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OZET

Ceviz, AB. Flavonoid Kokteyli verilmis MCF-7 Hiicrelerinde Aurora Kinazin Protein
Diizeyinde Etkisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul. 2019.

Anahtar Kelimeler : Hicre Siklusu, Meme Kanseri, Flavonoidler, Aurora Kinazlar,
Aurora Kinaz inhibitéra

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 22859

Tim kadin kanserlerinin %18'ini olusturan meme kanseri, kadinlarda kansere
baglh Oliimlerin baslica nedenidir. Yapilan calismalar tiimorlerde hiicre dongiisii
diizenleyicilerinin siklikla ekspresyon seviyelerinin degistigini gdstermistir, bu durum
hiicre dongiisiiniin dogru isleyisinin kanserin Onlenmesindeki Onemini ortaya
koymaktadir. Hiicre siklusunda gorevli Aurora kinazlarin(AK) kanserlerde asir1
eksprese oldugu gosterilmistir. Bu yiizden AK’in kanser tedavisinde molekiiler hedef
olabilecegi disiiniilmiis ve inhibitorler gelistirilmistir. Preklinik ¢alismalarda bu
inhibitorlerin antitimor 6zelliklerinin oldugu belirtilse de ciddi yan etkilere sebep
olmustur. Bu sebeple dogal AK inhibitorlerinin arastirilmasina odaklanilmis ve
flavonoidler 6nemli adaylardan olmustur. Bu tez calismasinda MCF7 Luminal A tip
meme kanserini modelleyen hiicre hatti1 belirli dozlarda ve saatlerde Flavonoid kokteyli
(FK) ile muamele edilmistir. FK muamelesi ardindan WST-1 yontemi ile sitotoksisite,
Cell Cycle kiti ile hiicre siklusu analizi ve Western blot yontemi kullanilarak AURKA
ve B proteinlerinin ekpresyon diizeyleri arastirilmistir. WST-1 hiicre proliferasyon
analizi sonucunda en etkin dozun %10 oldugu belirlenmistir. %35 oraninda FK
uygulanan hiicrelerde 24.h’de neredeyse canli hiicre kalmamistir. Hiicre siklusu analizi
ile FK uygulanmayan MCF7 hiicre hattinda hiicrelerin %70’inin G2/M fazinda oldugu
goriilirken %10doz FK uygulanmasi ile MCF7 hiicrelerinin ilk 24.h’te S fazinda,
48.h’te ise onemli bir gogunlugunun GO/G1 fazinda tutuldugu tespit edilmistir. Western
blotlama sonucunda %10 oraninda FK uygulanmis MCF7 hiicrelerinde 48.h’te
AURKA’da anlamli bir azalma goriilmiistiir(p<0.005). %35 dozu uygulanan hiicrelerde
AURKB’de anlamli bir ekspresyon azalmasi tespit edilmistir. Flavonoidlerin ¢oklu
biyolojik mekanizmalar1 diizenleme kabiliyetleri nedeniyle kanser tedavisinde onemli
kaynak olabilecegi ongoriilmektedir. Bu kapsamda gelecekteki arastirmalar yan etkisi
minimum diizeydeki bu dogal bilesiklerin 6zellikle kombinasyonlar: ile kansere etkili
ve uygun fiyatl terapdtik yaklagimlar olusturmaya yonelik olmalidir.
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ABSTRACT

Ceviz, A.B. (2019). Evaluation of Aurora Kinase Protein Level Alterations in Flavonoid
Mixture treated MCF7 cells. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Molecular Medicine. Master Thesis. Istanbul.

Key Words: Cell Cycle, Breast Cancer, Flavonoids, Aurora Kinases, Aurora Kinase
inhibitor
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 22859

Breast cancer is the main cause of cancer-related deaths in women. Expression
levels of the cell cycle regulators are frequently altered in tumors. Aurora kinases(AKs)
have several functions in the cell cycle and are shown to be overexpressed in various
cancers including breast. In pre-clinical studies, AK-inhibitors were shown to have
antitumoral properties, however, they also had serious side effects. Lately, the focus has
been on natural AK-inhibiting compounds. In this thesis, the cell line modeling
Luminal-A type breast cancer, MCF7, was treated with a Flavonoid cocktail(FC) at
specific doses and times. Following the treatment, WST-1 method, Cell Cycle kit and
Western blotting methods were used to evaluate the cytotoxic effect, to perform cell
cycle analysis and to evaluate the expression levels of AURKA and B proteins,
respectively. The most effective dose was found to be 10%. There were almost no
remaining cells with 35% at the 24"hour. Of the untreated MCF7 cells 70% were in the
G2/M phase, while cells treated with 10% were in the S phase following the 24™hour
and at the 48™hour major amount were in the GO/G1 phase. Treatment of 10% induced a
significant decrease in AURKA protein expression at the 48"hour(p<0.005). Moreover,
a significant down-regulation AURKB expression was observed with 35%. Since,
flavonoids act on multiple targets and mechanisms, they may be favorable agents in
cancer prevention and treatment. Future investigations should aim to establish safe,
effective and affordable therapeutic approaches to cancer with particular combinations

of these natural compounds with minimal side effects.



1. GIRIS VE AMAC

Diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedeni olan kanser;
cevresel kimyasallar, UV, iyonize radyasyon gibi fiziksel ajanlar , bakteri ve viriis gibi
cesitli biyolojik ajanlara maruziyet gibi bir¢cok biyokimyasal ve fizyolojik siireg
sonucunda gelismektedir. Giincel kanser tedavilerinin pahali olmasmin yani sira giinliik
hayat1 olumsuz etkileyen bir¢ok yan etkilerinin olmas1 arastirmacilar1 alternatif tedavi
sekilleri arayisina sokmus ve galismalar toksisitesi daha az olan dogal iiriinlerin tedavi
edici 6zelliklerinin arastirilmasi yoniine dogru kaymustir. Bu kapsamda son ¢alismalarda
flavanoidlerle yapilan arastirma sonuglar1 dikkat ¢ekicidir.

Flavonoidler bircok meyve ve sebzede bulunan polifenolik bitki sekonder
metabolitleridir. Fenil benzopiron ortak yapisina sahip olan bu bilesikler heterosiklik-C
halkas1 varyasyonlarma gore; flavon, flavonol, flavanon, flavanol, antosiyanin,
izoflavon ve kalkon seklinde smiflandirilmaktadir. Fenolik hidroksil gruplarindan
elektron vericisi olarak gorev alan flavonoidlerin hiicrelerde phosphoinositol(PI)-3-
kinaz, Akt/protein kinaz-B (PKB), tirozin kinaz, protein kinaz-C (PKC) ve Mitojen-
aktive protein (MAP) kinaz sinyal kaskadlarinda sinyal degistirici molekiil olarak da rol
oynadig1 rapor edilmistir. Yine en ¢ok bilinen flavanoidlerden Kuersetin ile yapilan bir
calismada Kuersetinin janus kinaz, Siklin bagimli kinaz-benzeri kinaz (CLK) -1 ve -4
ile Aurora kinazlar (AK) gibi bir¢ok kinaz grubu i¢in de inhibitor etki gosterdigi tespit
edilmistir.

Ekibimiz tarafindan ilk olarak ISTKA destekli “Bal ve Diger Ar1 Uriinleri ile Saglhikl
Yasam Platformu” kapsaminda Bal ve flavanoid igerigi zengin Propolis Etkisinin Meme
Kanseri Hiicre Soylarinda miRNA Profili ve Genomik Ekspresyon Uzerindeki etkileri
arastirilmistir. Ardindan propolis biyoaktif iceriklerine yogunlasiimis MCF7 Meme
Kanseri ve MCF10A Normal Epitel Hiicre Soyunda Propolisin igeriklerinin Sitotoksik
ve Apoptotik Etkinligi bireysel (1.U.BAP-Proje No:28304) ve belirli dozlarda flavanoid
kokteyli  hazirlanarak kombine olarak (ProjeNo:28301) incelenmistir.  Bu
arastirmalardan elde ettigimiz bulgularimiz fenolik/flavanoid kokteylin 6zellikle hiicre
dongiisii, mitoz, sitokinez gibi 6nemli asamalar1 igeren hiicre bélinmesinden sorumlu
ve aralarinda AK’larin da yer aldig1 ¢ok sayida genin ekspresyonunda istatistiksel

olarak anlamli bir down regiilasyona neden oldugunu gostermistir. Flavanoidlerin



kanser patojenezinde hiicrede mRNA seviyesindeki etkilerinin protein ve yolaklar
iizerinde de dogrulanmasi amacglanmig ve literatiir arastirmamizda bu tarz ¢oklu
flavanoid karisimlarinin meme kanseri hiicrelerinde AK’lar tizerindeki etkilerini protein
seviyesinde irdeleyen bir arastirmaya rastlanmamustir.

Buradan yola ¢ikarak tez projemiz kapsaminda daha 6nceki ¢alismalarimizda flavanoid
kokteyli muamelesi ile RNA seviyesinde down-regiile oldugunu gézlemledigimiz hiicre
boliinmesi siirecinde gorevli

kinaz A ve B’nin meme kanseri hiicre hattinda flavanoid kokteyli muamelesiyle

protein seviyesinde incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Siklusu ve Hiicre Boliinmesi

Birgok hiicrede hiicre siklusu hiicrenin tiim komponentlerinin duplikasyonu
demek olup boliinmeler arasi gegen siire hiicrenin kendi kiitlesini ikiye ¢ikarmasi i¢in
gecen siire ile aynidir (Csikasz-Nagy ve ark. 2006; Rupes, 2002; Sveiczer ve ark. 1996).

Hiicre boliinmesi ¢ogu hiicrede 4 asamali bir siirectir: hiicre biiylimesi (G1), DNA
replikasyonu (S), bolinmeye hazirlik (G2), duplike olmus kromozomlarm yavru
hiicrelere dagilimi ve sitoplazma boliinmesi (sitokinez) (M) (Cooper 2000; Johnson ve
Walker, 1999; Hartwell ve ark. 1974; Pardee 1974). Hiicre boliinmesi genel olarak
mitoz olarak adlandirilsa da teknik olarak mitoz g¢ekirdek boliinmesi, sitokinez ise
sitoplazma boliinmesidir. Hiicre biiylimesi devamli bir siirectir, DNA hiicre siklusunun
sadece bir fazinda sentez olur ve daha sonra replikasyona ugramis kromozomlar hiicre
bolinmesi adi verilen bir dizi kompleks olayla yavru hiicrelere dagitilir. Hiicre
siklusunda fazlarin ilerleyisi evrimsel olarak korunmus ¢esitli diizenleyiciler ile kontrol
edilir ve bu diizenleyiciler hiicre siklusundaki farkli olaylar1 organize etikleri gibi hiicre

siklusu ile ekstraselliiler sinyalleri birbirine baglayarak hiicre proliferasyonunu kontrol

eder (Cooper, 2000).

2.1.1. Hiicre Siklusunun Asamalari

Kiiltiirdeki tipik bir insan Okaryotik hiicresi, yaklasik olarak 24 saatte bir
boliiniir. Mikroskopta goriildiigii kadariyla hiicre siklusu 2 temel agsamada gerceklesir:
mitoz ve interfaz. Mitoz ve sitoplazmik boliinme (sitokinez) sadece 1 saat kadar
siirerken, hiicre siklusunun %951 interfaz asamasindan olusmaktadir. Interfaz sirasinda
kromozomlar dekondanse olur ve niikleus icerisine dagilir ve nukleus morfolojik olarak
uniform goriiliir. Molekiiler seviyede interfaz, hiicrenin boliinmeye hazirlanmasi igin
hem hiicre biiylimesinin hem de DNA replikasyonunun gerceklestigi asamadir.
Okaryotik hiicrelerde hiicre siklusu 4 asamada gerceklesir (sekil 2-1) (Hochegger ve ark
2008).

