diisiiniilmektedir.

Klasik olarak, CI1P, fibroblastlar, makrofajlar ve myeloblastlar dahil olmak {iizere
cesitli hiicre tiplerinde hiicre proliferasyonunu tesvik eden ve apoptozu inhibe eden
mitojenik ve pro-sagkalim ajani olarak tanimlanmistir. Bu baglamda, yakin zamanda
CerK'nin insan ndroblastoma hiicrelerinin ¢cogalmasi igin gerekli oldugu gosterilmistir.
Spesifik gen susturma siRNA veya farmakolojik inhibitorler ile CerK’nin asagi
diizenlenmesi, noroblastoma hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde azaltmistir.
Ayrica, CerK’nin A549 akciger adenokarsinom hiicrelerinde mitogenezi uyardigi ve
apoptozu inhibe ettigi belirlenmis, boylece C1P’nin hiicre biiylimesi ve Oliimiinii

kontrol etmedeki kritik rolii dogrulanmistir (Gomez-Mufoz ve ark., 2013).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3.1.1. Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismamizda MCF-7 ve BJ hiicre hatlar1 American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, Virginia, USA) firmas1 tarafindan saglanmistir. OVCAR-3 hiicre hatt1 I-
Cell (Fengxian * Dist, Shanghai, China) firmasindan temin edilmistir. MCF-7 ve BJ
hiicrelerini ¢ogaltmak i¢in ATCC tarafindan formiilize edilen Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM): Ham's Nutrient Mixture (F-12), 1:1 (Gibco, Life
Technologies Limited, Paisley, UK) ve OVCAR-3 hiicreleri i¢in RPMI-1640 besiyeri
kullanildi. 500 mI’lik stvi ham besiyeri igerisine son konsantrasyonlart %10 (v/v)
olacak sekilde fetal bovin serum (FBS; Gibco, Life Technologies Corporation, Paisley,
UK), %1 olacak sekilde penisilin-streptomisin (Gibco, Life Technologies, Grand
Island, USA) ve 100 pul Amfoterisin-B (Gibco, Life Technologies Limited, Paisley,
UK) eklenerek karisim hazir hale getirildi. Hazirlanan bu karisim 0.22 um bottle-top
ile filtre edilerek, steril hale getirildi ve +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiir Baslangici

Hiicreleri cogaltmak icin 37°C’de %5 CO: ve %95 nemlendirilmis hava iceren steril
inkiibatorler tercih edildi. Hiicrelerin ¢ogalmalar1 %70-90 dolgunluga ulagsma stiresi 2-
4 giin araliginda gerceklesti. Hiicre ¢dzdiirme islemine baslamadan su banyosu 37°C
once 1sitildi. Sivi azot icerisinde dondurmada kullamlan viyaller icinde 37°C su
banyosunda hafif sekilde sallanarak ¢6ziilmesi saglandi. Hiicre viyali %70 alkol ile dis
ylizeyi silinerek hava akigh laminar flow kabine alindi. Bu asamadan sonra yapilan
biitiin islemler aseptik kosullar altinda gergeklestirildi. Falkon tiiplere 6nceden
isitilmig besiyeri 9 ml eklendi lizerine 1 ml hiicre kiiltiir ortam1 aktarildi. Hiicreler
1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Sonrasinda besiyeri
ile resiispansiyon yapilarak 25 cm? flasklara aktarildi. Hiicre varhigi 1sik

mikroskobunda kontrol edilip hiicreler inkiibatre kaldirildi.

3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicre pasajlama islemi ncesi gerekli miktarda kullanilanacak besiyeri, tripsin-EDTA
ve steril fosfat tampon salin (PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 37°C su

banyosuna koyularak aktive olacak uygun sicakliga getirildi. Pasajlanacak hiicrelerin
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morfolojisine ve yogunluguna mikroskop altinda bakildi. Ardindan hiicrenin
biiytitiildiigi flask %70 alkol ile silinerek laminar flow kabin i¢ine alindi. Bu asamadan
sonraki biitiin adimlar sik1 aseptik kosullar altinda gergeklestirildi. MCF-7, OVCAR-
3 ve BJ hiicreleri %70-90 yogunluga ulastiklar1 zaman %0,05 tripsin-EDTA ¢o6zeltisi
(Gibco, Life Technologies Limited, Paisley, UK) ile hiicre ayristirilmasi yapildi.
Tripsin-EDTA’nin etkisini en iyi sekilde gosterebilmesi i¢in 5-10 ml steril PBS flaskin
kosesinden yavasga eklendi ve PBS flask i¢inde birka¢ dakika kadar bekletilerek
atiklarin temizlenmesi saglandi. Flask ylizeyine tutunmus hiicreleri kaldirmak i¢in 25
cm? flask yaklasik 3 ml olacak sekilde, 75 cm? igin yaklasik 9 ml olacak sekilde tripsin-
EDTA eklendi. Tripsin-EDTA eklenen flask yaklasik 5-7 dakika kadar inkiibatorde
bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin yiizeyden ayrildigina emin olduktan sonra
tripsin-EDTA miktariin iki kati olacak sekilde besiyeri flaska ilave edilerek tripsin-
EDTA’nin inaktivasyonu gerceklestirildi. Steril pipet yardimu ile birkag kez pipetleme
yapilarak flaskin tamami hiicreden arindirildi. Hiicrelerin bir araya gelerek
olusturdugu kiimelenmelerin ayrilmasi saglandi ve flask igeriginin tamami alinarak 15
ml’lik santriflyj tlipline aktarildi. 1000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan siipernatant uzaklastirildi ve hiicre peleti 10 ml 6nceden 1sitilan besiyeri ile
re siispanse edildi. Pasajlama islemi tamamlandiginda flasklar 37°C’de %5 CO: ve

%95 nemlendirilmis hava igeren steril CO; inkiibatoriine kaldirilda.

3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarimizda kullanmak amaciyla hiicrelerin bir kismi kademeli
sekilde dondurularak sivi azot tankina konuldu. Dondurma islemi i¢in %80-90
yogunluga ulagsmig MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicreleri protokole uygun adimlar ile
donduruldu. Ilk olarak PBS ile flask yiizeyi atiklarin uzaklastiriimasi islemine maruz
birakildi. Ardindan tripsin-EDTA ile hiicreler yiizeyden kaldirildi. Besiyeri ile
tripsinin inaktivasyonu saglandi ve hiicreler 15 mI’lik santrifijj tiipiine aktarilarak 1000
x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi iistte kalan siipernatant
uzaklastirildi ve hiicre peleti %5 (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO; Fisher Scientific, Fair
Lawn, New Jersey, USA) iceren besiyeri ile re-slispanse edildi. Re-siispanse edilen
hiicreler, her kriyo viyal de 1 ml olacak sekilde viyallere aktarildi ve kademeli
dondurma isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in kriyo viyaller izopropanol (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) iceren dondurma kabina (freezing-container) konuldu.
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Ardindan -80°C’de bir gece boyunca bekletildi. Son olarak da kriyo viyaldeki hiicreler

s1v1 azot tankina transfer edildi.
3.2. Hiicre Tedavi Protokolleri ve Canlilik Analizi

3.2.1.Estrojen (ES) Uygulamasi

Hiicre proliferasyonu estrojen hemihidrat (ES) kullanilarak uyarildi (ESTROFEM,
MW: 562,8 g/mol, Novo Nordisk ilag Sanayi, istanbul, Tiirkiye). 2 mg tabletin 1 ml
DMSOQ'da ¢oziilmesiyle 3,6 mM'lik bir dstrojen hemihidrat ana stok konsantrasyonu
hazirlandi. Bu stok, 1 mM'lik bir ara stok ¢ozelti olusturmak icin hiicre kiiltiirii
ortamiyla daha fazla seyreltildi. MTT deneyinde test edilen son Ostrojen
konsantrasyonlar1 1, 10 ve 100 nM (Koyunoglu ve ark., 2013) olarak belirlendi. MTT
deney sonuglari, MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicreleri i¢in 6strojen proliferasyonu takibi

icin 16, 24 ve 48. saatlerdeki optimum doz ve siireyi tanimlamaya yardimci1 oldu.

3.2.2. Sparstolonin B(SsnB) Uygulamasi

Literatiirde MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicrelerinde SsnB toksisitesi iizerine etkinligini
inceleyen bir ¢alisma yoktur. SsnB (>%99,0 saflikta ve 268,32 g/mol molekiiler
agirlikta) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD) satin alindi. 10 mM stok soliisyonu
hazirlamak i¢in 5 mg SsnB, 1864 pL. DMSO'da ¢6ziildii. Bu stok daha sonra hiicre
kiltlirii ortamiyla seyreltilerek 1 mM ara stok soliisyon olusturuldu. MTT deneyinde
kullanilan SsnB'nin son konsantrasyonlar1 3,125 ile 50 pM arasinda degisti. MTT
deneyinden elde edilen sonuglar, MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicrelerine 16, 24 ve 48.

saatlerde uygulandi.