-G1 faz1 (gap 1): Mitoz ve DNA replikasyonunun baslamasi arasinda gecen siirectir. Bu

asamada hiicre metabolik olarak aktif olup DNA replikasyonu olmadan biiyiimeye



devam eder. Hiicre mitojenik sinyaller ve biiylimeyi engelleyici sinyaller ile etkilesimde
olup hiicre siklusuna devam edip etmeme kararini verir (Cooper, 2000; Johnson ve
Walker, 1999; Hartwell ve ark. 1974; Pardee, 1974).

-S fazi: DNA sentezinin gergeklestigi fazdir.

-G2 (gap 2): Bu fazda hiicre biiylimeye devam eder ve mitoz bolinme i¢in gerekli
proteinler sentez edilir.

-M faz1 (mitoz): Mitoz boliinme ve bunu takip eden sitokinezi ifade eder (Cooper,
2000).

sitokinez

i‘ Mitoz

Sekil 2-1: Hiicre siklusunun asamalar1 (Hochegger ve ark 2008)

Genellikle kiitlenin ikiye ¢ikarilmasi siireci S faz1 ve M fazi arasinda G1 ve G2
fazlar1 gibi bosluklar mevcut oldugundan hiicre sikliisii yavastir (Csikasz-Nagy ve ark.
2006; Nurse, 1994). Farkl hiicre tiplerine gore hiicre siklusu fazlarinin siireleri degisir.
Hizli ¢ogalan tipik bir insan hiicresi i¢in hiicre siklusu G1 faz1 11, S faz1 8 ve G2 faz1 4

saat olmak tizere ortalama 24 saat siirer (Cooper, 2000).

Hizli boéliinen embriyonik hiicrelerin aksine bazi hiicreler hiicre 6limii veya
hasar sonras1 hiicrelerin yenilenmesi gerektiginde (deri fibroblastlari, bobrek, karaciger,
akciger gibi) boliinlir. Bu tarz hiicreler G1 fazini atlayarak GO adi verilen metabolik
olarak aktif, uygun ektraselliiler sinyal gelene kadar prolifere olmayacaklar1 bir faza
(quiescence = sessiz) girerler (Cooper, 2000). Besin yetersizligi vs. gibi nedenlerle
bir¢ok hiicrede hiicre siklusu ve proliferasyon durur. Hiicreler boyut olarak belirli bir
sinira ulastiklarmda hiicre siklusunun ilerleyisi genelde G1/GO arasinda durmaktadir.
Biiyiime engellendiginde hiicrelerin bolinmesi de engellenir ancak aksi gercerli

degildir. Retinoblastoma (Rb) gibi hiicre biiyime ve proliferasyonunun



engellenmesinde rol alan tiimor siipresor genlerde meydana gelen mutasyonlar kanserle
iliskilendirilmistir (O'Farrell, 2011; Clarke ve ark. 192, Lee ve ark. 1992).

2.1.2. Hiicre Siklusunun Kontrol Noktalari

Gl ve G2 fazlarinda hiicre hacim olarak biiyliyerek bolinmeye hazirlanir
(Csikasz-Nagy ve ark. 2006; Nurse, 1994). Kontrol noktalarinda hiicre biiylimesinin ve
DNA sentezinin olmasi gerekenden fazla veya az olmasi durumlari, DNA hasar1 ve
tamiri, DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi 6ncesi kromozomlarin metafaz plagma
dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi kontrol edilir (Csikasz-Nagy ve ark. 2006;
Kastan ve Bartek, 2004).

En 6nemli hiicre siklusu diizenleyici nokta birgok hiicrede G1’den S asamasina
ilerlemeyi saglayan G1 kontrol noktasidir (restriction point) (sekil 2-2). Uygun biiyiime
faktorlerinin varliginda hiicre siklusu bu kontrol noktasimi gecerek S fazina ilerler.
Sartlarm uygun olmamasi durumunda hiicre metabolik olarak aktif oldugu fakat hiicre
biiylimesini ve protein sentezini azalttig1 GO fazina girer. Ornegin yaralanma sonucu
kan trombositlerinden (platelet) salinan platelet kokenli biiylime faktori (PDGF),
hasarli dokuda deri fibroblastlarinin hiicre boliinmesini uyarir (Cooper, 2000). G1
kontrol noktasi i¢in 6nemli timér siipresor genlerden biri olan Rb geninde mutasyon
olmasi hiicrenin G1’den S fazina ilerleyisini durdurabilir (O'Farrell, 2011; Lipinski ve
ark. 2001). DNA replikasyonunun S fazinda sadece bir kez ger¢eklesmesini replikasyon
orjinine ORC (origin replication complex) proteinleri ile birlikte baghh olan MCM

(Minichromosome maintenance) proteinleri saglar (Cooper, 2000).
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Sekil 2-2: G1 kontrol noktasi

G1 fazindaki tutulum hasarli DNA’nin S fazina girerek replike olmasimi engeller

ve onarilmasini saglar. Memeli hiicrelerinde G1 kontrol noktasinda tutulum DNA hasar1



ile hizlica uyarilan p53 proteini araciligiyla saglanir. Kanser hiicrelerinde p53 proteinini
kodlayan gende mutasyon oldugunda hiicreler G1 kontrol noktasinda tutulamaz ve
hasarli DNA tamir edilemeden replikasyona ugrayarak kardes hiicrelere geger, boylece
mutasyonlarin sikliginda artig ve hiicresel genomun stabilitesinde kayip meydana gelir
(Cooper, 2000). p53 geni kanserlerde en ¢ok mutasyona ugrayan gendir (Johnson ve
Walker, 1999; Kamb, 1998; El-Deiry, 1998).

Pek cok hiicrenin proliferasyonu G1 fazinda kontrol edilmesine ragmen bazi
hiicrelerde (oositler) bu kontrol G2 fazinda olmaktadir. Insanlarda oositler uzun siireler
boyunca G2’de tutulur, hormonal stimulasyon ile M fazma ilerleyis gerceklesir

(Cooper, 2000).

Hiicre genomun replikasyonu tamamlanincaya kadar mitoz boliinme baslamaz.
Bir¢ok hiicrede siklusun farkli fazlar1 arasindaki koordinasyon kontrol noktalarma ve
devam eden fazdaki olaylarin tamamlanmadan bir sonraki faza gegisine izin vermeyen
geri besleme kontrol mekanizmalarma baghdir. Boylece tamamlanmamis ve hasarli
kromozomlarin replikasyona ugrayip kardes hiicrelere gegisi engellenir (sekil 2-3).
Ornegin G2 kontrol noktas1t DNA replikasyonu tamamlanmcaya kadar (S fazi1) mitozun
(M fazi1) baslamasina izin vermez. DNA’nin replikasyonunun tamamlanmamasi veya
radyasyon vs. gibi sebeplerle hasarli olmasi durumunda hiicre G2 fazinda tutulur. DNA

hasar1 hiicreyi G2 fazinda tutmakla kalmaz hiicrenin S fazinda ilerleyisini de yavaglatir

(Cooper, 2000).
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Sekil 2-3: Hiicre Siklusu kontrol noktalari



M fazindaki diger bir kontrol noktasi ise kardes kromozomlarin mitotik
iplik¢ikler (spindle) iizerinde diizgiin bir sekilde dagilmamasi durumunda M fazmin
ilerlemesinin durdurulmasidir. Kromozomlar her bir kardes hiicreye esit sekilde ayrilana
kadar bu fazda tutulur (Cooper, 2000).

2.1.3. Hiicre Siklusunun hiicre biiyiimesi ve ekstraseliiler sinyaller ile diizenlemesi

Hiicre siklusunun diizenlenmesinde sitokinler (biiylime faktorleri) (Cooper,
2000; Giines, 1999), bir ¢esit serin/treonin kinazlardan olan siklin bagimli kinazlar (cdk)
ve onlarin partneri olan siklinler, cdk inhibitorleri (p21 ve p16) (Johnson ve Walker,
1999; Satyanarayana ve Kaldis, 2009) gibi faktorler rol oynar. Hiicre siklusunun
kontrolii cdk proteinleri ve siklinler arasindaki kompleks iletisim ile saglanir. Yirmiden
fazla cdk proteini tamamlanmis olup literatiirde en ¢ok calisilanlar1 sekil 2-4’te

gosterilmistir Satyanarayana ve Kaldis, 2009).

Cdk family member Cyclin partner

00-00 0000000006

Sekil 2-4: Literatiirde memelilerde en ¢ok calisilmis cdk ailesi iiyeleri ve onlarin siklin
partnerleri (Satyanarayana ve Kaldis 2009)



Gecmigte klasik hiicre siklusu regiilasyonunda Cdk4, Cdk6, Cdk2 ve Cdkl
kompleksinin faz spesifik olarak hiicre siklusunun baslangic ve ilerleyisini
diizenledigine inanilirdi. Ancak 2008 ve sonrasi literatiirde birgcok Cdk ve siklinlerin
hiicre siklusu regiilasyonunda tiim fazlara dagildiklarimi ve Cdkl’in yalniz basina
minimum sayida siklin ile kompleks olusturarak hiicreyi siklusun farkl fazlarima dogru
ilerlettigi ve diger Cdk3, Cdk7 ve Cdk11 gibi Cdk’larin da hiicre siklusu regiilasyonuna
katilabilecegi one siiriilmiistiir (sekil 2-5) (Satyanarayana ve Kaldis, 2009). Cdk2’nin
hiicre siklusu kontroliinde olmasinin gerekmedigi ama mayoz bdliinme kontroliinde
yasamsal Ooneme sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Satyanarayana ve Kaldis, 2009;
Berthet ve ark.2003; Ortega ve ark. 2003). Ayrica fare c¢aligmalarinda Cdkl
susturulmus farelerin erken embriyonik donemde 6ldiigli gosterilmistir (Satyanarayana
ve Kaldis, 2009; Berthet ve ark. 2006; Santamaria ve ark. 2007).
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Sekil 2-5: Hiicre siklusu kontroliinde Cdk ve siklinler (Bai ve ark 2017)

Cdk subiinitelerinin fosforilasyonu hiicre siklusu kontroliinde pozitif veya

negatif etkili olabilir (Johnson ve Walker, 1999; Arellano ve Moreno, 1997). Ubiquitin



aracilt proteoliz siklinleri ve diger regiilatorleri hedef alarak hiicre siklusu
regiilasyonunda dolayli yoldan etkili olabilir (Johnson ve Walker, 1999; King ve ark.
1996; Pagano, 1997). Cdk inhibitorleri (INK4 ailesi; p16, pl5, p18, p19 ve Cip/Kip
protein ailesi; p21, p27, p57) Cdk’larin pozitif veya negatif yonde diizenlenmesinde rol
alabilir (Johnson ve Walker, 1999; LaBaer ve ark. 1997).

Ekspresyonu p53 tarafindan uyarilan ve yaslanmis hiicrelerde ekspresyonunun
arttig1 tespit edimis olan p21 geni bir Cdk inhibitéridir (Johnson ve Walker, 1999;
Noda ve ark. 1994; El-Deiry ve ark. 1993). P21, hiicre siklusunu Cdk-siklin
kompleksine baglanarak veya DNA polimeraz ¢ i¢in elongasyon faktorii olan PCNA ile
etkilesime girip DNA sentezini inhibe ederek diizenler (Johnson ve Walker, 1999; Li ve
ark. 1994). Diger bir Cdk inhibitorii ise Rb geninin ekspresyonunu azaltan p16 genidir
(Johnson ve Walker, 1999; Li ve ark. 1994; Tam ve ark. 1994). Hiicre siklusunu bu
kompleks diizenleyicilerinin ekspresyon seviyelerini etkileyen degisimler kansere yol
acmaktadir. Bir¢cok kanser tipinde Cdk’lardin ekspresyon seviyelerinde artis tespit
edilmistir. Ornegin siklin D1’in (Bc11 onkogeni) B-hiicreli lenfoma, meme, 6zofagus,
mesane, akciger gibi kanser tiplerinde, (Johnson ve Walker, 1999; Bodrug ve ark. 1994;
Lovec ve ark. 1994; Wang ve ark. 1994) siklin E’nin meme, kolon ve losemilerde
(Johnson ve Walker, 1999; Leach ve ark. 1993; Keyomarsi ev ark. 1995), siklin A’nin
karaciger kanserinde ekspresyon seviyelerinde arttigi tespit edilmistir (Johnson ve
Walker, 1999; Wang ve ark. 1990). INK4 ailesi iiyelerinin delesyon, mutasyon ya da
metilasyon ile inaktive olmasi Cdk4 ve Cdk6 gibi kinazlarin ekspresyon seviyeleri
arttirarak Rb geninin inaktivasyonuna ve bunun bagl oldugu transkripsiyon faktorii E2F
genlerinin negatif regiilasyonunun bozulmasina neden olur (Johnson ve Walker, 1999;
Johnson, 1995; Shao ve Robbins, 1995). E2F aktivasyonu ise kontrolsiiz hiicre
cogalmasi ve ektopik hiicre boliinmelerine yol agar (Johnson ve ark. 2016; Chen ve ark.
2009).

Sitokinler G1 kontrol noktasinda hiicrelerin boliinmeye devam edip etmeyecegi
veya GO fazinda bolinmeden kalip kalmayacagmi belirler. Cogu kez hiicre
boliinmesinin devami i¢in birden fazla sitokine ihtiya¢ duyulur. Sitokinlerin normal
insan melonositleri ve malin melanoma hiicrelerinin proliferasyonu tlizerindeki etkileri
incelendiginde, bFGF ve HGF niin normal insan melonositlerinin bdliinmesini arttirdig1

ve melanoma hiicrelerinin EGF, TGF-a ve NGF tarafindan stimiile edildigi



10

gozlenmistir. TNF-a, TGF-b ve IL-6 melanosit hiicrelerinin ise biiylimesinde inhibitor
olarak rol oynadigi belirtilmistir (Giines, 1999; Karagakis ve ark. 1995). Hiicrelerin
boliinmeye baglamasinda bir ¢ok protoonkogenin ekspresyonu biiyiime faktorleri
tarafindan kontrol edilmektedir. Ornegin, hiicrelerin PDG-F’e bir ka¢ dakika maruz
kalmas1 fos ve myc proto-onkogenlerini aktive etmektedir. Bu genler trankripsiyon
faktorii olan c-fos ve c-myc proteinlerini kodlar. Bu proteinler hiicre boliinmesini
kontrol eden diger G1 siklinlerini ve Cdk’larin ekspresyonuna yol agar (Gilines, 1999;
Bishop, 1991). Sitokinlerin bazilar1 (IFN-a/b, TGF-b, TNF) diger biiyiime faktorlerinin
hiicre bolinmesi i¢in aktive ettigi mekanizmalar1 inhibe ederler. Sitokinler hiicre
ylizeyindeki reseptorlere baglanip sinyal iletimi olaylarini baslatarak hiicre béliinmesini
pozitif veya negatif yonde etkiler. Bir hiicrenin yiizeyinde bulunan reseptorler de bu
hiicrenin hangi faktorlere cevap verecegini belirler. Boylece pozitif veya negatif
sitokinlerin seviyesinde veya hiicre yiizeyindeki reseptorlerin diizenlenmesinde
meydana gelen dengesizlikler, hiicre siklusu regililasyonunun kaybina yol acarak kanser

gelisimine neden olabilirler (Giines, 1999).

2.2. Hiicre Siklusundaki Problemler ve Kanser Olusumu

Yapilan ¢alismalar insan tiimorlerinde hiicre dongiisii diizenleyicilerinin siklikla
mutasyona ugradigini gostermistir, bu da hiicre dongiisiinlin dogru isleyisinin kanserin
onlenmesinde ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Genel olarak, siklinler,
CDK'lar, CKi'leri ve RB regiilatorlerinin ekspresyonundaki degisiklikler —tiimdr
olusumuyla iligkilendirilmistir. Siklin D1 veya CDK4’nin amplifikasyonu, CDK6
translokasyonu, INK4 proteinleri ve RB'nin delesyonu veya INK4 ile RB
promotdrlerinin metilasyonu sonucu epigenetik inaktivasyondan kaynaklanmaktadir.
(Wolfel ve ark. 1995; Easton ve ark. 1998).

CDK2 ya da regiilatorlerinin genetik ya da epigenetik degisimleri insan
timorlerinde nadiren tanimlanmistir, ancak CDKN1B'nin (insanlarda KIP1'i kodlayan
gen) ifadesi kayb1 ve siklin E1'in asir1 ifadesi siklikla meydana gelir ve kotii prognozla
korelasyon gosterir. Timor hiicrelerinde KIP1 ve siklin-E1 ekspresyonunun nasil

degistigi heniiz tam olarak anlasilamamigtir. KIP1 yikimma kismen SKP2 (SCF
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kompleksinin F-box proteini) aracilik eder. SKP2 onkojenik 6zelliklere sahip ve bazi
tiimor hiicrelerinde ekspresyonu degismistir (Latres ve ark. 2001; Gstaiger ve ark 2001).

Benzer sekilde, siklin-E1 degradasyonundan sorumlu olan F-box proteini bazi
kanser hiicre soylarinda inaktive olur (Moberg ve ark. 2001; Strohmaier ve ark. 2001).
Alternatif olarak, kanserle iligkili siklin-E asir1 ifadesi, diizensiz CDK4/6 aktivitesinin
aracilik ettigi RB inaktivasyonu ile agiklanabilir. Kisa bir siire dnce Cables olarak
adlandirilan, CDK2'nin WEE1'e bagh fosforilasyonunu arttiran yeni bir hiicre dongiisii
inhibe eden proteinin, kolon ile bas ve boyun kanserlerinin % 50-60'inda inaktive
oldugu bildirilmistir (Wu ve ark. 2001).

RB'nin kaybi veya inaktivasyonu, insan tiimorlerinde sik goriilen bir olaydir.
Bununla birlikte, p130 daha az kaybedilir ve p107 inaktivasyonu bildirilmemistir (Paggi
ve ark. 2001). Bu gozlemler, p107 ve p130'un, gen hedefli fareler ile elde edilen
sonuglar ile desteklenmekte ve proliferasyondan o6te farklilasma i¢in Onemli
olabilecegini gdstermektedir. Insan tiimorlerinde E2F transkripsiyon faktorii ailesinde
mutasyonlar gézlenmemistir.

Son zamanlarda, hiicre biiylimesini veya hiicre ¢ogalmasini etkilemeyen hiicre
dongiisii diizenleyicilerindeki mutasyonlar tanimlanmistir. Bu mutasyonlar, mitoz
sirasinda kardes-kromatid ayrismasmin kontroliinde rol oynayan mekanizmalarda
goriiliir ve muhtemelen, andploidi indiikleme potansiyeline sahiptir.

Hiicre boliinmesi sirasinda gergeklesen olaylarin kontroliinii kaybetmek, insan
kanserinin ilerlemesinde 6nemli bir adim gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, diger
hiicre dongiisli olaylarinin yanls diizenlenmesi de neoplaziye neden olabilir. Sonugta,
kromozomal instabilite ve andploidi, kusurlu M fazi1 kontrol noktalarinin iki belirgin
sonucu, kanser hiicrelerinin 6nemli bir belirtecidir. Kromozomlarin dogru dagilimi, ig
ipligi kontrol noktasi tarafindan metafazdan anafaz gecisinde kontrol edilir. (Shah ve
Cleveland 2000; Nigg 2001)

Bu kontrol noktasinin denetleyicisi, CDC20 ile degradasyon i¢in securin gibi
proteinleri hedefleyen multisubunit ubiquitin ligaz olan anafaz destekleyici komplekstir
(anaphase promoting complex; APC). Kinetokorlar ig ipligine dogru sekilde
baglanmigsa, APC aktive edilir ve securin degrade olur. Aktive olan APC, kardes
kromatidler arasindaki kohezin molekiillerininin ayirmalarmi saglayan separin proteazi
aktive eder. Bununla birlikte, eger kinetokorlar ig ipligi iizerine dogru bir sekilde

takilmamissa, APC inaktif bir durumda tutulmakta ve metafazda hiicreler tutulmaktadir.
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APC aktivitesi, esas olarak, kinetokoralara mikrotiibiil baglanmasini algilayan MAD2
tarafindan diizenlenir. MAD2 aktivitesini diizenleyen mekanizmalar tam olarak
anlagilmamasina ragmen, BUB kinaz ailesine dahil edilmislerdir. BUB’in kolon kanseri
hiicre hatlarinda mutasyona ugramis oldugu bulunmustur.

Benzer sekilde, Mad2 heterozigot fareler uzun siire sonra akciger tiimorleri
gelismistir fakat bu durum insanda gdzlenmemistir (Michelve ark 2001). ig ipligi
kontrol noktasinda yer alan polo benzeri kinaz 1 (PLK1) ve AK ailesinin iki tiyesini
iceren proteinlerdeki degisimler de kanser olusumuna dahil edilmistir. (Nigg 2001;
Smizu ve ark 2000; Giet ve ark. 1999 )

Son olarak, mitozun temel bir regiilatérii olan CDK1'in yanhis diizenlenmesi de
timor gelisiminde rol oynayabilir. Latsl Cdkl’e dogrudan baglanan ve negatif yonde
diizenleyici olan bu protein, farelerde bir tiimor baskilayicidir (108). Lats] eksikligi
olan fareler yumusak doku sarkomlari, yumurtalik tiimorleri gelistirir ve hipofiz
displazisi gosterir. Bu sonuglar Lats1'in bir Cdk1 inhibit6rii olarak hareket edebilecegini
ve kaybolmasinin kontrolsiiz proliferasyona yol agabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, kritik M fazi kontrol noktalarindaki hatalarm kromozomal anormalliklerle
sonuglanabilme olasiligi, kanser arastirmacilarmnin ilgisini ¢ekmektedir (Tao ve ark

1999).

2.3. Meme Kanseri

2.3.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Tim kadm kanserlerinin %18' ini olusturan meme kanseri, kadinlarda kansere
bagli Oliimlerin baslica nedenidir (Coleman ve ark. 2008, Han ve ark. 2013)
(Fitzmaurice ve ark. 2015). Yapilan GLOBOCAN istatistiklerinde, 2012 yilinda
kadmnlarda 1.67 milyon yeni meme kanseri vakasi teshis edilmis ve yaklagik
500.000’inin Sliimle sonuglandig: bildirilmistir (Ferlay ve ark. 2015). Diinyada meme
kanseri teshisi alan hastalarin hayatta kalma oranlarinda biiyliik bir fark oldugu
goriilmiistiir. Gelismis iilkelerde 5 yillik sag kalim orani yaklasik %80 iken geligmekte
olan iilkelerde bu oran %40’1n altina kadar diismektedir. Bunun sebebi gelismekte olan
tilkelerin tan1 ve teshiste kisith olanaklara sahip olmasidir. Diinya saglk orgiitiiniin

2015°de yayinladig: bildiriye gore meme kanserinin Dogu Afrika'da goriilme sikligi
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19,4/100,000 iken, Bati Avrupa'da 89,7/100.000" dir. Artan insidans ve gelistirilen
tedavilerle diinyada meme kanseri olan hastalarin prevalansinin arttigi gorilmiistiir
(WHO, 2015). Tim diinyada kadin meme kanseri insidansinm 2050 yilina kadar yilda
yaklasik 3.2 milyon yeni vakaya ulasacagi tahmin edilmektedir (Hortobagyi ve ark.
2005). Yine Amerika Birlesik Devletleri'nde 1975’lerden 2000’li yillara kadar meme
kanserine bagl oliimlerdeki 6nemli azalmanin sebebinin kadinlarin mamografi ile
meme taramasi sonucunda erken tanidaki artisa bagh oldugu diistiniilmektedir (Berry ve
ark. 2005). Hayatta kalim siiresini uzatmak i¢in erken teshisin 6nemi meme kanseri

regiilasyonlarinin temeli olmaya devam etmektedir.

2.3.2. Meme Kanseri Alttipleri

Literatiirde, meme kanserinin ka¢ molekiiler alt tipi oldugu hakkinda bir¢ok
tartisma vardir. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri ayirici klinik sonuglar i¢cin 6nemli
ve belirleyici bir faktordiir (Yang ark. 2007).