3.2.3. Hiicre Canlihg1 Deneyi

Hiicre canliliginin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan MTT (Gold Biotechnology
Inc., St. Louis, MO, USA) analizi yapildi. MTT, ¢6ziinmeyen yapidaki bir formazana
indirgendigi zaman mor renk olusturan sar1 renkli kromojendir. Bu indirgenme fazi
hiicrelerde bulunan mitokondriyal NADH veya NADPH'a bagl oksidorediiktaz
enzimleri aracilig1 ile gerceklestirilir. Oksidorediiktaz enzimlerinin seviyesi, hiicresel
metabolik aktiviteyi gosterir. Hiicrelerde formazanin ¢6ziinmesi ile absorbans dl¢iimii
gerceklestirilir. Absorbans degerleri hiicresel metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in
kontrol grubu ile karsilastirilarak belirlenir. Calismamizda 5 mg MTT tozu 1 ml PBS
icinde ¢0ziildli. Ardindan hiicre kiiltiiriinde kullanilmak amaciyla 0.22 pm ¢apindaki
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filtreden gegirilerek steril edildi. Hazirlanmis olan bu ¢dzelti -20°C buzdolabinda 6 ay
stire ile muhafaza edilebildi. MTT analizine baglamadan 6nce ¢alismamizda kullanilan
tim hiicreler bulundugu flask igerisinde %70-90 yogunluga ulastigi zaman hiicre
medyumu ortamdan uzaklastirilip PBS ile yikama yapildi. Hiicreleri flasktan
uzaklastirma islemi i¢in tripsinizasyona maruz birakarak hiicre igerigi 15 mL’lik
santrifiij tiipe aktarildi. 1000 x g’de 5 dakika santrifiigasyon sonrasinda siipernatant
uzaklastirildi ve hiicrelerin sayimi yapildi. MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicreleri, 100 uL
ortam basma 5 x 103 hiicre yogunlugunda steril 96 kuyulu plakalara ekildi. Hiicreler,

dozlanmaya baslamadan 6nce hiicre kiiltiirli ortamiyla bir gece boyunca kiiltiire edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuga 200 ul belirlenen konsantrasyonlarda 1
uL/mL DMSO, 1-10-100 nM ES veya 3,125-50 uM SsnB doz uygulamalar1 yapild:
ve 16-24-48 saat inkiibasyon siireleri bittikten sonra karanlik ortamda MTT protokolii
gerceklestirildi. Grup basima 12 tekrar olacak sekilde calisildi. Inkiibasyon medyumu
yavagga aspire edildi ve her kuyucuga daha 6ncesinde medyum ile hazirlanmis olan
%10 (v/v) MTT ¢ozeltisinden 100 pl eklendi. MTT ¢ozeltisi eklenen 96 kuyucuklu
plaka disindan 151k gecirmeyecek sekilde kaplanarak 2 saat boyunca 37°C, %5 CO»
inkiibatoriinde bekletildi. Inkiibasyon bitiminde kuyucuklarin dibinde mor renkli
formazan kristallerinin olustugu goriildii. Yavas ve hassas sekilde kuyucuklardaki sivi
aspire edildi ve ardindan her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. Formazan
kristallerinin en iy1 sekilde ¢oziinmesi i¢in 96 kuyucuklu plaka 5 dakika boyunca yatay
calkalayict Tlizerinde bekletildi. Bu asamadan sonra mikroplaka okuyucuda
(MicroQuant Plate Reader, Bio-Tek Instruments Inc. Vermont, USA) 570 ve 690
nm’de absorbans Ol¢iimii gergeklestirildi. 690 nm’deki absorbans degerleri 570
nm’deki absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Tiim gruplardaki formazan kristalinin
olugsma miktarlari, kontrol grubuna kiyasla % canlilik olarak belirlendi. Kontrol
grubundan gelen absorbans %100 hiicre canlilig1 olarak kabul edildi ve hiicre canlilig
(%) su formiil kullanilarak hesaplandi:

Hiicre Canlilig1 (%) = (Abs 6rnek/Abs Kontrol) *100
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3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda MTT analiz sonuglarina dayanarak bes farkli deney grubu olusturuldu.
(1) Kontrol (sadece ortam); (2) DMSO (24 saat boyunca 1 pL/mL DMSO ile inkiibe
edilen hiicreler); (3) ES (48 saat boyunca 10 nM ES ile muamele edilen hiicreler); (4)
SsnB (24 saat boyunca 25 uM SsnB ile inkiibe edilen hiicreler); ve (5) ES + SsnB (10
nM ES muamelesi ile 24 saat inkiibasyon sonrasi 25 pM SsnB baslad1 ve 24 saat

boyunca devam etti).

3.4. immiinfloresan Boyama

Bu ¢aligsmada sinyal ileti yolundaki proteinlerden PI3K, p-AKT ve p-mTOR immiin
reaktivitesi ve PCNA protein diizeyi immiinfloresan mikroskopi yontemi ile belirlendi.
Bu deney i¢in MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicreleri flasklar da ¢ogaltilarak hiicreler
%70-90 yogunluga ulasinca tripsinizasyon islemine maruz birakilarak hiicreler
kaldirildi ve hiicre sayimi yapilarak her kuyucuga yaklasik 10.000 hiicre olacak sekilde
8 kuyucuklu chamber-slide’a (Merck Millipore, Cork, Ireland) ekim yapildi. Ekim
gerceklestikten sonra chamber slide hiicrelerin adezyonu ve hiicre morfoloji almasi
i¢in gece boyunca 37°C, %5 CO, inkiibatériinde bekletildi. %70-80 yogunluga
ulagsmig olan hiicreler deney gruplarina gore gerekli doz uygulamalart yapildi.
Sonrasinda chamber slide icerisinde bulunan besiyeri ortamdan uzaklastirilarak,
kuyucuklar 0,01 M soguk PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler taze hazirlanan %4
konsantrasyondaki paraforrmaldehit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile 8-10
dakika fiksasyon iglemine maruz birakildi. Fiksasyon agamasi yapildiktan sonra ii¢ kez
soguk PBS ile yikama islemi yapildi. Yikamanin ardindan hiicreler PBS igerikli 9%0,2
konsantrasyonlu Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile 10 dakika
permeabilize edildi. Permeabilizasyon asama sonrasi 5 kez soguk PBS ile yikama
yapildi.  PBS igerisinde hazirlanmis %35 normal goat serum (NGS; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) ile 30 dakika inkiibe edilerek bloklama yapildi.
Daha sonra herhangi bir yikama yapilmadan kuyucuk basina 200 pl olacak sekilde
rabbit poliklonal kokenli anti-PI3K (1:200, BT-AP07136, BT Bioassay Technology
Laboratorie), rabbit poliklonal anti-p-AKT (1:200, #649001, BioLegend Enabling
Legendary Discovery), rabbit poliklonal anti-p-mTOR (1:200, AFFBIO/AF3308
Affinity Biosciences), ve anti-PCNA (1.200, #bs-0754R, Bioss Woburn, MA, USA)
primer antikorlar1 eklenerek 4°C’de ve karanlik ortamda bir gece boyunca inkiibe

edildi. Deneylerin 2. Giinii slidelar oda sicakliginda 5 kez PBS ile yikandi. Ardindan
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karanlik ortamda her kuyucuga 200 pl Alexa Fluor-488 konjuge goat anti-rabbit
(1:300, # A11008 life Technologies, USA) sekonder antikoru eklendi ve 45 dakika
boyunca oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
kuyucuklar PBS ile 3 kez yikandi. Yikama islemi bittikten sonra hiicre ¢ekirdegini
goriinlir hale getirmek i¢in DAPI boyamasi (Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA) yapildi. Slidelar kapatilarak floresan mikroskobunda goriintiilendi.

Chamber slidelarin goriintiilemesi floresan mikroskopta (Olympus IX81, inverted
fluoresans mikroskop Tokyo, Japan) uygun olan filtreler kullanilarak yapildi. Yapilan
goriintiilemelere gore floresans yogunlugu NIH Image] 1.53e yazilimi aracilig ile
analiz edildi. Her grup icin hiicrelerin floresans 1s1ma yapan bdolgeleri baz alindi ve
integrated yogunluk program ile belirlendi. Hiicrelerin dogrulanmis total floresans
(CTCF) miktarlarin1 hesaplayabilmek i¢in “ CTCF= Integrated Yogunluk — (Secilen
hiicrenin alan1 x Background okumalar1 ortalamas1)’” formiilii kullanildi. Elde edilen

sonuclarin degerlendirilmesi istatistiksel olarak gerceklestirildi.

3.5. ELiSA Yontemi ile Protein Olciimii

PCNA seviyelerini 6lgmek i¢in, non-kompetetif olmayan sandvi¢ ELISA kiti (Kat.
#ELKS5141, ELK Biotechnology, Denver, CO, ABD) kullanildi. MCF-7 ve OVCAR-
3 hiicreleri i¢in tedavi uygulamalarini takiben, 107 hiicre/mL PBS'de siispanse edildi
ve ultrasonikasyon islemine tabi tutuldu. Hiicre lizatlar1 2—8°C'de 10 dakika boyunca
1500 g'de santrifiij edildi. Ustteki sivi &rneklerinde PCNA seviyeleri, kitin
talimatlarina uygun olarak degerlendirildi. Standart bir egri kullanilarak, 6rneklerdeki

PCNA yogunlugu 450 nm'de belirlendi ve ng/mg protein olarak ifade edildi.

PI3K, fosfo-AKT (ser473) ve fosfo-mTOR diizeyleri sandvi¢ ELISA kitleri (sirasiyla
kat. #EO896Hu, kat. #E4531Hu, kat. #E4485Hu. BT Lab, Bioassay Teknoloji
Laboratuvari; Sanghay, Cin) ile degerlendirildi. MCF-7 ve OVCAR-3 hiicreleri
calisma gruplarma gére muamele edildi ve toplanan hiicreler (107 hiicre/mL) PBS'de
siispanse edildi, ardindan 2—8°C'de 10 dakika boyunca 1500 g'de ultrasonikasyon ve
santrifiijlemeye tabi tutuldu. Kuyucuklar PI3K, fosfo-AKT ve fosfo-mTOR
antikoruyla 6nceden kaplanmigtir. PI3K kaplanmis kuyucuklara 6rnek eklenir ve ilgili
antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis Insan PI3K, p-AKT ve p-mTOR
antikoru eklenir ve drnekteki ilgili proteine baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP

ilave edilir. Biyotin aracilign ile PI3K,p-AKT, p-mTOR antikoruna baglanir.
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Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP, bir yikama adimi sirasinda
yikanir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve PI3K, p-AKT, p-mTOR miktarina
bagli olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma ¢ozeltisi eklenerek sonlandirilir
ve absorbans 450 nm'de dlgiiliir. Orneklerdeki PI3K, fosfo-AKT (ser473) ve fosfo-
mTOR miktar1 standart bir egri kullanilarak 450 nm'de belirlendi ve ng/mg protein
olarak bildirildi.

3.6. Protein Ol¢iimleri

Protein Ol¢imleri MCF-7 ve OVCAR-3 hiicre lizatlar1 kullanilarak protein
konsantrasyonlar1 595 nm’de modifiye Bradford yontemiyle oOlgiildi. Yontemde
standart olarak bovin serum albiimin (BSA) ile Coomassie Plus reaktifi iceren ticari
kit kullanild1 (Thermo Fisher Scientific Cat. #23238, Thermo Fisher, Waltham, MA
USA). Hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonu BSA standart grafigi yardimiyla

hesaplanda.

3.7. TUNEL Apoptotik Hiicre Tayini

Apoptotik hiicreler One-Step TUNEL Test Kiti (Elabscience, Cat#E-CK-A320,
Houston, Teksas, ABD) kullanilarak belirlendi. Terminal deoksiniikleotidil transferaz
(TdT) tarafindan yapilan katalitik bir islem, hasarli DNA'nin ac¢iga ¢ikan 3'-OH
uclarina floresan etiketli dUTP ekleyebilir. Her reaktif ve 6rnek, test kitinde bulunan
talimatlara gore hazirlandi. Kuyu basmna yaklasik 100.000 hiicre (MCF-7 veya
OVCAR-3), 8 kuyulu hazne slaytlarina (Merck Millipore, Cork, Irlanda) yerlestirildi.
Hiicreler %70-80 proliferasyona ulastiktan sonra, kiiltiir ortam1 kullanilan doz ortami
ile degistirildi ve inkiibasyon siireci sonunda apoptotik hiire tayini i¢in deney
baslatild1. Inkiibasyon siiresinin ardindan, ortam uzaklastirildi, hiicreler PBS ile
yikand1 ve paraformaldehit fiksasyon asamasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika boyunca
bekletildi. Pozitif kontrol grubunda DNA'y1 koparmak ve 3'-OH uglarmi agiga
cikarmak i¢cin DNase I kullanildi. 100 pL DNase I soliisyonu (200 U/mL)
uygulandiktan sonra hiicreler 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Slaytlar1 yikamak i¢in
PBS kullanild (ii¢ kez, her biri bes dakika). Negatif kontrol olarak kullanilan hiicreler
oda sicakliginda DNase I tamponunda bes dakika inkiibe edildi ve ardindan PBS'de
her biri bes dakika olmak iizere ii¢ kez yikandi. Penetrasyon adiminin
tamamlanmasinin ardindan 100 pL. TdT Dengeleme Tamponu eklendi ve slaytlar

37°C'de 25 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir slayda 50 pL
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Etiketleme Calisma Soliisyonu eklendi ve ardindan 37°C'de 60 dakika nemli ortamda
inkiibasyona birakild1. Slaytlar, her biri bes dakika olmak tizere ti¢ kez PBS ile yikandi.
Chamber Slide’1n iist fazini lam kismindan ayirdiktan ve bir pegeteyle sildikten sonra,
DAPI slaytlarin iizerine damlatildi. Lekesiz bir lamel yardimi ile hava kabarcigi
olmadan kapatildi. Chamber slidelarin goriintiilemesi floresan mikroskopta (Olympus
IX81, inverted fluorasans mikroskop Tokyo, Japan) uygun olan filtreler kullanilarak
yapildi. Yapilan goriintiilemelere gore floresans yogunlugu NIH ImagelJ 1.53¢ yazilimi
araciligi ile analiz edildi. Her grup i¢in hiicrelerin floresans 1s1ma yapan bolgeleri baz
alind1 ve integrated yogunluk program ile belirlendi. Hiicrelerin dogrulanmis total
floresans (CTCF) miktarlarini hesaplayabilmek i¢in “ CTCF= Integrated Yogunluk —
(Secilen hiicrenin alan1 x Background okumalar1 ortalamas1)’’ formdilii kullanildi. Elde

edilen sonuclarin degerlendirilmesi istatistiksel olarak gerceklestirildi.

3.8. Sfingolipidler ve CER Kiitle Spektrometrik Analizleri icin Hiicre
Orneklerinin Hazirlanmasi

Uygun yontemlerle toplanan ve (4-5 x 10° hiicre icerecek sekilde) pellet haline
getirilen 500 pl MCF-7 ve OVCAR-3 hiicre lizatlari, onceki ¢alismada belirtildigi
sekilde (Afsar ve ark., 2020) 2 pl 5000 ng/ml IS stok ¢ozeltisi ile muamele edildi.
Ardindan, lizatlara 375 ul kloroform: metanol (1:2, v/v) karisimi eklendi. Ornekler 30
saniye boyunca sonikasyona tabi tutuldu ve 100 pl distile su ilavesi sonrasinda 5
dakika boyunca vorteks ile karistirildi. Elde edilen karisim 30 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresi sonunda, numuneler 2000 g’de
5 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Stipernatantlara 125 pl kloroform
ve 125 pl distile su eklenerek vortekslendi ve yeniden 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan, olusan yaklasik 500 ul iist-organik faz yeni bir cam tiipe
aktarild1 ve sabit azot akis1 altinda ucurma islemi gerceklestirildi (VLM, Bielefeld,
Almanya). Ugurma sonrasi kuruyan kalintilar 100 pl metanol: formik asit (99,9:0,1)
¢Ozeltisinde ¢6ziildlii ve tamamu insert viallere aktarilarak LC-MS/MS analizine hazir

hale getirildi.
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3.9. Sfingomiyelin ve Seramid Seviyelerinin Belirlenmesi

SM ve CER miktar analizleri, daha onceki calismalarda belirtildigi sekilde (Ozer ve
ark., 2018), ultra hizli s1vi kromatografi (UFLC) sistemine baglhh LC-MS/MS cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation,
Japonya; LCMS-8040, Shimadzu Corporation, Japonya).

Analizlerde kullanilan N-palmitoil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C16 SM), N-
stearoil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C18 SM), N-lignoseroil-D-eritro-
sfingosilfosforilkolin (C24 SM), N-palmitoil-D-eritro-sfingozin (C16 CER), N-
stearoil-D-eritro-sfingozin (C18 CER), N-arasidoil-D-eritro-sfingozin (C20 CER), N-
behenoil-D-eritro-sfingozin (C22 CER) ve N-lignoseroil-D-eritro-sfingozin (C24
CER) standartlar1 Avanti Polar Lipids’ten (Alabaster, AL, ABD) temin edilmistir. I¢
standart olarak kullanilan C16 CER d18:1/16:0 (Palmitoil-U-*C¢) ise Cambridge
Isotope Laboratories’ten (Andover, MA, ABD) saglanmustir.

Her bir Sfingolipid standart ¢ozeltisi metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
icinde ¢Oziilmiis ve 40°C’de sonikasyon uygulanarak analiz icin hazirlanmistir.
Olgiimler, ultra hizli sivi kromatografisi (UFLC) sistemine baglh MS/MS cihaz1
kullanilarak gerceklestirilmis ve dnceki ¢aligmalarda optimize edilmis ¢oklu reaksiyon
izleme (MRM) yontemi kullanilmistir. Kromatografik ayirmalar, 60°C'de yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) kolonu (XTerra C18, 2.1 mm X 50 mm,
Waters, MA, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Sfingolipidler i¢in akis hiz1 0.450

ml/dk olacak sekilde belirlenmis ve enjeksiyon hacmi 10 pl olarak ayarlanmustir.
Mobil fazlar asagidaki sekilde hazirlanmistir:

e Mobil Faz A: Su/asetonitril/2-propanol (8:1:1, v/v/v) karisimi, 10 mM

amonyum format ilavesiyle

e Mobil Faz B: Asetonitril/2-propanol (9:1, v/v) karisimi, 10 mM amonyum

format ilavesiyle
Gradient programi su sekilde ayarlanmistir:

e (-2 dakika — Solvent B: %65

e 2.01-13 dakika — Solvent B: %90
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e 13.01-20 dakika — Solvent B: %100

e 20.1-23 dakika — Solvent B: %65

CER ve SM olglimleri i¢in 39-625 ng/ml araliginda lineer kalibrasyon optimize
edilmis ve toplam analiz siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir. Ol¢iimler, pozitif
elektrosprey-iyonizasyon (ESI) modunda gergeklestirilmis ve her bilesigin MRM
gecisleri ile yanitlart otomatik olarak optimize edilmistir. Tim analiz edilen

sfingolipidlerin pozitif ESI-MS mod ana ve liriin m/z degerleri asagidaki gibidir;

C16 SM, precursor m/z: 703.30, product m/z: 184.20

C18 SM, precursor m/z: 731.40, product m/z: 184.20

C24 SM, precursor m/z: 815.50, product m/z: 184.20

C16 CER, precursor m/z: 538.50, product m/z: 264.40
C16 CER *IS, precursor m/z: 554.30, product m/z: 264.30
C18 CER, precursor m/z: 566.30, product m/z: 264.40
C20 CER, precursor m/z: 594.60, product m/z: 264.50
C22 CER, precursor m/z: 622.60, product m/z: 264.40
C24 CER, precursor m/z: 650.40, product m/z: 264.30

3.10. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler 8.4.3 GraphPad Prism yazilimi kullamilarak yapildi. (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Elde edilen istatistiksel analiz sonuglar1 sekil

aciklamalarinda ayrintili olarak yazilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlilig1 Analizi

4.1.1. Estrojen Proliferasyon Analizi

MCF-7, OVCAR-3 ve saglikli insan fibroblast BJ hiicrelerinde 16, 24 ve 48 saatlik ES
(1-100 nM) tedavisini takiben hiicre canlilig1 analizi Sekil 4.1°da gosterilmistir.
PI3BK/AKT/mTOR yolu saglikli hiicrelerde genel olarak daha az aktif oldugundan
(Glaviano ve ark., 2023), BJ saglikl fibroblast hiicreleri kontrol grubu olmasi amagh

kullanilmustir.

MCF-7 hiicrelerindeki hiicre canlilig1 analizleri, uygulanan tiim ES dozlarinin, kontrol
gruplariyla karsilagtirildiginda 16. ve 24. saatlerde hiicre canliligini anlaml diizeyde
azalttigin1 gostermistir. Ancak, 48 saatlik inkiibasyon siiresinde 10 nM ve 100 nM ES
uygulamalari, diger tiim gruplara kiyasla hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde
artirmigtir. Ayrica, 48 saat boyunca uygulanan tiim ES dozlarinin, 16 ve 24 saatlik
uygulamalara kiyasla hiicre canliligin1 anlamli derecede yiikselttigi tespit edilmistir

(Sekil 4.1A).