Bazen iyi bir prognozla yavas biiyiime gosteren meme kanseri bazen de oldukca
agresif bir klinik seyir gostermektedir. Klinik tablolarin bu denli farkli olmasmin altinda
yatan sebep meme kanserinin farkli histolojik alt tiplerden olusan heterojen bir hastalik

olmasidir (Verma ve ark. 2012).

Meme kanserinin farkli gen ekpresyonu gosteren birgok alt tipi olmasina ragmen
immiinohistokimyasal degerlendirmelerde tiimér hiicresinin yiizeyindeki reseptorlerin
varligina gore genel olarak 4 alt tipe ayrilmaktadir; Luminal A, Luminal B, Her-2

pozitif ve bazal benzeri (Goldhirsch ve ark. 2013).

Ostrojen reseptérleri (ER), tiimér hiicresinin yiizeyindedir ve dstrojen hormonu
reseptore baglandiginda hiicre igindeki birgok yolagi aktive eder. Bu yolaklar hiicrenin
biiyiime ve boliinmesini uyarmasindan dolay1 tiimdr biiylimesini tesvik eder. ER’ni veya
Ostrojen sentezini engelleyen ilaglarin verilmesi tiimdr biiylimesini durdurabilir.

HER-2, meme kanseri vakalarinin yaklasik %20'sinde asir1 eksprese edilen bir
tirozin kinaz reseptoriidiir. HER-2’nun asir1 ekpresyonu, hiicreye proliferatif sinyaller
saglayarak kontrolsiiz hiicre biliylimesi ve bdliinmesine bagh tiimdr gelisimine sebep
olurken progresyonu belirlemede 6nemli bir etkendir. HER-2’nun asir1 ifadesi olan
meme kanseri tipinde hedefe yonelik tedavi olan monoklonal antikor gelistirilmis ve
trastuzumab (Herceptin) adi verilen bu ligaman reseptorleri bloke ederek timorii

kontrol altina alir (Krishnamurti ve Silverman 2014).



14

Ki67, tiimor hiicrelerinin proliferatif aktivitesini gosteren faktordiir. Ki67 hiicre
dongiisiiniin S faz1 ve mitotik aktivitesi ile iligkilidir. Normal bir meme hiicresi %3'liik
bir proliferatif aktiviteye sahipken daha yiiksek Ki67 indeksi daha biiyiik timorler,
pozitif lenf nodlari, negatif ER ve pozitif HER-2 reseptorleri ile iligkilidir (Inic ve ark
2014). Bununla birlikte %20'den daha yiiksek bir aktivite, kotii prognoza sahip agresif

tiimorleri ve daha kisa genel sagkalimi gostermektedir (Inic ve ark. 2014).

Meme kanserini bu sekilde alt tiplemek hastaligin prognozunu tahmin etmek ve

tedaviyi planlamak agisindan 6nem tagimaktadir.

2.3.2.1. Luminal A

Meme kanseri olan kadinlarin yaklagik %50-70°1 gibi yiiksek bir oraninda bu tip
goriliir. Luminal A en diisiik proliferatif indeks, 1yi diferansiyasyon, en diisiik lokal
niikse sahiptir (Van Diest ve ark 2004, Williams ve ark 2015). Klinik agidan luminal A
alt tipi genellikle yiiksek sagkalim oranlariyla koreledir (Yang ark. 2007). Luminal A
tipi tiimorler Ostrojen reseptoriiniin ve birlikte eksprese edilen genlerin yiiksek
ekspresyonuna sahiptir. Bu genlerin ekspresyonu genellikle luminal epitelde bulunur
(Serlie ve ark. 2006).

Luminal farklilagmay1 etkileyen onemli faktorlerde (PI3K, MAP3K1, GATA3,
FOXA1 ve TBX3) ve hormon reseptor sinyallemesini saglayan faktorlerde (GATA3,
FOXA1 ve TBX3) farkli mutasyonlara sahiptirler. Ozellikle GATA3 ve FOXAL en
onemlileridir;  ¢linkii  GATA3’lin  limen  progenitér  hiicrelerin  terminal
farklilasmasindaki rolii yadsmamaz. Aymi zamanda FOXAIl de ER'ye bagh
transkripsiyonlarda 6nemli bir faktordiir (Skibinski ve Kuperwasser, 2015)

Bu hastalar i¢in Onerilen tedavi postmenopozal olan ve olmayan kadinlarda
degisen sekilde liglincii nesil aromataz inhibitorleri, Tamoksifen ve Fulvestrant gibi

Ostrojen reseptor modiilatorleri kullanilmaktadir (Liedtke ve Kiesel, 2012).

2.3.2.2. Luminal B

Luminal B alt tipi pozitif Ostrojen resoptorii ve pozitif veya negatif HER2
reseptorleri ile karakterizedir. Her iki tipte de Luminal A ya gore daha kotii prognoz
goriiliir (Cheang ve ark. 2009).
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Meme kanseri olan hastalarn yaklasik %10-20'sinde Luminal B tipi
goriilmektedir. Luminal B alt tipi, Luminal A alt tipine gore daha agresif ve Ki67
indeksi daha yiiksektir. Immiinohistokimyasal analizle Luminal A’yr Luminal B alt
tipinden ayirirken kullanilan anahtar faktorler, hormonal reseptor-pozitif hastalik
icerisindeki proliferasyona bagli marker olan Ki-67 nin kantitatif ekspresyonu ile
kantitatif progesteron ekspresyonudur (Prat ve ark. 2012).

Ayrica kotii diferansiasyon, daha sik kemik metastazi ve daha kotii prognoz ile
karakterizedir. Literatiirde bu alt tip daha geng yasta goriilme, daha biiyiik tiimorler ve,
lenf nodiilii pozitifligi ile iliskilendirilmistir. Onerilen tedavi tamoksifen ile birlikte

neoadjuvan ve adjuvan kemoterapidir (Cheang ve ark. 2009)

2.3.2.3. HER-2 Pozitif

HER-2 pozitif alt tip, hastalarin %15-20'sinde goriiliir. HER2 ile ilgili genlerin
yiiksek ekspresyonu nedeniyle onkojenik bir sinyal yolaginin olustugu molekiiler alt
tiptir (Skibinski ve Kuperwaser, 2015). Bu alt tip, hastalarin ¢ogunda yiiksek proliferatif
indeks ve kotii diferensiyasyon ile karakterizedir. p53 mutasyonlar1 siklikla tespit edilir.
ER/PR negatif olmasi nedeniyle zayif sagkalim orani ile iliskilendirilmektedirler (Yang
ve ark. 2007).

Hastalarin sadece % 12'sinin 10 y1l hayatta kaldig1 bu tip i¢in 6nerilen tedavi,
prognozu degistiren monoklonal antijen trastuzumab (Herceptin) ile HER-2 hedefli
tedavi gerektirir. Bu tedavi, neoadjuvan ve adjuvan protokolde kemoterapi ile

birlestirilmelidir (Krishnamurti ve Silverman 2014).

2.3.2.4. Bazal Benzeri

Bazal benzeri (ii¢lii negatif), alttipi daha biiyiik tiimorler, kotii diferensiyasyon,
yiiksek mitotik indeks ve tiimor nekrozu ile karakterizedir. Bu tip, meme kanseri
hastalarinin %210-20'sinde bulunur. Kimi aragtirmacilar tarafindan bazal benzeri yaninda
Claudin-low alt tipi de tanimlanmustir. Bu grupta, tight junction proteinleri ve epitelyal
hiircre adezyon proteinlerinin (Claudin 3,4,7 ve E-kadherin) ekspresyonlar1 diisiiktiir.
Buna ek olarak, liiminal epitelyal genlerinin ekspresyonlarmi diisiikken, lenfosit ve
endotel hiicre belirteglerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bunun sonucunda immiin

infiltrasyon, kok hiicre ozellikleri ve epitelyal-mezenkimal gegisi s6z konusudur ve
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hastalarin % 7-14'tinde bulunur (Dias ve ark. 2017). Her iki alt grupta da kétii prognoz,
kotii farklilagma ve yiiksek mitotik indeks vardir. Klinik agidan bakildiginda bazal
benzeri alt tip genellikle diisiik sagkalim orani ile koreledir (Gautam ve ark. 2010).
Siklikla viseral organlarda ve akcigerlerde metastaz ile ilk ii¢ yilda niiks ve ¢ogunda da
p53 mutasyonu goriiliir. (van Diest ve ark. 2004).

Bazal benzeri timor alt tipinde hiicre dongilisii regiilasyonu ile ilgili olan
genlerin yiiksek ifadesi goriilmektedir. Ayrica bazal epitel isaretleyicilerin (KRTS,
KRT17 ve laminin) ve BRCAI mutasyonlarindaki sitokeratinlerin (CK5 / 6 ve CK17)
yiiksek ekspresyonlari da bazal benzeri timor alt tipinde gézlenmektedir (Sorlie ve ark.
2006).

Onerilen tedavi kemoterapidir, fakat ayni zamanda BRCAl veya BRCA2
mutasyonlarinda olaparib gibi PARP inhibitorleri kullanilabilir (van Diest ve ark. 2004).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda hiicre siklusunda gorevli protein kinazlardan
AK’larin da meme kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde eksprese oldugu
gosterilmistir (Bischoff ve ark. 1998).

Lenf nodu negatif meme kanseri hastalarinda, Aurora Kinaz A (AURKA)

ekspresyonu, ER+/HER2— molekiiler alt tipinde kot prognoz ile iliskiliyken, ER-
IHER2- veya HER2+ karsinomlarinda bdyle bir iliski kurulmamstir (Siggelkow ve ark.
2012).
Ayrica AURK A, Ki 67’yi de i¢eren diger proliferasyon markerlari ile kiyaslandiginda,
AURK A’nin ER pozitif meme kanseri hastalarinda meme kanserine 6zgii sagkalim i¢in
bagimsiz bir belirte¢ olarak daha iistiin oldugu belirtilmis ve rutin klinik uygulamalarda
potansiyel kullanimi 6ne siiriilmiistiir (Ali ve ark 2012). Bu veriler ER ve AURK A
sinyal yolaklar1 arasindaki potansiyel etkilesimleri gostermektedir. Ayrica, AURK A'nin
niikleer ekspresyonu, meme kanserinde hem Ostrojen hem de progesteron
reseptorlerinin ekspresyonu ile iliskilidir (Das ve ark 2010).

Zhang ve arkadaslarmm 2015°te yaptig1 diger bir ¢alismada Aurora Kinaz B’nin
(AURKB) immiinohistokimyasal degerlendirmesinde invaziv meme kanseri hastalarinm
dokularmdaki yiiksek AURKB ekspresyonunu, kemorezistans ve kotii sagkalimla
iliskilendirilmis, ayrica AURKB ekspresyonunun lenf nodu metastazi ve histolojik
grade ile iligkili oldugu saptanmistir(Zhang ve ark 2015).

Tiim bu bilgiler 1518inda AK’larin meme kanseri tedavisinde molekiiler hedef

olabilecegi diistintilmiistiir.
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2.4. Aurora Kinazlar

Bir hiicrenin normal bir sekilde biiyiimesi ve gelismesi igin ilk kosul hiicrenin
diizgiin boliinebilmesidir ve bu siireg hiicrede sik1 bir sekilde diizenlenmektedir. Mitotik
kinazlar olarak bilinen serin/treonin kinaz ailesinden AK’lar hiicre béliinmesinin farkl
asamalarinda 6nemli rol oynamaktadir (Nair ve ark. 2009; Vader ve Lens, 2008). A, B
ve C tiplerinden olusan AK’lar, 309-403 arasinda degisen bir amino asit dizisi
uzunluguna sahiptir. Her ti¢ii de N-terminal, C-terminal ve protein kinaz bolgesinden
olusmaktadir (Sekil 2-3) (Bolanos-Garcia, 2004; Kollareddy ve ark. 2008). Bu enzimler
evrimsel siirecte hem yapisal hem fonksiyonel agidan iyi korunmustur ve ana hiicreden
yavru hiicrelere genetik materyalin dogru ve esit gegisi igin gereklidir (Adams, 2001).
AK’lar hiicre dongilisiinde 6nemli rol oynarlar ve islevlerinin ¢ogunu mitozda

gergeklestirirler.