OVCAR-3 hiicrelerinde gerceklestirilen hiicre canlilig1 analizleri, 16 saat boyunca
uygulanan tim ES dozlarinin, 24 ve 48 saatlik uygulamalarla karsilastirildiginda hiicre
canliligmi anlamh diizeyde azalttigim1 gostermistir. Bununla birlikte, 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde 10 nM ve 100 nM ES uygulamalarinin, kontrol grubuna kiyasla
hiicre canliligini 6nemli dl¢tlide artirdig belirlenmistir. Ayrica, OVCAR-3 hiicrelerine
24 saat boyunca uygulanan 100 nM ES tedavisinin, hiicre proliferasyonunu kontrol ve

DMSO gruplarma gore anlamli diizeyde artirdig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.1B).

BJ hiicrelerinde ise tiim saat araliklarinda 100 nM ES uygulamasinin, hiicre
proliferasyonunu tiim gruplara kiyasla belirgin sekilde azalttig: tespit edilmistir. Ek
olarak BJ hiicrelerinde 100 nM ES tedavisinin, 16 saatlik tedavi grubuna kiyasla 48
saatlik uygulama grubunda hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigir belirlenmistir

(Sekil 4.10).

Sekil 4.1D, MCF-7, OVCAR-3 ve BJ hiicrelerine 48 saatte uygulanan ES’nin 151k
mikroskobu goriintiilerini (10x biiyiitme) gostermektedir. Kontrol ve DMSO (1
puL/mL) gruplarinda herhangi bir degisiklik gozlenmezken, 10 ve 100 nM ES ile tedavi
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edilen MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir ¢ogalma
gbzlenmistir. 48 saat boyunca 100 nM ES uygulamasinin BJ hiicrelerinde; morfolojide
bozulmaya, biiziilmeye, kiimelenmeye ve toksisiteye neden oldugu gézlemlenmistir

(Sekil 4.1D).

(A) 16 Saat (B) (C) === 16 Saat

150 s 24 Saat
©n 48 Saat

100

MCF-7
% Canhiik
BJ
% Canlilik

OVCAR-3
% Canlilik
o
-]

Kontrol DMSO 1nM 10nM 100 nM Kontrol DMSO  1nM  10nM 100 nM

Kontrol DMSO 1nM 10nM 100 nM

(D)

Kontrol DSO ES 1InM ES 10 nM ES 100 nM

MCF-7 |

OVCAR-3 |

Sekil 4. 1: A) MCF-7 hiicrelerinde 16-48 saat araliinda MTT testi ile hiicre canlilig1 degerlendirildi.
ES (1,10 ve 100 nM) ile DMSO (1w/ml) uygulanan hiicreler. Veriler 7-8 farkli deneyi temsil etmektedir
ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapilmistir ve
deney gruplar1 arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, kontrol
grubu ile ayni zaman dilimleri karsilastirildiginda. #, p<0.05, tiim gruplar ile ayn1 zaman dilimleri
karsilastirildiginda. §, p<0.05, ayn1 doz araliginda 16 ve 24 saat ile karsilagtirildiginda. B) OVCAR-3
hiicrelerinde 16-48 saat araliginda MTT testi ile hiicre canlilig1 degerlendirildi. ES (1,10 ve 100 nM) ile
DMSO (1p/ml) uygulanan hiicreler. Veriler 6-8 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama +
SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapilmistir ve deney gruplari arasindaki
farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, Kontrol ve DMSO grubu ile ayni
zaman dilimleri karsilastirildiginda. #, p<0.05, kontrol grubu ile ayn1 zaman dilimi karsilastirildiginda.
§, p<0.05, ayn1 doz araliginda 24 ve 48 saat ile karsilagtirildiginda. C) BJ hiicrelerinde 16-48 saat
araliginda MTT testi ile hiicre canliligi degerlendirildi. ES (1,10 ve 100 nM) ile DMSO (1p/ml)
uygulanan hiicreler. Veriler 6 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak
verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapilmistir ve deney gruplar arasindaki farklilik
Tukey coklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, diger gruplar ile ayn1 zaman dilimleri
karsilagtirildiginda. §, p<<0.05, 16 saattin ayn1 doz araliginda karsilastirildiginda. D) MCF-7, OVCAR-
3 ve BIJ hiicrelerinde ES uygulamasinin 48 saat sonra 151k mikroskop goriintiisii (100X biiyiitme).
Kontrol ve DMSO (1pl/ml) gruplarinda bir degisim gdzlenmezken, 10 ve 100 nM ES uygulamast
sonucunda MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol grubuna gdre anlamli bir proliferasyon
gozlemlendi. BJ hiicrelerinde 48 saat 100 nM ES uygulamasinin hiicre morfolojide bozulma, kiigiilme,
kiimelenme ve toksisite olusturdugu gézlemlendi.
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4.1.2. Sparstolonin B’nin (SsnB) Anti-Proliferatif Etkisi
MCF-7, OVCAR-3 ve saglikli insan fibroblast BJ hiicrelerinde, 16, 24 ve 48 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarda (3.125-50 uM) uygulanan SsnB’nin hiicre canlilig1

tizerindeki etkileri Sekil 4.2°de degerlendirilmistir.

MCF-7 hiicrelerine 3.125-12.5 uM konsantrasyonlarindaki SsnB uygulamalari, tim
zaman dilimlerinde hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik olusturmazken, 25 ve 50
uM’lik uygulamalar, diger tim doz gruplar1 ve zaman araliklarina kiyasla hiicre
canliliginda belirgin bir azalmaya neden oldu. Ayrica, 24 ve 48 saat boyunca 25 uM
SsnB uygulanmasi, 16 saatlik uygulamaya gore hiicre canliligini azaltti. Benzer
sekilde, 16 ve 48 saat boyunca 50 uM SsnB uygulamasi, ayn1 zaman dilimlerindeki 25
UM doz uygulamasina gore hiicre canliligini anlamli olarak azalttig1 gosterildi (Sekil

4.2A).

OVCAR-3 hiicrelerine uygulanan tiim SsnB dozlari, kontrol ve DMSO gruplartyla
karsilastirildiginda hiicre canliligint anlamli 6l¢iide azaltmistir. Bununla birlikte, 16 ve
48 saat siiresince uygulanan 50 pM SsnB, ayni zaman dilimlerinde 3.125-25 uM
dozlarina kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya neden olmustur. Ayrica, 24
saat boyunca uygulanan 25 ve 50 uM SsnB, ayni zaman diliminde 3.125-6.25 uM
uygulamalarina kiyasla hiicre canliliginda 6nemli bir diisiise sebep olmustur (Sekil

4.2B).

BJ hiicrelerinde ise 48 saatlik 12.5 ve 25 uM SsnB doz uygulamalar1 ile tim zaman
dilimlerinde uygulanan 50 puM SsnB dozu, diger tiim gruplara kiyasla hiicre

canliliginda anlamli olarak azaltmistir (Sekil 4.2C).

MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde, 48 saatlik 10 nM ES uygulamas1 diger tiim
gruplara kiyasla hiicre ¢ogalmasini 6nemli oOl¢lide artirdi. MCF-7 ve OVCAR-3
hiicrelerinde sadece 25 uM SsnB uygulamasi kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplarina
gore hiicre canliligin1 6nemli Ol¢iide azaltti. Benzer sekilde, 24 saatlik 10 nM ES
uygulamasinin ardindan baglatilan 24 saatlik 25 M SsnB tedavisi, hiicre canliligini

anlamli olarak azaltt1 (Sekil 4.2D, E).
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Sekil 4.2F, MCF-7 ve OVCAR-3 hiicre gruplarinda ES ve SsnB uygulamalarinin
morfolojik degisikliklerini gostermektedir. MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde 24
saatlik DMSO (1 pL/mL) tedavisinden sonra hiicrelerde higbir degisiklik
gozlenmezken 10 nM ES uygulamasi kontrol grubuna gore anlaml olarak artmistir.
MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde SsnB uygulamasi hiicre ¢ogalmasini 6nemli dl¢iide
azaltt1 ve hiicre morfolojisinde kontrol ve ES gruplarina kiyasla 6nemli degisikliklere
neden oldu. ES+SsnB grubunda inkiibasyon, ES tedavisinden 24 saat sonra baslad1 ve
24 saat boyunca devam etti. MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde sadece SsnB tedavisi
ve ES + SsnB uygulamasinin hiicre morfolojisinde bozulma, yapisma kaybi, hiicresel