KEN
D-Box : Activating D.-Box

‘ Activation Loop |
31 131 383 402

1 |
Aurora-A Nﬂ| I Kinase Domain I -C

' 76 251 343
1 8 249 275

Aurora-C N 1 I - C

Sekil 2-6: Aurora Kinazlar: temsil eden sematik diagram
(Kollareddy ve ark. 2008)

2.4.1. Aurora Kinaz A
20913.2 kromozom bdélgesinde konumlanan Aurora Kinaz A (AURKA)’nin

ekpresyonu siireklidir. Sentrozom olgunlasmasi (Berdnik ve Knoblich, 2002), mitotik
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giris (Hirota ve ark. 2003; Dutertre ve ark. 2004), sentrozom ayrismasi (Marumoto ve
ark. 2003), iki kutuplu ig iplik¢igi toplanmas: (Kufer ve ark. 2002; Eyers ve ark. 2003),
metafazda kromozomlarin hizalanmasi (Kunitoku ve ark. 2003), sitokinez (Marumoto

ve ark. 2003), ve mitozdan ¢ikis1 igeren bir¢ok olay1 diizenlemektedir.

AURKAnn seviyesi ve aktivitesi G1'de diisiiktiir. S fazindan G2 ye girerken
AURKA seviyeleri artar. G2'nin sonunda, AURKA otofosforile olur ve PLK1'i aktive
eder. PLK1, cenexin 1 tarafindan sentrozom'a eklenir. AURKA'nin aktivitesi, BORA ve
TPX2 gibi proteinler tarafindan arttiriir. BORA, PLK1'in AURKA kaynakli
fosforilasyonunun aktivasyonu igin gereklidir (Macurek ve ark. 2008). Aktif PLK1,
siklinB-CDK1 komplekslerini negatif olarak diizenleyen bir kinaz olan WEE1'i fosforile
eder. WEEL'I antagonize eden CDC25 G2'de etkisizdir. Sentrozomda, AURKA ve
PLK1, CDC25B' nin aktivasyonunu baslatir ve bu da siklin B-CDK1'i aktive eder.
Siklin B-CDK1 kompleksleri, daha sonra WEEl ve BORA'nin fosforile edilmesini
saglar, bunlar daha sonra F-BOX proteinini igeren bir p-transdusin tekrar1 (B-TrCP)
tarafindan algilanir (B-TrCP) ve bu da WEE 1 ve BORA'nin poliubikitinasyonu ve
degradasyonunu destekler. BORA'nin serbest birakilmasiyla, AURKA daha sonra TPX2
ile etkilesime girebilir, boylece ig ipligi toplanmasi kinazin roliinii kolaylastirir. (Lens

ve ark. 2010) (sekil 2-7).
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Sekil 2-7: Aurora kinaz A’nin Ge¢ G2 ve Mitoz fazlarindaki fonksiyonu (Lens ve ark. 2010)

Bischoff ve arkadaslarmin 1998 yilinda yaptigi ¢alismada yetiskin normal insan
dokularindan izole edilen mRNA'nin Northern blot analizi sonucunda ~AURKA
(AUR2) ekspresyonunun testis, timus ve fetal karacigerde yiiksek diizeyde, kemik iligi,
lenf diigiimii ve dalakta ¢ok zayif ve diger normal dokularda ise hi¢ eksprese olmadigin
tespit etmistir (sekil 2-8). Ayrica kolon kanseri, meme kanseri, renal kanser ve

melanoma hiicre hatlar1 gibi hizli bdliinen tiim hiicrelerde yiiksek diizeyde AURKA

eksprese edildigi gosterilmistir (sekil 2-9).

A -]
£
3 £
o . c 2 2
2 E 3 2 o >
2 2= o Eﬁ%.sccc,_;w
B ERE NS TR EEERE
P LRAEEFTH a8 338 %
AUR2 - - ..-.
—
AuRs - [ ' .
actin - Ll B

Sekil 2-8: Normal insan dokularindaki AURKA (AUR2) ve AURKB (AUR1) mRNA
ekpresyonlar1 (Bischoff ve ark. 1998)
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Sekil 2-9: Farkh kanser hiicre hatlarindaki AURKA (AUR2) mRNA ekpresyonlari
(Bischoff ve ark 1998)

2.4.2. Aurora Kinaz B

Kromozomun 17p13.1 bélgesinde konumlanan Aurora B (AURKB) kromozom
kondensasyonu, ig ipligi kontrol noktasi, ve sitokinezi diizenlemektedir (Vader ve Lens,
2008). AURKB, ¢ogalan dokularda ve Ozellikle G2/M gecisinde eksprese edilen
INCENP (i¢ sentromer protein), survivin ve borealin proteinleri ile kompleks
olusturan kromozomal gecis kompleksinin (chrosomal passenger complex, CPC)
katalitik alt birimidir. (Gassmann ve ark. 2004). Mitoz, histon modifikasyonu ve
sitokinez sirasinda kromatitlerin dogru ayrilmasinda rol oynar (Lens ve ark. 2006).
AURKB kromatinin histon H3’teki belli bir bolgesini fosforile ederek hiicre
boliinmesine yardimei olur (Giet ve ark. 2005). AURKB'nin ekspresyonu ve aktivitesi
Gl'de diisiiktiir ve G2 / M gegisinde artar, mitoz sirasinda maksimal aktiviteye ulasilir
(Bischoff ve ark. 1998) AURKB, G2'min sonlarinda kromatin iizerinde, profazda,
kromozomlar ve i¢ sentromer bolgesinde metafaz ise sadece i¢ sentromer bolgesinde
bulunur. Anafaz ve telofazda sitokinezi diizenlemek merkezi ig ipligi ve midbody
tizerinde yerlesir (Carmena ve Earnshaw, 2003). G2 ve erken profazda AURKB
kromatinin histon H3’teki Serl0 ve Ser28'de fosforile ederek hiicre boliinmesine

yardimci1 olur (Giet ve ark. 2005).

Bischoff ve arkadaglarinin 1998 yilinda yaptigi calismada AURKB (AURI1) nin
normal timiis ve fetal karacigerde ¢ok yiiksek seviyede ekprese olurken, ince barsak ve

akcigerde orta derecede eksprese oldugunu tespit etmistir (sekil 2-8).
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AURKB insan malignitelerinde tipik olarak gen seviyesinde amplifiye
olmamasina ragmen Kolorektal kanserlerde mRNA ve protein seviyelerinde siklikla artis
oldugu gorilistir (Tatsuka ve ark. 1998). Standart kriterlere gore bir onkogen olarak
belirlenmemis olmasmma ragmen AURKB' nin ekzojen olarak ¢in hamster embriyo
hiicrelerine verilmesi sonucunda sirasiyla mitoz boyunca kromozom seperasyonu
defektlerinde ve tiimor invazifliginde artis olmasi AURKB' nin tiimorogenezde roli

oldugunu goéstermistir (Ota ve ark. 2002).

2.4.3. Aurora Kinaz C

Aurora kinaz C (AURKC), germ hiicrelerde bulunur ve fonksiyonu hakkinda
cok az sey bilinmektedir. Baslangigta gorevlerinin testis dokusunda mayoz boliinme ile
siirlt oldugu diisiiniilen AURKC’ nin de mitozda AURKB ile ortiisen islevleri oldugu
belirlenmistir (Sasai ve ark. 2004; Yan ve ark. 2005)

Son yillarda hiicre dongiisii-hedefli kanser tedavilerinde AK’lar da yer almistur.

2.5. Hiicre Dongiisii-Hedefli Kanser Tedavileri

2.5.1. G1 hedefli Terapiler

Erken kusak pan-CDK inhibitorleri kanser hiicrelerine kars1 gii¢lii bir terapdtik
etki gosterememis ve klinikte kabul edilemeyen toksik etkileri olmustur. Fakat son
yillarda CDK4 ve CDK6'nin oral yolla alinan giiclii ve spesifik kimyasal inhibitorleri
kanserde hedefe yonelik ilaglar olarak ortaya ¢ikmustir (Asghar ve ark. 2015). Bu CDK4
ve inhibitorleri timor hiicrelerini G1 fazinda tutar. Bununla birlikte fonksiyonel RB
eksikligi olan tiimorler, tedaviye direnclidir ve tedaviye olan direnci p27'N¥4e
benzemektedir. Palbociclib (Pfizer) (Fry ve ark. 2004; Toogood ve ark. 2005), dstrojen
reseptorii pozitif, HER2 negatif meme kanseri tedavisi i¢in FDA tarafindan 2015
yilinda onaylanmig bir ilagtir. Asir1 toksisiteye yol agmadan ilerlemis hastaligi olan
kadinlarin progresyonsuz sagkalim siiresini 6nemli dl¢iide uzatmustir (Finn ve ark.
2015; VanArsdale ve ark. 2015). Ozellikle, palbociclib terapisinin tek basma
kullanimda sinirh aktivite gostermesinden dolayr bir aromataz inhibitorii olan letrozol
(Novartis) ile birlikte kullanimi sinerjistik etki gosterdiginden daha etkili oldugu

goriilmiistiir (Finn ve ark. 2015).
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Bu CDK’lar hiicrede hayati fonksiyonlar i¢in gerekli olmadigindan dolay1
CDK4 ve 6 nin inhibisyonu hiicre iginde tolare edilebilmektedir (Malumbres ark. 2004).

2.5.2. S hedefli Terapiler

DNA hasari, S fazi boyunca normal hiicrelerde diger hiicre dongiisii fazlarindan
daha sik goriiliir ve her boliinme dongiisii sirasinda ortaya ¢ikan binlerce farkli hatayi
tanimak ve onarmak icin karmasik protein makinesiyle hatalar tanmnarak tamir
edilmektedir. Hiicrelerin boliinmesinde dogru DNA replikasyonu, insan genomunun
biitiinliiglinii korumak i¢in ¢ok dnemlidir. DNA replikasyonunun dogrulugunu saglamak
icin, ¢esitli hiicre dongiisii kontrol noktalarinin aracilik ettigi DNA hasar tepkisi DNA
onarim sistemini aktive eder veya DNA hasar1 ortaya ciktiginda hiicresel apoptoza
neden olur. Onkojenik bir aktivasyon veya tiimér baskilayicilarin etkisini
kaybetmesinden dolayr DNA hasar cevabinda bir hata oldugunda, DNA replikasyonu,
onartlamayan DNA bélgelerinin varhigma ragmen proliferasyon taleplerini kargilamaya
devam edebilir, bu da kanser hiicrelerine 6zgii olan hatasiz DNA replikasyonunun
bozulmasina ve DNA sentezinin yavaslamasi olarak tanimlanan replikasyon stresine yol
acar.

Geleneksel sitotoksik tedavilerde, DNA replikasyonu ve tamir mekanizmalari
basarisiz oldugunda hiicre Gliimiine neden olan S ve M-faz hiicre dongiisii kontrol
noktalar1 hedeflenmektedir. (Goldstein ve Kastan 2015). DNA replikasyonu i¢in yeterli
miktarda metabolik alt yap1 olusumundan 6nce S fazma hizli bir giris olabilir. Bu
durumda, niikleozit trifosfat havuzlarim1 azaltan ve replikasyon stresini arttiran

kemoterapotik niikleozid analoglar1 kullanilmaktadir (Beck ve ark. 2012).