biiziilme, kiimelenme ve toksisiteye neden oldugu gézlemlendi
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Sekil 4.2: A) MCF-7 hiicrelerinde 16-48 saat araliginda MTT testi ile hiicre canlilig1 degerlendirildi.
SsnB (3.125-50 uM) ile DMSO (1p/ml) uygulanan hiicreler. Veriler 6-8 farkli deneyi temsil etmektedir
ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapilmustir ve
gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, kontrol, DMSO,
3.125 ve 12.5 uM grubu ile ayn1 zaman dilimleri kargilagtirildiginda. #, p<0.05, 25 uM ile ayn1 zaman
dilimleri karsilastirildiginda. §, p<0.05, 24 ve 48 saat ile ayni doz aralif1 karsilastirildiginda. B)
OVCAR-3 hiicrelerinde 16-48 saat araliginda MTT testi ile hiicre canlilig1 degerlendirildi. SsnB (3.125-
50 uM) ile DMSO (1w/ml) uygulanan hiicreler. Veriler 7 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler
ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar
arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<<0.001, kontrol ve DMSO tiim
doz gruplari ile ayni zaman dilimleri karsilastirildiginda. #, p<0.001, 3.125 ve 25 uM ile aynt zaman
dilimleri kargilagtirildiginda. 9, p<0.05, 3.125 ile 6.25 pM ayn1 zaman diliminde karsilastirildiginda C)
BJ hiicrelerinde 16-48 saat araliginda MTT testi ile hiicre canlilif1 degerlendirildi. SsnB (3.125-50 puM)
ile DMSO (1wml) uygulanan hiicreler. Veriler 6-8 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama
+ SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki
farklilik Tukey coklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, tiim doz gruplar1 ile ayni zaman
dilimleri karsilastirildiginda D) MCF-7 hiicrelerinde 24 saatlik ES uygulama sonrasinda 24 saatlik SsnB
uygulamasinin hiicre canliligi iizerine etkisi. DMSO (1p/ml), ES (10 nM) ve SsnB (25 uM) uygulanan
hiicreler. Veriler 8 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. SsnB
ile inkiibasyon ES tedavisinden 24 saat sonra baslad1 ve 24 saat boyunca devam etti. Istatistiksel analiz
tek yonlit ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Holm-Sidak ¢oklu karsilagtirma testi
ile belirlenmigtir. *, p<0.0001, tiim gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0.0001, kontrol, DMSO ve ES
10 nM grubu ile karsilastirildiginda. E) OVCAR-3 hiicrelerinde 24 saatlik ES uygulama sonrasinda 24
saatlik SsnB uygulamasinin hiicre canliligi iizerine etkisi DMSO (1p/ml), ES (10 nM) ve SsnB (25 uM)
uygulanan hiicreler. Veriler 8 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak
verilmistir. SsnB ile inkiibasyon ES tedavisinden 24 saat sonra bagladi ve 24 saat boyunca devam etti.
[statistiksel analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Holm-Sidak ¢oklu
kargilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, tiim gruplar ile karsilagtirildiginda. #, p<0.05, kontrol,
DMSO ve ES 10 nM grubu ile karsilastirildiginda. F) MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinin 48 saatlik ES
(10 nM), 24 saatlik SsnB (25 uM) ve ES+SsnB uygulama sonrasi 1s1k mikroskobu goriintiisii (10x
biiylitme). ES+SsnB; ES ile inkiibasyon tedavisinden 24 saat sonra bagladi ve 24 saat boyunca devam
etti. MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde 10 nM ES uygulamasinin bir sonucu olarak kontrole kiyasla
onemli proliferasyon gozlendi. MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde SsnB uygulamas: hiicre
proliferasyonunu 6énemli 6l¢iide azaltti. Kontrol ve ES gruplarmna kiyasla hiicre morfolojisinde énemli
degisikliklere neden oldu. ES + SsnB uygulamasinin MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde morfolojide
bozulmaya, kii¢iilmeye, kiimelenmeye ve toksisiteye neden oldugu gozlendi.
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4.2. Cogalan Hiicre Niikleer Antijen (PCNA) Diizeyleri

Sekil 4.3A, MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde PCNA immiin floresan boyamasini
gostermektedir. MCF-7 (Sekil 4.3B) ve OVCAR-3 (Sekil 4.3C) hiicrelerinde PCNA
proteini 10 nM ES ile tedavi edilen grupta, Kontrol, DMSO ve SsnB gruplarina kiyasla
onemli dl¢iide artmistir. Sadece SsnB (25 uM) tedavisi veya 24 saatlik ES (10 nM)
inkiibasyonunun ardindan uygulanan ES+SsnB (25 uM) tedavisi gruplarinda, 10 nM
ES gruplarina kiyasla PCNA immiin reaktivitesi onemli 6l¢iide azalmistir. Ek olarak
PCNA immiin reaktivitesi, SsnB tedavi grubunda ES + SsnB ‘ye kiyasla 6nemli 6l¢iide
azalmistir. MCF-7 (Sekil 4.3D) ve OVCAR-3 (Sekil 4.3E) hiicrelerindeki PCNA
protein seviyelerinin ELISA analizi, immiin floresan boyama sonuglarini
dogrulamistir. 10 nM ES ile 48 saat boyunca inkiibe edilen kanser hiicrelerinde diger
tim deney gruplarina kiyasla PCNA protein miktari, onemli Olclide arttig1
gosterilmistir. 24 saat boyunca 25 uM SsnB ile tedavi, diger tiim gruplara kiyasla hiicre
cogalmasini dnemli dlgiide azaltmistir. Ek olarak, OVCAR-3 hiicrelerindeki PCNA
ELISA ol¢iimleri de SsnB tedavi grubunda ES + SsnB ‘ye kiyasla onemli 6lgiide
azaldigini dogruladi (Sekil 4.3E).

4.3. Apoptotik Hiicreler (TUNEL)

MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde TUNEL immiinfloresan boyamasi1 Sekil 4.3.F
gostermektedir. Kontrol, DMSO ve ES gruplar1 arasinda apoptotik hiicre sayisinda
onemli bir fark yoktu. SsnB grubunda, apoptotik hiicre sayisinda diger tim gruplara
kiyasla onemli bir artis gozlendi. MCF-7 hiicrelerinde ES + SsnB tedavisinin
kombinasyonu, kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplarina kiyasla apoptoz derecesini
artirdi; ancak OVCAR-3 hiicrelerinde apoptotik hiicre sayisi tizerinde bir etkisi olmadi

(Sekil 4.3 G, H).
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Sekil 4. 3. A) MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde DMSO (1 pL/mL), ES (10 nM) veya SsnB (25 uM)
ile tedavi edilen PCNA temsili immiinfloresan boyama. SsnB ile inkiibasyon ES tedavisinden 24 saat
sonra basladi ve ES + SsnB grubunda 24 saat boyunca devam etti B) MCF-7 hiicrelerinde PCNA
floresan boyama ImageJ yazilimi (siiriim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 10 farkli deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama = SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile
yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir *, p<0.0001,
kontrol ve DMSO gruplart ile karsilastirildiginda. #, p<0.005, kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplari ile
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karsilagtirildiginda. 9, p<0.001, ES+ SsnB grubu ile karsilastirildiginda. C) OVCAR-3 hiicrelerinde
PCNA floresan boyama ImagelJ yazilimi (siiriim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 10 farkli deneyi
temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA
ile yapilmigtir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *,
p<0.0001, kontrol ve DMSO gruplari ile karsilastirildiginda. #, p<0,05, kontrol, DMSO ve ES 10 nM
gruplari ile karsilagtirildiginda. 9, p <0.001, ES+ SsnB grubu ile karsilastirildiginda. D) MCF-7
hiicrelerinde PCNA protein diizeyleri. Veriler 10 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama +
SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki
farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.0001, kontrol ve DMSO gruplari ile
karsilagtirildiginda. #, p<0.0001, kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplart ile karsilastirildiginda. E)
OVCAR-3 hiicrelerinde PCNA protein diizeyleri. Veriler 10 farkli deneyi temsil etmektedir ve degerler
ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar
arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.0001, kontrol ve DMSO
gruplar1 ile karsilastirildiginda. #, p<0.0001, kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplart ile
karsilastirildiginda. 9, p <0.05, ES+ SsnB grubu ile karsilastirildiginda. F) MCF-7 ve OVCAR-3
hiicrelerinde TUNEL boyama yonteminin temsili immiinfloresan boyamasi. Cift isaretleyici goriintiiler
elde etmek igin 40% objektif lens kullanildi. G) MCF-7 hiicrelerinde TUNEL boyama kantifikasyonu
ImageJ programi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + SD (n = 10). Istatistiksel analiz ¢ift yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
* p<0.001, kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplart ile karsilastirildiginda. #, p<0.001, ES + SsnB grubu
ile karsilastirildiginda. H) OVCAR-3 hiicrelerinde TUNEL boyama kantifikasyonu ImageJ programi
ile degerlendirildi. Degerler ortalama + SD (n = 10). Istatistiksel analiz cift yonli ANOVA ile
yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *,p<0.0001,
kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplan ile karsilastirildiginda. #, p<0.05, ES + SsnB grubu ile
kargilagtirildiginda.

4.4 MCF-T7 hiicrelerinde PI3K, p-AKT ve p-mTOR Diizeyleri

Sekil 4.4A’da MCF-7 hiicrelerinde PI3K, p- AKT ve p-mTOR immiinfloresan
boyamalar1 gosterilmistir. MCF-7 (sirasiyla Sekil 4.4B ve 4.4E) hiicrelerinde PI3K
immiinreaktivitesi ve protein seviyeleri, 10 nM ES uygulanan grupta diger tiim
gruplara kiyasla anlamli bir artis gosterdi. MCF-7 (sirasiyla Sekil 4.4B ve 4.4E)
hiicrelerinde sadece SsnB (25 pM) uygulanan grupta, diger tiim gruplara kiyasla PI3K
immiinreaktivitesi ve protein seviyeleri azaldi. ES + SsnB grubunda 10 nM ES
uygulamasindan sonra PI3K seviyelerindeki artis, SsnB tedavisinden sonra azaldi ve

bu azalma, ES 10 nM grubuna gore anlamliydi.

MCF-7 (sirasiyla Sekil 4.4C ve 4.4F) hiicrelerinde p-AKT immiinreaktivitesi ve
protein seviyeleri, 10 nM ES uygulanan grupta diger tiim gruplara kiyasla anlamli artig
gosterdi. MCF-7 (sirasiyla  Sekil 4.4C ve 4.4F) hiicrelerinde p-AKT
immiinreaktivitesi ve protein seviyeleri sadece SsnB (25 uM) tedavi grubunda, diger
tim gruplara gore anlamli olarak azaldi. ES+SsnB grubunda, 10 nM ES
uygulamasindan sonra p-AKT diizeylerindeki artig, SsnB tedavisinden sonra zayifladi

ve ES 10 nM grubuna gore anlamlilik vard.
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MCF-7 (sirasiyla Sekil 4.4D ve 4.4G) hiicrelerinde p-mTOR immiinreaktivitesi ve
protein seviyeleri, 10 nM ES uygulanan grupta diger tiim gruplara kiyasla dnemli bir
artis gosterdi. MCF-7 (sirasiyla Sekil 4.4D ve 4.4G) hiicrelerinde sadece SsnB (25
uM) tedavisi, diger tim gruplara kiyasla p-mTOR immiinreaktivitesini ve protein
seviyelerini diislirdii. ES+SsnB grubunda 10 nM ES uygulamasindan sonra p-mTOR

diizeylerindeki artig, SsnB tedavisinden sonra zayifladi ve ES 10 nM grubuna gore

anlamliyda.
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Sekil 4.4 (A) MCF-7 hiicrelerinde DMSO (1 pL/mL), ES (10 nM) ve SsnB (25 pM) ile tedavi edilen
PI3K, p-AKT ve fosfo p-mTOR'un immiinfloresan boyamalar1 gosterilmistir. (B) MCF-7 hiicrelerinde
PI3K floresan boyama ImageJ yazilimi (stiriim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 9-10 ayr1 deneyi
temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA
ile yapilmigtir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmigtir. *,
p<0.0001, tiim gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0.05 tiim gruplar ile karsilastirildiginda. (C) MCF-
7 hiicrelerinde p-AKT floresan boyama ImagelJ yazilimi (stirtim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler
9-10 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift
yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey c¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. *, p<0.0001, tim gruplar ile karsilastirildiginda. **, p<0.05 tiim gruplar ile
karsilastirildiginda. #, p<0.05. tiim gruplar ile karsilastirildiginda. (D) MCF-7 hiicrelerinde p-mTOR
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floresan boyama ImageJ yazilimi (siiriim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 10 ayr1 deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile
yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.0001,
tim gruplar ile karsilagtirildiginda. #, p<0.001. Tim gruplar ile karsilagtirildiginda. (E) MCF-7
hiicrelerindeki PI3K protein seviyeleri. Veriler 7 ayri dl¢liimiin temsil etmektedir ve degerler ortalama
+ SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki
farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, tiim gruplar ile karsilastirildiginda.
#, p <0.05, kontrol ve DMSO gruplart ile karsilastirildiginda. (F) MCF-7 hiicrelerindeki p-AKT protein
seviyeleri. Veriler 7 ayr 6lglimiin temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu
karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, tim gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0.001, kontrol,
DMSO ve ES 10 nM gruplan ile karsilastirildiginda. (G) MCF-7 hiicrelerindeki p-mTOR protein
seviyeleri. Veriler 7 ayr 6l¢limiin temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu
kargilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.05, tiim gruplar ile karsilastirildiginda.

4.5 OVCAR-3 hiicrelerinde PI3K, p-AKT ve p-mTOR Diizeyleri

Sekil 4.5A’da OVCAR-3 hiicrelerinde PI3K, p- AKT ve p-mTOR immiinfloresan
boyamalart gosterilmistir. OVCAR-3 (sirasiyla Sekil 4.5B ve 4.5E) hiicrelerinde
PI3K immiinreaktivitesi ve protein seviyeleri, 10 nM ES uygulanan grupta diger tim
gruplara kiyasla anlamli bir artig gosterdi. OVCAR-3 (sirasiyla Sekil 4.5B ve 4.5E)
hiicrelerinde sadece SsnB (25 pM) uygulanan grupta, diger tiim gruplara kiyasla PI3K
immiinreaktivitesi ve protein seviyeleri azaldi. ES + SsnB grubunda 10 nM ES
uygulamasindan sonra PI3K seviyelerindeki artig, SsnB tedavisinden sonra azaldi ve

bu azalma, ES 10 nM grubuna gore anlamliyd.

OVCAR-3 (sirasiyla Sekil 4.5C ve 4.5F) hiicrelerinde p-AKT immiinreaktivitesi ve
protein seviyeleri, 10 nM ES uygulanan grupta diger tiim gruplara kiyasla anlaml1 bir
artis gosterdi. OVCAR-3 (sirasiyla Sekil 4.5C ve 4.5F) hiicrelerinde sadece SsnB (25
uM) tedavisi, diger tiim gruplara gore p-AKT immiinreaktivitesini ve protein
seviyelerini diiglirdii. ES+SsnB grubunda 10 nM ES uygulamasindan sonra p-AKT
diizeylerindeki artis, SsnB tedavisinden sonra zayifladi ve bu diisiis ES 10 nM grubuna

kiyasla anlamliydi.

OVCAR-3 (sirasiyla Sekil 4.5D ve 4.5G) hiicrelerinde p-mTOR immiinreaktivitesi
ve protein seviyeleri 10 nM ES uygulanan grupta diger tiim gruplara kiyasla 6nemli
bir artig gosterdi. OVCAR-3 (sirasiyla Sekil 4.5D ve 4.5G) hiicrelerinde sadece SsnB
(25 uM) tedavisi, diger tiim gruplara kiyasla p-mTOR immiinreaktivitesi ve protein

seviyelerini diislirdii. ES+SsnB grubunda 10 nM ES uygulamasindan sonra p-mTOR
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diizeylerindeki artis, SsnB tedavisinden sonra zayifladi ve bu durum ES 10 nM

grubuna kiyasla anlamliydi.

Kontrol DMSO ES 10 nM SsnB 25 uM ES + SsnB

(A)

PI3K

p-mTOR

(B) (€)

300+

250 *

(]
o @ 0
8 5 _ g 200 ”
23 200 * LS &S
£ £ £ £ £ 150
23 <2 <2
ax a% a % 10 .
? 2 100 # 0 2
< e« Z s
o o
o
3 2 5 0
o 0 (e}
S R 4
> R SR
(\\‘0 ‘f-’o & ‘.,Q“ é@ *_oe Nt @ 2%
RSN P 2 & n}&@‘-’
P & & L)
(E) ( ) 15000 (G)
200+ G-

10000+

OVCAR-3 PI3K
(protein ng/mg)
° g 8
L 1 L
. 4
(o]
*
3*
OVCAR-3 p-AKT
(protein ng/mg)
2
o 8
L 1
*
*
3+
OVCAR-3 p-mTOR
(protein ng/mg)
° S 8
L 1 1
*
*
3*

3 NS > .0 S o & P S o
& ¥ 8 N & @ Q‘s ¥ St
€ 9N oV ¢ TNV O ¥ e L

& & & o & <

Sekil 4.5: (A) OVCAR-3 hiicrelerinde DMSO (1 pL/mL), ES (10 nM) ve SsnB (25 puM) ile tedavi
edilen PI3K, p-AKT ve p-mTOR'un immiinfloresan boyamalari gosterilmistir. (B) OVCAR-3
hiicrelerinde PI3K floresan boyama ImagelJ yazilimi (siiriim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 10
ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama = SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii
ANOVA ile yapilmustir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir.
* p<0.001, tim gruplar ile karsilastirildiginda. **, p<0.05 kontrol ve DMSO gruplar1 ile
karsilastirildiginda. #, p<0.05 tiim gruplar ile karsilastirildiginda. (C) OVCAR-3 hiicrelerinde p-Akt
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floresan boyama ImageJ yazilimi (siiriim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 10 ayr1 deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile
yapilmigtir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.0001,
tim gruplar ile karsilastirildiginda. **, p<0.05 kontrol ve DMSO gruplar ile karsilastirildiginda. #,
p<0.001 tiim gruplar ile karsilastirildiginda. (D) OVCAR-3 hiicrelerinde p-mTOR floresan boyama
Image] yazilimu (siirim 1.53k) ile kantitasyonu yapildi. Veriler 10 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve
degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve
gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.0001, tiim gruplar
ile karsilastirildiginda. **, p<0.05 kontrol ve DMSO gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0.05 tim
gruplar ile karsilagtirildiginda. (E) OVCAR-3 hiicrelerindeki PI3K protein seviyeleri. Veriler 7 ayr1
dlciimiin temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
*  p<0.05, tim gruplar ile karsilastinldiginda. #, p <0.05, kontrol ve DMSO gruplart ile
karsilagtirildiginda. (F) OVCAR-3 hiicrelerindeki p-AKT protein seviyeleri. Veriler 7 ayr1 6l¢glimiin
temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA
ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey c¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *,
p<0.0001, tim gruplar ile karsilastirildiginda. **, p<0.05 kontrol ve DMSO tiim gruplar ile
karsilagtirildiginda #, p<0.001, kontrol ve DMSO gruplart ile karsilagtirildiginda. (G) OVCAR-3
hiicrelerindeki p-mTOR protein seviyeleri. Veriler 7 ayr1 6l¢iimiin temsil etmektedir ve degerler
ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar
arasindaki farklilik Tukey c¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0.001, tiim gruplar ile
kargilagtirildiginda. **, p<0.05 tim gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0.001, kontrol ve DMSO
gruplari ile karsilastirildiginda.

4.5. Sfingolipid Diizeyleri
MCF-7 ve OVCAR-3 kanser hiicrelerinde dlciilen sfingolipid diizeyleri Tablo 2'de

gosterilmistir. MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde 48 saat boyunca 10 nM ES ile tedavi
edilen grup diger tiim gruplara kiyasla S1P diizeylerinde 6nemli bir artis tespit edildi.
Hem MCF-7 hiicrelerinde hem de OVCAR-3 hiicrelerinde S1P diizeyleri 24 saat
boyunca 25 pM SsnB ile inkiibasyon yapilan grupta, diger tiim gruplara kiyasla
anlamli olarak azaldi. 10 nM ES uygulamasini takiben S1P diizeylerindeki artig, ES+
SsnB grubunda SsnB tedavisini takiben zayifladi ve bu azalma hem MCF-7 hem de
OVCAR-3 hiicrelerinde ES 10 nM' ye gore anlamliyda.

MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde 24 saat boyunca 25 uM SsnB ile inkiibe edilen
grupta, diger tiim gruplara kiyasla C18—C24 CER diizeyleri 6nemli dl¢iide artt1. SsnB
tedavisinin ardindan ES + SsnB grubunda C18-24 diizeyleri de artt1 ve bu artis hem
MCF-7 hem de OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol, DMSO ve ES 10 nM gruplarina gore

anlamliydi.
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Tablo 2: MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinde sfingolipid diizeyleri. Veriler 6 ayr1 deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir.SM, sfingomyelin; S1P, sfingozin-1-fosfat;
C1P, seramid-1- fosfat; Sparstolonin B (SsnB); Dimetil siilfoksit (DMSO); Estradiol Hemihidrat (ES).
Istatistiksel analiz Tek Yonlii Varyans Analizi ile yapilmis olup, gruplar arasi farklilk Tukey ¢oklu
kargilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,01, Kontrol, DMSO, ES 10 nM gruplarina gore
kargilagtirildiginda.  **, p<0,01, Kontrol, DMSO, ES 10 nM ve ES+SsnB gruplarina gore
kargilagtirildiginda. #, p<0,001, Kontrol, DMSO, SsnB ve ES+SsnB gruplarina gore karsilastirildiginda.
##, p<0,001, Kontrol, DMSO, ES 10 nM ve SsnB 25 uM gruplarina gore karsilagtirildiginda. $,
p<0,001, Kontrol, DMSO, ES ES 10 nM ve ES+SsnB gruplarina gore karsilastirildiginda.