Replikatif stres ile replikasyon catali durarak tek zincirli DNA (ssSDNA) birikir
sSDNA, replikasyon proteini A (RPA) gibi ssDNA baglayic1 proteinler ile hizli bir
sekilde kaplanir, bu daha sonra Chkl kinazin fosforilasyonuna yol agan ATR sinyal
yolunu aktive eder (Berti ve Vindigni 2016). Bu yolun etkinligi, durdurulmus c¢atallar1
stabilize etmek ve cogaltilmamis DNA varliginda mitoz igine girisi sinirlandirmak
amaciyla hiicre dongiisii S-M kontrol noktalarmi aktive etmek i¢in ¢ok Onemlidir
(Eykelenboom ve ark. 2013). Bununla birlikte, ATR ve Chk1'in yoklugunda replikasyon
stresini arttiran kosullar altinda, durgun catallar replikasyona devam edebilir ve diger
replikasyon orijinlerini tetikleyebilir, bu da deoksiribo niikleotit tri fosfat (dNTP)

havuzlarinin tiikkenmesine ve replikasyon stresinin siddetlenmesine sebep olur. SSDNA
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miktart mevcut RPA miktarini astiginda, ¢atallar DNA ¢ift iplik kopmalarinayol acar .
Bu hiicrelerin mitoza girilmesine izin verildiginde, ¢cogaltilmamis kromozomlar mitotik
felaketle hiicre 6limiinii tetiklemektedir (Toledo ve ark. 2013). Normalde, replikasyon
stresi genomik instabiliteyi indiiklemesine ve tiimorijenezi beslemesine ragmen,
caligmalar bunun sadece replikatif stresin diisiik ila hafif seviyelerdeyken gerceklesen
bir durum oldugunu géstermistir. Bununla birlikte, yiiksek diizeyde replikatif stres,
mitotik felaket yoluyla kanser hiicresi 6liimiine neden olabilmekte ve bu nedenle kanser

ilerlemesini 6nlemektedir (Gaillard ve ark 2015; Berti ve Vindigni 2016).

Bu nedenle kanser hiicrelerinin, yiiksek diizeyde tekrarlayici stresle basa
¢ikabilmek i¢cin ATR-Chkl yolu gibi yetkin bir yanit sistemini siirdiirmeleri gerekir
(Canman 2001). Ek olarak Chk1, S evresi sirasinda replikasyon kaynaklarmin diizenli
aktivasyonunu giivence altina almak i¢in CDK aktivitesini baskilar (Zhao ve ark 2002).
Bu nedenle replikatif stresi daha da arttrmak i¢in ATR-Chk1 sinyalini hedefleyen
inhibitorlerin kullanilmaktadir. Calismalar, Chk1'in inhibisyonu veya yoklugu ile, DNA
replikasyonunun uygun olmayan bir sekilde, c¢oklu replikasyon faktorlerinin
tikenmesine ve replikasyon catalmi durdurma ve ¢okmesine yol acarak basladigimi
gostermistir (Syljuasen ve ark 2005; Petermann ve ark 2010). Bu yiizden Chkl
inhibitorleri faz 1 ve II klinik ¢alismalarinda hala degerlendirilmektedir (Hong ve ark
2016).

2.5.3. G2 M hedefli Terapiler

G1/S gecisinde indiiklenen siklin A, prometafazda pargalanirken siklin B, siklin
A'dan sonra S / G2'de birikir ve daha sonra anafaz swrasinda pargalanir. CCNBL'i
indiikleyen transkripsiyon faktorleri CDK aktivitesi ile aktive edilir (Fung ve ark. 2007).

G2 fazi sirasinda artan siklin B ve CDK1 kompleksleri, WEE1 inhibitdr esiginin
istesinden gelir. Daha sonra WEEIl'in kendisi CDKI1 aracili fosforilasyon ile
pasiflestirilir ve CDC25C aktive edilir. Bu siireg, hiicreler mitoza girdiginde ani CDK1
aktivitesini tetikler (Perry ve Kornbluth 2007).

G2 swrasinda DNA hasari, CDC25 izoformlarmin fosforilasyonuna ve
inhibisyonuna, CDK1 inhibisyonuna ve G2 hiicre dongiisiiniin tutulumuna yol agan
ATR/CHKI sinyal yolunu aktive eder. Eger DNA hasar1 sonradan tamir edilirse
tutulum hali tersine cevrilebilir. PLK1 ve AURKA dahil olmak iizere diger kinazlar,
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kontrol noktasmi ters yone ¢evirmeye ve mitotik girise katkida bulunur (Aarts ve ark.
2013; Dominguez-Brauer ve ark. 2015; Keen ve Taylor, 2004; Nigg, 2001; Strebhardt
ve Ullrich, 2006). Ornegin PLK1, AURKA aracil1 fosforilasyon ile aktive edilir. Buna
karsilik, CDK1 fosforilasyonu, PLK1'in mekanizmaya katilmasina ve WEE1'in fosforile
edilerek bozunmasina ve CDC25'in paralel reaktivasyonuna aracilik eder. WEE1, PLK1
veya AK’in kimyasal inhibisyonu, hali hazirda DNA hasar1 bulunan kanser hiicrelerini
erken mitoza siirikler ve boylece hiicre Oliimiinii tetikleyecegi Ongoriilmektedir.
(Jackson ve ark. 2007). Bununla birlikte, yogun ¢abalara ragmen, AK ve PLK'lerin
gelismis inhibitorleri, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt edememelerinden
dolay1 ciddi yan etkilere neden olmustur ve solid tiimdrlerde terapdtik klinik aktivite

gostermemistir (Huang ark. 2009; Dominguez-Brauer ve ark. 2015).

2.6. Aurora Kinaz Inhibitorleri

Bolinmede gorevli olan  AK’larin  disregiilasyonu  tiimorogenez ile
iliskilendirilmistir. Malignitelerde AURKA bolgesinin sik olarak amplifiye olup
melanoma, meme, kolon, pankreas, ovaryum, mesane, karaciger ve mide kanserlerine
sebep oldugu gosterilmistir. AK’larin asir1 ekpresyonunun tiimérogenezle olan iliskisi
g6z ontine alindiginda kanser terapisi i¢in hedef olarak segilebilecegi diistinilmis ve
bunun sonucunda AK inhibitorleri gelistirilmistir. Yapilan pre klinik ¢calismalarda bu
inhibitorlerin antitimor 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir.

Merck tarafindan gelistirilen Tozasertib (MK-0457), klinik calismalarda test
edilen ilk AK inhibitoriidiir. Bir pirimidin tiirevi olan ilacin tiim AK tipleri i¢in farkli
diizeylerde afiniteye sahip oldugu goriilmistiir (Harrington ve ark. 2004) ve 6n klinik
calismalarda, Tozasertib'in AURKA ve AURKB kinaz aktivitesini inhibe -ettigi
dogrulanmustir (Tyler ve ark. 2007). Yapilan in-vitro ¢alismalarda prostat (Lee ve ark.
2006), tiroid (Arlot-Bonnemains ve ark. 2008) ve over (Lin ve ark 2008) kanserlerine
kars1 aktivitesi bildirilmistir. Tozasertib uygulanan hiicreler, sitokinezin basarisiz
olmasindan dolayr 4N DNA igerigine sahip olup p53 fonksiyonu olan hiicrelerde
apoptoza gecerler (Gizatullin ve ark. 2006). ileri evre solid tiimérlii hastalarda
asemptomatik nétropeniye sebep oldugu bildirilmistir (Rubin ve ark. 2006).

PHA-739358 AURKA, AURKB ve AURKC' ye kars1 kuvvetli aktiviteye sahip

kiigiik molekiillii bir 3-aminopirazol tiirevidir (Carpinelli ve ark. 2007). Imatinib
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direngli hiicre hatlar1 da dahil olmak tizere BCR-ABL-pozitif 16semi hiicre hatlarina
kars1 oldukga etkilidir (Gontarewicz ve ark. 2008). Ayrica kolon, meme, over ve prostat
dahil olmak iizere birgok karsinomda etkilidir (Carpinelli ve ark. 2007). Ilk klinik faz 1
calismalarinda, Doz smirlayici toksisite (DLT) grade 3 ve 4 ndtropeni ve
lenfositopenidir. ikinci bir klinik ¢aligmada en sik gézlenen yan etki olarak grade I / 11
anoreksi, bulanti, yorgunluk ve ishal ve nétropeni raporlanmistir (De Jonge ve ark.
2008).

Merck ve Rigel Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen AS703569 (R763),
AURKA, AURKB ve AURKC’nin oral olarak mevcut bir ATP-yarigmali inhibitoriidiir.
Ileri hematolojik maligniteleri olan hastalarda yapilan faz 1 ¢calismasinda, grade 3 diyare
doz smirlayici toksisite olarak belirlenmistir. Uygulanan diger doz rejiminde grade 3 ve
yiiksek dereceli toksisiteler arasinda enfeksiyonlar, ndtropeni, trombositopeni, anemi ve

gastrointestinal bozukluklar ile grade 4 mukozit gézlemlenmistir (Sonet ve ark. 2008).

AT9283, AURKA ve AURKB'ye kars1 giiclii aktivitesi olan ¢ok hedefli bir
kinaz inhibitéridir (Howard S ve ark. 2009). Yirmi dokuz hastada infiizyon ile
uygulanan 162 mg / m? / giin dozunda grade 4 serum aminotransferazlarm yiikseldigi ve
bir hastanin ise A T9283 inflizyonunun tamamlanmasindan kisa bir siire sonra miyokard
infarktiisden o6ldiigii bildirilmistir. Ikinci bir faz | calismasinda otuz ii¢ hastanm

hepsinde n6tropeni goriilmiistiir.

AZD1152 pirazolo quinazoline AK inhibitoriiniin dihidrojen fosfat 6n-ilacidir ve
plazmada aktif parcaya hizla donistiiriiliir (Mortlock ve ark. 2007). AZD1152-HQPA,
AURKB' in giiclii ve secici bir inhibitoriidiir ve diger 50 kinaz paneli iizerinde yiiksek
bir 6zgiilliige sahiptir. AZD1152, preklinik ¢alismalarda insan kolon ve promyelositik
16semi tiimor ksenogreftlerinin biiytimesini giiglii bir sekilde inhibe etmistir (Wilkinson
ve ark 2007). Ayrica, gesitli 16semi hiicre hatlarinda biiyiimenin durmas: ve apoptozu
tetiklemesi, AZD1152'nin 16semi olan bireylerin tedavisi i¢in umut verici yeni bir ajan

oldugunu diistindiirmektedir (Yang ve ark. 2007).

Yukarida bahsedilen sentetik AK inhibitorlerinin yan etkileri nedeniyle son
yillarda dogal AK inhibitor etkili bilesiklerin aragtirilmasina odaklanilmistir (Hoang ve

ark. 2016). Bunlar arasinda fenolik bilesikler en 6nemli adaylar arasindadir.
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2.7. Fenolik Bilesikler

Diinyada 300.000’in iizerinde kaydedilmis yiliksek bitki bulunmakta ve bu bitkiler
cesitli yap1 ve siniftan 200.000 kadar farkli kimyasal sentezlemektedir. Bu molekiiller
primer ve sekonder metabolitler olarak gruplandirilabilir. Primer metabolitler bitkinin
bliylimesi ve gelisimi ile ilgili olan ve tamaminda ortak olarak sentezlenen
karbohidratlar, yaglar, niikleik asitler vb. olarak tanimlanir. Sekonder metabolitler ise
daha Ozellesmis hiicrelerde bulunan ve direkt olarak temel fotosentez veya solunum
sistemi ile ilgili olmayan fakat bitkinin bulundugu ekosistemde varligmni
stirdiirebilmesini saglayan molekiillerdir (Lattanzio, 2013). Sekonder metabolitlerin
yogunlugu ve cesitleri gelisim donemleri, tiirler ve bireyler arasinda farklilik gosterir,
fakat sagkalim ve lireme ile ilgili organlar en yliksek oranlarda icermektedir. Bitkiler
gelisim silirecinde bu primer yolaklarda cesitli stres belirteglerine cevap olarak on
binlerce farkli kimyasal tiretebilir. Bu sekonder metabolitlerin birikimi de ¢ogunlukla
bitkilerin gelisim siirecinde gececekleri evreleri belirlemektedir. Gelisim evreleri ve
sirkadyen ritm ile kontrol edilen gen ekspresyonlari sekonder metabolitlerin 6nemli
regiilatorleridir ( Wink ve ark. 1999; Tauber ve ark. 2004; Broun, 2005).