KONTROL (n=6) DMSO (n=6) ES (n=6) SsnB(n=6) ES +SsnB (n=6)
Sphingolipids (ng/mg protein)
16:0 SM (d18:1/16:0)
MCF-7 124994522 156,82 27,99 165,75425,34 153,98 13,82 143,83430,33
OVCAR-3 157,4048,14 170,014 13,15 143,50 49,06 1331142817 158,64 1 26,93
18:0 SM (d18:1/18:0)
MCF-7 674441312 60,60+7,90 65,42 24,01 61,71413,20 66,73+7,84
OVCAR-3 65,004 14,51 59,684 2,59 66,93 417,35 57,4016,20 69,15422,34
24:0 SM (d18:1/24:0)
MCF-7 45424591 38304354 41,46+551 39,846 46,82 36,15+4,46
OVCAR-3 44,08+477 415 £2,005 41,16+311 47,386 46,37 44,83+898
C16 Ceramide (d18:1/16:0)
MCF7 71,3749,38 73711338 71714211 7,024 3388 67214779
OVCAR-3 66,41+7,28 69,637,290 69,85+ 6,76 69,87+ 2,26 63,51414,33
C18 Ceramide (d18:1/18:0)
MCF-7 11,0240,77 10,26 40,54 12,3340,12 273611,13" nnB+20"
OVCAR-3 459+1,08 6,11£2,16 4840327 11,774067" 1190£2,51°
C20 Ceramide (d18:1/20:0)
MCF-7 12514172 477418 15,61+ 1,76 31684057 30,5440,79"
OVCAR-3 4,08+0,36 4,6140,69 516+0,73 3914253" 773150
C22 Ceramide (d18:1/22:0)
MCF-7 29,832,032 27,1443/11 24,60 1,70 659843,64° 54214276
OVCAR-3 17,2440,98 17444138 1785¢377 50,994 0,55 48514176
C24 Ceramide (d18:1/24:0)
MCF-7 3933+1,09 36,4142,06 3976+ 2,75 98,55+7,38" 88,77 +2,56*
OVCAR-3 39,5643,38 37574461 32,80+5,11 97,56+330" 92,0544,72
51p
MCF-7 6,55+0,47 5,8740,21 16,81+ 0,2* 159 £0,10° 891+0,14%
OVCAR-3 14864022 14,8940,20 30,23+ 0,44° 6,48 £0,22° 11,4340,78"
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5. TARTISMA

Tez ¢aligmamiz, MCF-7 ve OVCAR-3 kanser hiicrelerinin 48 saat boyunca 10 nM ES
ile tedavisinin hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide artirdigini gosterdi. Birkag
calisma, ozellikle 10 nM konsantrasyonunda estradioliin MCF-7 hiicreleri lizerinde
proliferatif etkisini bildirmistir (Ma ve ark., 2016; Tian ve ark., 2018). Estradiol,
Ostrojen reseptorlerine (MCF-7 hiicrelerinde baslica ERa) baglanarak hiicre
cogalmasinda rol oynayan genlerin transkripsiyonunun artmasina neden olmaktadir

(Yu X. ve ark., 2012).

Estradioliin 10 nM konsantrasyonu, hiicre siklus devamliligin1 destekleyen genlerin
up-regiile edilmesini ve timor baskilayict yolaklar etkileyen miR-21 gibi inhibitor
miRNA'larin down regiile edilmesiyle iliskilendirilmistir (Wickramasinghe ve ark.,
2009). Bir calismada, 10 nM estradiol tedavisinin hiicre biiylimesini artirdigi ve
reseptore 0zgii etkiler gosterdigi goriilmiis, bu etkileri ERa ve Erf reseptoriiniin hiicre
proliferasyon ve gen diizenlemesindeki 6nemi vurgulanmistir. (Paterni ve ark., 2014).
Estradioliin hiicre g¢ogalmasindaki rolii AP-1 transkripsiyon faktorleri gibi ko-
faktorlerle etkilesimi, karmasik diizenleyici mekanizmalarla baglantisini vurgulamistir
(Klinge, 2000). Bu bulgular dogrultusunda, estradioliin ilgili konsantrasyonlarinda
MCF-7 gibi hormona duyarli meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini destekledigi
ayrica meme kanseri arastirmalarinda hedef odakli terapotik  stratejilerin

gelistirilmesinde dnemli rol oynadig: goriilmektedir.

Bagka calismalar da estradioliin OVCAR-3 gibi over kanseri hiicre hatlarinda hiicre
cogalmas1 iizerindeki etkisini desteklemektedir. Arastirmalar, cesitli nanomolar
araliktaki estradioliin kanser hiicresi davranigini, bliylimesini ve reseptor diizeyindeki
ekspresyonunu etkiledigini gostermektedir (Shi ve Bartlett, 2008). OVCAR-3
hiicreleriyle yapilan deneylerde, arastirmacilar dstrojen reseptor aracili mekanizmalari
arastirmak i¢in estradiol kullanmiglardir. Bu g¢aligmalar sinyal yollar1 ve Gstrojen
duyarhiligi ile iliskili (1 nM, 10 nM ve 100 nM) birden fazla konsantrasyondaki doza
bagl tepkileri karsilastirmistir (Schiiler-Toprak ve ark., 2017).

MCF-7 ve OVCAR-3 hiicrelerinin 24 saat boyunca 25 pM SsnB ile inkiibasyonu hem

ES varliginda hem de yoklugunda hiicre ¢ogalmasini 6nemli oOlciide azaltti.
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Calismalar, SsnB'nin kanser ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nemli 6l¢iide
azaltabilecegini gostermistir (Bateman ve ark., 2013). SsnB'nin hiicre dongiisiine
miidahale ederek o6zellikle hiicreleri G1 veya G2/M kontrol noktalarinda durdurarak
kanserle iliskili siirecler olan hiicre gogii, invazyon ve anjiyogenezi engelledigi

bildirilmistir (Bateman ve ark., 2013).

SsnB’nin 10 uM ile 100 pM arasinda degisen konsantrasyonlari, ndroblastoma
(Kumar ve ark., 2014) ve prostat kanseri modelleri (Liu ve ark., 2021) dahil olmak
tizere ¢esitli hiicre tiplerinde giiclii antiproliferatif etkiler gostermistir. Bu ¢alisma
SsnB’nin MCF-7 ve OVCAR-3 kanser hiicrelerinde dstrojene bagli proliferasyonunu
inhibe ettigini ilk kez gostermektedir. Ayrica SsnB vaskiiler endotel hiicre
fonksiyonunu bozarak tiimorlerde anjiyogeneze bagl biiylime ve metastazi iizerinde

kritik rol oynamaktadir (Bateman ve ark., 2013).

MCF-7 ve OVCAR-3 hiicreleri SsnB’nin 24 saat boyunca sitotoksik konsantrasyonu
(25 uM) ile tedavi sonrast, hiicre i¢i C18—C24 CER seviyeleri kontrol grubuna kiyasla
Oonemli bir artis gosterdi. Bu ¢alisma, SsnB'nin meme ve over kanseri hiicrelerindeki
endojen sfingolipid miktarlarin1 nasil etkiledigini degerlendiren ilk ¢aligmadir.
Simdiye kadarki arastirmalarda SsnB tedavisi ile artan CER seviyeleri arasindaki iligki
degerlendirilmemistir. SsnB ile ilgili ¢ogu calismada, Toll like reseptdr (TLR)
yollarin1 modiile ederek (Liang ve ark., 2011), NF-kB ve STATI1 sinyallemesini
baskilayarak (Kim ve ark., 2022) anti-inflamatuar, anti-proliferatif ve anti-anjiyojenik
etkilerinin oldugu gdsterilmistir. Incelenen calismalarda SsnB'nin ozellikle lipid
metabolizmast ve CER seviyeleri tizerindeki etkisi iyi bir sekilde belgelenmemistir.
SsnB, giiclii anti-inflamatuar 6zelliklere sahip segici bir TLR antagonistidir (Liang ve

ark., 2011).

Fare makrofajlarinda, SsnB TLR4, TLR1/TLR2 veya TLR2/TLR6 ligandlar aracilig1
ile inflamatuar sitokin ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide bastirmistir (Liang ve ark., 2011).
TLR-4, meme kanseri hiicrelerinin ve over kanseri hiicrelerinin hiicre ¢gogalmasi ve
apoptoz direncinin indiiklenmesi yoluyla hayatta kalmasini ve invazyonunu
desteklemektedir (Yang ve ark., 2014; Lupi ve ark., 2020).TLR sinyal yolu ile kanser
hiicrelerinde CER sentezi arasindaki iliski karmasiktir. Bazi arastirmalar, kanser
tedavisinde rol oynayan CER firetimi de dahil TLR sinyal yolu ile sfingolipid

metabolizmas1 arasinda potansiyel bir ¢apraz konusma oldugunu gostermektedir
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(Schilling ve ark., 2013). Ancak, TLR antagonistlerinin CER sentezini artirdigina dair
dogrudan ornekler gosterilmemistir. TLR'ler kanser hiicrelerindeki inflamatuar
yanitlar1 kontrol etmektedir. Kanser hiicre hatlarinda kanserin ilerlemesiyle timor
olusumu ve TLR ekspresyonu artisi iliskilendirilmistir (Sato ve ark., 2009). TLR sinyal
yolu ile kanser arasindaki iligki hala tartigilmaktadir. TLR'lerin kanser ilerlemesini
yavaglatma yeteneginin gii¢lii oldugu bildirilmistir (Onier ve ark., 1999; Garay ve ark.,
2007), ancak ayni zamanda bu siireci hizlandirdiklar1 da gosterilmistir (Zhang Y. B.
ve ark., 2009). SsnB, tiimor hiicrelerinde TLR'lerin artan ekspresyonu nedeniyle
terapotik hedef olarak dikkat gekmektedir. TLR2/TLR4 agonisti (Bacillus Calmette ve
Guérin), kanser tedavisinde en etkili TLR ligandidir; otuz yi1ldan uzun siiredir mesane

kanserini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Yoo ve ark., 2012).