Molekiiler anlamda ¢ok daha ¢esitli olan bu grup, bitkinin bécek, mikrop, virlis
ve rekabet ettigi diger bitkilere veya ultraviyole radyasyon ve oksidanlara karsi
savunmaya ek olarak polen ve tohum yayilimi yapan hayvanlar1 ¢gekmeye yonelik sinyal
molekiilleri olarak gorev yapmaktadir (Hattenschwiler ve Vitousek, 2000; Kutchan,
2001). Ornegin, antosiyaninler cogu kirmizi ve mavi bitki organlarmin pigmentleridir.
Cigeklerde ve olgun mevyelerde tozlasma ve tohum yayilimi amaciyla tiretilir. Ayrica
genc yapraklarda zararl bocekleri uzak tutmak i¢in bulunur (Gould, 2010). Flavonoller
ise bitki dokularin1 UV 1ginlarina kars1 korur (Winkel-Shirley, 2002).

Biyosferdeki organik karbonun ortalama %40’ma karsilik gelen fenolik
bilesikler sikimik asit veya malonat/asetat yolagi ve iliskili yolaklar1 {izerinden
sentezlenirler. Biyodegredasyon sirasinda karbondioksite geri doniisiimleri biyolojik
karbonun geri doniisiimiiniin hiz sinirlayicit basamagidir (Chapman ve Regan, 1980;
Croteau ve ark. 2000).

Sekonder metabolitler biyosentetik yolaklar1 ve yapisal 6zellikleri ile bazi alt
gruplara smiflandirilir (Kutchan, 2001; Lattanzio ve ark. 2008; Wink, 2003). Ancak,
fenolik bilesikler arasinda fenolik asitler, flavonoidler ve taninler ana besinsel fenolik

bilesikler olarak sayilmaktadir (King ve Young, 1999).
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2.7.1. Flavonoidler

Fenolik bilesikler arasindaki en 6nemli grubu flavan (2 fenol benzohidropiran)
tiirevleri olarak flavonoidler olusturur. Flavonoid ailesi igerisinde giliniimiize kadar
8.000’in iizerinde molekiil belirlenmistir ve devam etmektedir (Andersen ve Markham,
2006). Hiicre i¢inde veya cesitli bitki organlarinin yiizeyinde olmak {izere bircok bitki
dokusunda bulunurlar. Bu smiftaki molekiillerin kimyasal yapist C6-C3-C6 difenil
propan iskeletidir. Fenil gruplar1 arasindaki t¢lii karbon kopriisii oksijenle halka
olusturur (Flavan halkasi). Benzopiran (kroman) kisminin aromatik halka ile baglanma
pozisyonuna gore bu sinif molekiiller 3 gruba ayrilir; flavonoidler (2-fenilbenzopiran),
izoflavonoidler (3-benzopiran) ve neo flavonoidler (4-benzopiran). Ayrica kimyasal
yapilar1 heteroaromatik halka C doymuslugu ve genel hidroksilasyon diizenine gore
farklilik gosterebilir. Tim bu gruplarda genellikle bir ortak kalkon Onciilii
bulundugundan biyogenetik ve yapisal olarak baglantilidirlar. Flavanoidler hidroksil
gruplarinin hidroksilasyonu, metoksilasyonu ve O-glikozilasyonu ile veya dogrudan
flavonoid iskeletindeki C atomunun C-glikozilasyonu ile modifiye edilebilir. AlKil
gruplar1 flavonoid kisim ile kovalent baglanabilir ve bazen ek halkalar flavonoid
cekirdegin temel iskeletine de baglanabilir. Substitiisyon paterni ve heterosiklik C
halkasindaki oksidasyon ve saturasyon varligina bagl olarak cesitli flavonoid alt
gruplar1 smiflandirilmistir.

Yapisal olarak flavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler, flavonoller, katesinler
(flavanoller), izoflavonoidler olmak iizere alt1 gruba ayrilirlar (Stafford, 1991; Andersen
ve Markham, 2006; VVermerris ve Nicholson, 2006).
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Anayapt Flavonoidler Kimyasal yap1 Ornekler

CsC3Cq Flavones Cinencetin, nobiletin,
tangeritin,
isocinencitin, luteolin,

apigenin

Flavonols Quercetin, kaempferol

Flavanones Hesperidin, naringenin

(+)-catechin,
(—)-epicatechin,
(+)-gallocatechin,
(—)-epigallocatechin

Flavanols
(catechins)

Peonidin, delfinidin,
petunidin, cyanidin

Anthocyanins

ANTHOCYANIDINS

Isoflavones , Daidzein, genistein
c |
o @

ISOFLAVONES

Chalcones OH  Phloretin, arbutin,
H OH I chalconaringenin
3
HO o
Chalcones

Sekil 2-10: Flavonoidlerin alt gruplar1 (Aherne ve
O’Brien, 2002)

Flavonoidlerin basta antioksidan etkileri olmak iizere insan viicudunda ¢esitli
faydali etkileri bulunmaktadir. Ornegin, sogan, elma, yesilgay gibi bir gok bitkide
bulunan ve bir flavonol olan kuersetin maddesinin anti-karsinojenik, anti-enflamatuvar,
anti-viral etkilerine ek olarak lipid peroksidasyonunu, platelet agregasyonu ve kapiler
permeabiliteyi azalttigi ve anti-hipertensif etkileri oldugu gosterilmistir (Li ve ark.
2016; Marunaka ve ark. 2017). Maydanoz, kereviz ve papatya ¢aymda bolca bulunan
apigenin, cilt kanserinde kemopreventif ajan olarak dne ¢ikmaktadir ve anti-proliferatif,
anti-enflamatuvar ve anti-metastatik 6zellikleri ile bilinen bir flavondur (Choi ve ark.

2016). Bakla, soya fasiilyesi ve kahve gibi bir¢ok bitkide bulunan ve bir izoflavon olan
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genistein ise anjiyogenez inhibitorii ve bir fitodstrojendir. Metabolik hastaliklarda ve
cesitli kanserlerde etkileri gosterilmistir (Jaiswal ve ark. 2018; Mukund ve ark. 2017;
Sureda ve ark. 2017).

2.8. Protein Kinazlar ve Flavonoidler

Sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunan ve dogal bir iiriin olan flavonoidler,
antioksidan ve antienflamatuar etkileri ile diyabet, osteoporoz ve serbest radikal
hasarinin neden oldugu kanser gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde fayda
sagmaktadir (Boam 2015, Vidak ve ark. 2015, Turati ve ark. 2015). Son zamanlarda
literatiirde fenolik bilesiklerin hiicre igerisindeki bir¢ok protein kinaza etki ettigi
gosterilmis ve bu flavonoidlerin yukarida belirtilen hastaliklarla iliskili protein
kinazlarin (PK) hedefi olarak PK inhibitorleri oldugu tanimlanmistir (Yokoyama ve ark.
2015, Kim ve ark. 2015). Spesifik olarak flavonoidlerin, fosfonositil inositol 3-kinaz
(PI3K) (Matter ve ark. 1992), Akt/protein kinaz B (Akt/PKB) (Spencer ve ark. 2003),
protein kinaz C (PKC) (Gamet-Payrastre ve ark. 1999) ve mitojen aktive edici protein
Kinaz'lara (MAPK) (Kong ve ark. 2000) dogrudan baglandigi tespit edilmistir. Bu
etkilesimle flavonoidler, ¢oklu sinyal yollaklarimi diizenlemek i¢cin PK fosforilasyon
durumunu degistirir. Protein kinazlarmn aktiviteleri, homeostazi sistemlerinde sik1 bir
sekilde diizenlenir. Bununla birlikte, protein kinazlar patolojik kosullar altinda serbest
birakilabilir, bu da protein kinaz aracili hiicre sinyal yollarinin bozulmasina neden olur
ve kanser, diyabet ve inflmasyon da dahil olmak iizere ¢esitli rahatsizliklara sebep
olabilir (Shchemelinin ve ark. 2006). Yapilan baska bir ¢alismada, 6zellikle azot iceren
flavonlar ve kalkonlarim CDK1 inhibitorleri oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark. 2008,
Liu ve ark 2007). Bu bilesikler, hem G1 hem de G2 fazlarinda hiicre dongiisii durmasini
indiikleyerek CDK 1, 2, 4 ve 6'nin giiglii bir yarismali ATP inhibitérii oldugu

belirtilmistir.

Quercetin'in Rafl ve MEK1 ex vivo ve in vitro olarak dogrudan baglandigi
bulunmustur. Bununla birlikte quercetinin, MEK1'in kinaz aktivitesinde gti¢li bir
inhibisyon gostermistir (Lee ve ark. 2008). Kafeik asidin, hiicre yilizeyi alicilarindan
alinan sinyallerin sitoplazmik sinyal iletim basamaklarina iletilmesinde rol oynayan
reseptor olmayan tirozin kinaz Fyn’ye ATP ile rekabetsiz bir sekilde dogrudan

baglandigini ve aktivitesini inhibe ettigini ortaya koymustur (Kang ve ark. 2009).
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Flavonoidlerin hiicre siklusunda 6nemli gorevleri olan ve bir¢ok tiimerde asiri
ekprese edilen, serin treonin kinazlardan AK iizerindeki etkisi de birgok ¢alismada
gosterilmistir. Kalkonlarla yapilan bir ¢alismada AURKA proteini ve ¢oklu ilag direnci
proteini (MDR) miktarinin meme kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 ve BT-20’de doza
bagimli olarak azaldigi gosterilmistir. (Komoto ve ark. 2018). Akciger kanseri hiicre
hatti A 549 ile yapilan bir caliymada Kuersetin ile muamelesi sonucunda birgok
kanserde tiimor olusumu ve ilerlemesiyle iliskilendirilmis AURKB’nin kuersetine
dogrudan baglandigi ve tiimor dokularindaki AURKB hedeflerinden olan ve AURKB
azalmasina bagl olarak histon 3’lin fosforilasyonunda azalma oldugu tespit edilmistir
(Xingyu ve ark 2016). Hela hiicre hatt1 ile yapilan baska bir calismada 3-
hidroksiflavonun yiiksek ¢iktili tarama sisteminde AURKB’nin yeni inhibitorii oldugu
tespit edilmis ve AURKB ile 3-hidroksiflavonun yiiksek affinite ile birbirine baglandigi
saptanmigtir. Ayrica yine AURKB aktivitesi baskilanmis ve kanser hiicrelerinin hizh

biiylimesinin inhibe edici etkisi gosterilmistir (Lang ve ark. 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi BAP tarafindan desteklenen 22859 numarali “Flavonoid
Kokteyli verilmis MCF-7 Hiicrelerinde Aurora Kinazin Protein Diizeyinde Etkisinin
Aragtirilmas1” baglikli tez projemizde MCF7 meme kanseri hiicre hatt1 kiiltiire edilerek
belirli dozlarda ve saatlerde Flavonoid kokteyli ile muamele edilmistir. Flavonoid
muamelesinin Western blot yontemi kullanilarak hiicre sikliisiinde gorevli AURKA ve
AURKB proteinleri diizeyindeki etkisini ve Flow sitometri sistemi ile hiicre

siklusundaki etkileri aragtirilmistir.