Tiumor ilerlemesi sirasinda TLR-4 tarafindan proinflamatuar kemokinler ve immiin
stipresif sitokinler diizensiz ve engellenmemis bi¢imde iretilmektedir. TLR-4
antagonistleri kullanimi kanseri tedavi etmenin harika bir yolu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak TLR-4 antagonistleri, konak¢inin bagisikligini tehlikeye
atma potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, kanser tedavisinde TLR-4 agonistleri mi
yoksa antagonistleri mi hedeflenecegi sorusu bilimde hala ¢6zlimsiiz kalmaktadir.
TLR-4 agonistlerinin ve antagonistlerinin farklt malignitelerdeki rollerini tam olarak

anlamak i¢in daha fazla aragtirma yapilmalidir (Mai ve ark., 2013).

Calisma sonuglarimiz, TLR sinyallemesinin manipiile edilmesinin, CERler ’in kanser
hiicresi Oliimiini baslatma ve ila¢ direnci mekanizmalarinin {stesinden gelme
etkisinden yararlanma potansiyeli ile terapdtik acidan umut vaat ettigini
gostermektedir. SsnB'nin TLR yolunun modiilasyonunu, CER sentezini etkileyerek
CER kaynakli apoptozun artmasina yol ag¢tig1 varsayilmaktadir. Bu mekanizma, TLR
inhibisyonunu kullanarak CER birikimi yoluyla pro-apoptotik bir ortam yaratir ve
bunun sonucunda kanser hiicrelerinde hiicre canliligi sinyali zayiflayarak hiicreyi
apoptoza indiiklemektedir. Bu ikili modiilasyon araciligi SsnB kanser hiicrelerinde
TLR sinyal yollarinin aktivasyonu ve bozulmus hiicre sagkalim mekanizmalarini

hedefleyen bir terapdtik ajan potansiyelindedir.

Kanser hiicrelerine 24 saat boyunca 25 puM SsnB tedavi uygulandiginda S1P
seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini bulduk. Bildigimiz kadariyla, calismamiz SsnB

ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde S1P seviyelerinin azaldigim1 belgeleyen ilk

51



caligmadir. CER ve S1P, kanser patofizyolojisi i¢cin 6nemli olan birden fazla biyolojik
yolun isleyisinde kritik rol oynayan islevsel sfingolipid metabolitlerine Ornektir.
Biyolojik olarak aktif sfingolipid iiretimine iliskin mevcut anlayis, bunlarin kanser
ilerlemesi ve gelisimindeki kritik rollerini kabul etmektedir. CER, Sfingolipid
metabolizmasinin temel bir pargasidir ve bir¢ok kétii huylu hiicrede tiimdr baskilayici
olarak fonksiyon gostererek anti-proliferatif ve apoptotik yanitlari indiiklemektedir (Li
F. ve Zhang, 2015). S1P,CER’lerin tam aksine kanserlesmeyi destekleyen lipide

dontistiiren siirecleri tetiklemektedir (Ogretmen, 2018).

SsnB ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde, kontrol gruplarina kiyasla PI3K, p-AKT ve
p-mTOR proteinlerinin 6nemli 6l¢iide baskilandigini gordiik. Sonuglarimiz, SsnB'nin
prostat kanseri hiicrelerinde PI3K/AKT yolunu bloke ettigini gdsteren Onceki
caligmalar1 desteklemektedir (Liu ve ark., 2021).

PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolu, hiicre biiylimesini, sag kalimini, metabolizmasini ve
cogalmasimi diizenleyen kritik bir hiicre i¢i sinyal yoludur (Yu J. S. ve Cui, 2016).
Genellikle meme (Sharma V. R. ve ark., 2017) ve over kanserleri (Mabuchi ve ark.,
2015) tiirlerinde bu sinyal yolag:i asir1 aktif hale gelmektedir. Bu sinyal yolaginin
timdr ilerlemesi, metastazi ve tedavi siirecinde olusan dirence karst 6nemli katkilar
bulunmaktadir. Insiilin, biiyiime faktorleri (6rn. EGF, VEGF) ve hormonlar gibi hiicre
dis1 sinyaller, HER2 veya insiilin reseptorii gibi hiicre membranindaki RTK’lara
baglanmaktadir. Bu, plazma membraninda PIP2'yi PIP3'e doniistiiren bir lipit kinaz
olan PI3K'y1 aktive etmektedir (Yu L. ve ark., 2022). PIP3, AKT'yi aktive oldugu
membrana ¢ekerek fosforile etmektedir. Fosforile edilmis AKT, anti-apoptotik
proteinleri uyarir ve pro-apoptotik faktorleri inhibe ederek hiicrenin hayatta kalmasini
desteklemektedir. AKT, hiicre biiylimesinin 6nemli diizenleyicisi olan mTOR'u
dolayli olarak aktive etmektedir (Yu L. ve ark., 2022). Meme kanserinde,
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, PIK3CA genindeki mutasyonlar ve HER2 gibi
RTK’larin amplifikasyonu nedeniyle siklikla aktive olmaktadir (Sharma V. R. ve ark.,
2017). Bu degisiklikler tiimdr biiylimesini ve metastazi tetiklemektedir. PIK3CA
mutasyonlu meme kanserlerinin %40'a kadar1 6strojen reseptorii (ER) pozitiftir ve
hormonal tedavilere kars1 dirence neden olmaktadir. Sonug olarak, PI3K/AKT/mTOR
inhibitorleri meme kanseri hastalarinin, 6zellikle endokrin direnci olanlarin tedavi

siireclerini iyilestirmek icin test edilmektedir (Yu L. ve ark., 2022). Over
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kanserlerinde, bu yol benzer sekilde hastaligin ilerlemesinde, kemoterapi direncinde
ve epitelden mezenkimale geciste (EMT), kanser hiicrelerinin daha invaziv hale

gecmesinde rol oynamaktadir.

Genellikle tekrarlayan ve standart tedavilere direng gelistiren over kanser hiicrelerinde
PIBK/AKT/mTOR'u hedefleyen tedaviler, kok hiicre benzeri etkileri gosterdigi
distiniilmektedir (Mabuchi ve ark., 2015). mTOR /PI3K ikili inhibitorii olan BEZ235
gibi ilaglar, EMT ye ters yonde etkileriyle kanser kok hiicreleriyle iliskili belirtegleri
azaltarak kemoterapi yanitlarin1 artirmak i¢in arastirilmaktadir. (Afify ve ark., 2021).
Daha once de belirtildigi gibi, CER iiretiminin uyarilmasi ve apoptozis indiiksiyonu,
SsnB'nin antikanser etkilerini gosterdigi temel mekanizmalardir. CER, apoptozun
tesvik edilmesi ve hiicresel ¢ogalmanin engellenmesindeki roliiyle bilinmektedir.
Burada sunulan arastirma hipotezi, SsnB'nin CER sentezini uyararak veya
bozunmasini engelleyerek hiicresel CER seviyelerini artirabilecegini 6ne stirmektedir.
Yiiksek CER seviyeleri apoptozu tetikleyebilir ve kanser hiicresi biiylimesine karsi
hiicresel stres yanitlarini baglatabilir. CERin, PI3K/AKT/mTOR (Matos ve ark., 2021)
dahil olmak {izere hayatta kalma yollarin1 down regiile ederek PP2A (Chalfant ve ark.,
2004) proteinini aktive ettigi bilinmektedir. Hipotez, SsnB'nin bu yolu dogrudan
inhibe edebilecegini, bunun da kanser hiicrelerindeki hayatta kalma sinyallerini
azaltarak onlar hiicre 6liimiine daha duyarli hale getirecegini 6ne siirmektedir.

Bu nedenle hipotez, SsnB'nin CER seviyelerini artirdigini, PI3K/AKT/mTOR yolunu
dogrudan veya dolayli olarak inhibe ettigini, apoptozun artmasina ve kanser hiicresi
canliliginin azalmasina yol agan sinerjik bir etkisi oldugunu 6nermektedir. Bu ikili
mekanizma hem bir lipit sinyal molekiilii olan CER’1, hem de 6nemli bir hayatta kalma
yolu olan PI3K/AKT/mTOR"u hedef alarak SsnB'nin potansiyel anti-kanser etkilerini

giiclendirmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, SsnB 6zellikle ostrojen bagimli kanserlerde kanser hiicresi canliligini
azaltarak onemli bir antikanser potansiyeli gostermektedir. Bu etki, ¢coklu molekiiler
mekanizmalar araciligiyla elde edilir: SsnB, PCNA, S1P, p-AKT ve p-mTOR dahil
olmak iizere kilit proliferatif proteinleri down regiile eder. (Sekil-5.1) Bu proteinler,
kanserde siklikla up regiile olan ve hiicre biiylimesi, hayatta kalmasi ve
metabolizmasimin desteklenmesinde rol oynayan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun
merkezindedir. Ayrica SsnB, pro-apoptotik 6zellikleriyle bilinen biyoaktif bir lipid
olan CER seviyelerini yiikselterek kanser hiicrelerinde hiicre Oliimiinii artirir ve

hiicresel yonetimi proliferasyon yerine apoptoza dogru kaydirir.

SsnB hakkinda gelecekte yapilacak arastirmalar, bu metabolitlerin kanserde hiicre
kaderinin kilit diizenleyicileri oldugu g6z 6niine alindiginda, CER ve S1P arasindaki
dengenin modiile edilmesindeki roliine odaklanmalidir. SsnB'nin diger hiicre sinyal
yolaklari, 6zellikle de dstrojene bagimli kanserlerdeki hormon reseptorleriyle iliskili
olanlar lizerindeki etkilerinin arastirilmasi, terap6tik potansiyelinin daha kapsamli bir
sekilde anlagilmasini saglayabilir. Ayrica, SsnB analoglarinin veya tiirevlerinin
gelistirilmesi, biyoyararlanimi ve oOzgiilliigii artirarak PI3K/AKT/mTOR odakh
kanserleri hedefleyen kombinasyon tedaviler i¢in umut verici bir aday haline

getirebilir.
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