3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar, Sarf Malzemeleri ve Kitler

3.1.1.1. Hiicre Kiiltiirii

DMEM (Gibco), Fetal Bovin Serum (Biochrome), Tripsi/EDTA %0,25
(Gibco), Penisilin/Streptomisin  (Gibco), L-glutamin, Vi-Cell Reagents (Beckman
Coulter), Dimetil siilfoksit (Applichem), Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche),
PBS tabletleri (VWR life science), Distile su (invitrogen) 96 well plates (Sarstedt), 6
well plates (Sarstedt), Hiicre kiiltlirii flasklar1 75 cm? ve 25 cm? (Greiner). Sml, 10ml,
25ml serolojik pipet, pipetor, 10,100,1000 ul pipet ucu, mikropipet seti, 15 ml ve 50 ml

hacimli santrifiij tiipli, 1,5 ml hacimli mikrosantrifiij tiipii

3.1.1.2. Western Blotlama

10,100,1000 ul pipet uglari, mikropipet seti, RIPA buffer (VWR life science),
Proteaz inhibitér kokteyli (VWR life science), Qubit protein kiti (invitrogen), 4x
Laemmli buffer (BioRAD), %4-20 Mini-PROTEAN TGX Precast Protein jeli, 10X
TBS (BioRAD), distile su, metanol (Sigma-Aldrich), 0.2 pum PVDF membran
(BioRAD), yagsiz siit tozu (Applichem) GAPDH, AURKA, AURKB antikorlari
(Proteintech), 5X Transfer buffer (TB) (BioRAD), Tris-Glisin-SDS, Tween20 (Sigma-
Aldrich), Anti-fare, anti-tavsan antikor (Cell signaling), western ECL substrate Kiti
(BioRAD)
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3.1.1.3. Hiicre Siklusu Analizi
Muse Cell Cycle kiti (Merck), 10,100,1000 ul pipet ucu, mikropipet seti, %70
etanol, soguk PBS, Muse System Check Kiti

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Thermo Multiskan SPECTRUM),
Santrifiij (Hettich, rotina 38)

Inverted Isik mikroskobu (Olympus CKX41),
Laminar flow kabin

Hiicre Sayim Cihazi (Beckman Coulter Vi Cell XR)
CO; Inkiibatérii (Thermo electro corporation)

S1vi azot tanki (-196 °C)

-80 °C derin dondurucu

Vorteks (Velp scientifica)

Sicak su banyosu

+ 4°C ve -20 °C Buzdolab1 (Bosh)

Yatay Calkalayic1 (Benchmark)

Sogutmali mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

Muse Cell analyzer (Merck)

Mini Protean Tetra System (BioRad)

Trans Blot turbo Transfer sistemi (BioRad)
PowerPac Basic Gii¢ kaynag: (BioRad)

Fusion FX7 kemiiliminesan goriintiileme sistemi (Vilber)

Qubit Fluorometer protein konsantrasyon 6l¢iim cihazi

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
ATCC’den temin edilerek ¢ogaltilmis ve -196°C siv1 azotta stoklanmis MCF7

hiicre hatt1 stoktan ¢ikartilarak %10 Fetal Bovin Serum, %1 Penisilin-Streptomisin ve

%1 L-glutamin iceren DMEM besiyerinde 37°C ve %5 CO:z kosulunu saglayan

inkiibatorde kiiltiire edilmistir.
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3.2.2. Flavonoid Kokteyli Hazirlanmasi

Karigim igerisinde bulunan apigenin, krisin, kuersetin, pinostrobin gibi (patent
asamasinda) tiim fenolik bilesenler hassas terazide tartilmig ve ana stok konsantrasyonu
500 pg/ml olacak sekilde, taze %60’lik EtOH’ de c¢oziindirilerek hazirlanmis ve
kullanilincaya dek -20°C de saklanmistir. Deney asamasinda her biri taze olarak daha
onceden belirlenen konsantrasyonda karistirilip %100°lik flavonoid karigimi
olusturulmus ve %3 FBS igeren besi ortamu ile diliie edilerek %1,5, %5 %7 %10 %35

konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Sayilmasi, Flavonoid Kokteyli Uygulanmasi

%10 FBS iceren DMEM’de devamliligi saglanan MCF7 hiicre hatt1 iizerindeki
besi yeri ortamdan uzaklastirilmistir. 3 ml PBS ile yikama isleminden sonra hiicreler tos
icin 2 ml t7s flasklar icin 4 ml tripsin ile flask ylizeyinden kaldirilmis ve ardindan
uygulanan tripsin miktarinin en az 2 kat1 kadar besiyeri ile tripsin aktivitesi inhibe
edilmistir. Hiicreler pipetor yardimiyla toplanarak falkona aktarilmistir. 1500 rpm’de 5
dk santrifiij edilerek falkon dibinde hiicre pelleti olusturulmustur. Uzerindeki
stipernatant dokiildiikten sonra pellet halindeki hiicreler %3 FBS iceren besiyeri ile
mikropipet yardimiyla siispanse edilmis ve 400 ul taze besi yeri ile 100 ul hiicre
stispansiyonu vi-cell sayim cihazi vialine eklenmistir. Vialler hiicre sayis1 belirlenmesi
icin tripan mavisi prensibi ile ¢alisan Vi-Cell Otomatik Hiicre Sayim cihazna
yiklenmis ve hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Sayilan canli hiicre sayisina gore %3
FBS iceren besi ortam ile gerekli diliisyonlar yapilarak 100 ul’sinde 1x10* sayida hiicre
96 kuyulu platelere 4 tekrarkli olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin tutunmasi igin 1 giin
beklenmistir. Ertesi glin hiicreler %]1,5, %5, %7, %10, %15 ve %35
konsantrasyonlarinda taze olarak hazirlanmis flavonoid karigimi ve negatif kontrol
olarak sadece besi ortami ile muamele edilmistir. Flavonoid kokteylinin MCF7 hiicre

hatt1 izerine olan sitotoksik etkileri 3 giin boyunca WST-1 yontemi ile belirlenmistir.

3.2.4. WST-1 Hiicre Proliferasyon Analizi

Hiicre canligt “WST-1 Hiicre Proliferasyon Analizi” ile saptanmistir. Bir
tetrazolyum  tuzu olan  WST-1  (2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium sodium salt) canli hiicrelerin mitokondrilerinde yer alan
mitokondriyal dehidrojenazlarla reaksiyona girerek sari1 renkli formazan kristaline

doniisiirler. Boylece ne kadar canli hiicre varsa ona korale olarak o kadar sar1 renk
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olusmakta ve formazan olusumundaki bu degisim spektrofotometrik olarak 450nm
dalga boyunda dlgiilebilmektedir. Bunun i¢in %1,5, %5, %7, %10, %15 ve %35
konsantrasyonlarinda doz verilen hiicrelere 24., 48. ve 72. saatlerin spektrofotometrik
Ol¢timiinden 3 saat 6nce kuyu basma 10 ul WST-1 verilerek inkiibasyona birakilmis ve
24., 48. ve 72. saatlerde 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir.

3.2.5. Hiicre Morfolojisi

MCF7 hiicreleri, Tas kiiltiir flasklar1 i¢ine flask basina 2x10° sayida hiicre olacak
sekilde ekilmis ve hiicrelerin flaska tutunup farklilasmasi ig¢in 1 giin 37°C' de %5 CO»
iceren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin hiicreler mikroskop altinda kontrol
edildikten sonra deney grubu 4 ml hacimde %10 ve %35 konsatrasyolarinda Flavonoid
kokteyli ile kontrol grubu ise besi ortami ile muamele edilmistir 0., 3., 24., ve 48.
saatlerdeki hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisim, Inverted Faz Kontrast
Mikroskobu (Zeiss Mikroskoplar) kullanilarak goriintiilenmis ve fotograflar ProgRes
Capture Pro Yazilimi kullanilarak kaydedilmistir.

3.2.6. Hiicre Siklusu Analizi

Muse Hiicre Dongiisii Kiti, Muse cell analyzer ile hiicre dongiistiniin GO / G1, S
ve G2 / M fazlarindaki hiicre yiizdesinin kolay ve hizli kantitatif 6l¢timlerini saglar.
Propidyum iyodiir (PI) boyasi, farkli DNA igeriklerine dayanarak hiicre dongiisiiniin
farkli asamalarindaki hiicreleri birbirinden ayirir. Siklusa girmemis olan hiicrelerde (GO
/ G1), her bir kromozomun iki kopyas1 bulunur. Hiicreler siklusa girmeye basladikga,
kromozomal DNA'y1 sentezlerler (S fazi). Tiim kromozomal DNA iki katina ¢ikana
kadar PI” 1n floresan yogunlugu artar (G2 / M fazi1). Bu agsamada, G2/M hiicreleri GO/G1
popiilasyonunun iki kat1 yogunlukta floresan 1s1ma yapar. G2/M hiicreleri sonunda iki
hiicreye boliiniir. Boylece hiicre siklusunun her fazindaki (G0/G1, S ve G2/M)

hiicrelerin ytizdesi hiicrelerin DNA icerigininin PI bazli boyanmasiyla ayirt edilir.

3.2.6.1. Hiicrelerin Ekilmesi Dozlanmasi ve Orneklerin Fiksasyonu

%70’lik etanol deneyden Once taze olarak hazirlanarak -20°C’ ye kaldirilmistir.
MCF7 hiicreleri tripsinizasyon islemi ile plate yiizeyinden kaldirilip Vi-cell sayim
cihazinda sayilarak 6-well platelere kuyu basina 1x10° sayida ekilmistir. Plate tabanina
tutunmast i¢in 1 giin beklenen hiicreler {izerine Flavanoid mixi %10 ve %35 dozlarinda

hazirlanarak verilmis ve hiicreler 3. 24. ve 48. saatlerde toplanmistir. Bunun i¢in
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belirlenen zamanlarda hiicreler lizerinden medium falkonlara toplanmis ardindan PBS
ile yikanmis falkona toplanmis ve 1 ml tripsin eklenerek hiicrelerin plate yiizeyinden
kalkmasi i¢cin 5 dk CO> inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin plate yiizeyinden
kalktig1 mikroskop altinda gézlemlendikten sonra {izerlerine 2 ml besi ortami eklenerek
tripsinin aktivitesi inaktive edilmis ve falkonlara eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant bosaltilmis ve 1 ml soguk PBS ile
yikanarak tekrar santrifiij edilmis stipernatant bosaltilmistir. 1 ml -20°C’den ¢ikarilan
soguk %70 oraninda etanol damla damla eklenerek hiicre siklusu analizine hazir hale

getirilmistir.

3.2.6.2. Fikse edilen Hiicrelerin boyanma Protokolii

Fikse edildikten sonra en az 3 saat -20 de bekletilen 6rnekler boyama asamasina
hazir hale gelmistir. Bunun i¢in 6rneklerden 200 ul cekilirek yeni 12 x 75 mm'lik
polistiren tiipleri igerisine aktarilmig ve 1500 rpmde santrifiij edilerek slipernatant
uzaklastirilmistir. Ardindan hiicreler 250 ul PBS ile yeniden siispanse hale getirilmis ve
yine 5 dk 1500 rpmde santriflij edilerek c¢oktiiriilmiis ve siipernatant atilmistir. Her bir
ornegin iizerine 200 ul Cell Cycle reagent’t eklenmis ve karanlikta oda sicakliginda
yarim saat inkiibasyon ardindan Muse Cell Analyzer cihazinda her 6rnek okutulmaya

baslanmuistir.

3.2.7. Western Blotlama

MCF7 hiicreleri, Tas kiiltiir flasklar1 i¢ine flask basina 3x10° sayida hiicre olacak
sekilde ekilmis ve hiicrelerin flaska tutunup farklilagmasi i¢in 1 giin 37°C' de %5 CO2
iceren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin hiicreler mikroskop altinda kontrol
edildikten sonra deney grubu 5 ml hacimde %10 ve %35 ve %75 konsatrasyolarinda
Flavonoid kokteyli ile muamele edilmis, kontrol grubuna ise besi ortami eklenmistir. 0.,
3., 24., ve 48. saatlerdeki GAPDH, AURKA, AURKB proteinlerinin ekpresyon

diizeyleri Western Blotlama yontemi ile belirlenmistir.

3.2.7.1. Protein Ekstraksiyonu

MCF7 hiicreleri, Tas kiiltiir flasklar1 i¢ine flask basina 3x10° sayida hiicre olacak
sekilde ekilmis ve hiicrelerin flaska tutunup farklilagsmasi i¢in 1 giin 37°C' de %5 CO:
iceren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin hiicreler mikroskop altinda kontrol

edildikten sonra deney grubu 5 ml hacimde %10 ve %35 konsantrasyolarinda Flavonoid



36

kokteyli ile muamele edilmis, kontrol grubuna ise besi ortami eklenmistir. Proteinlerin
3., 24., ve 48. saatlerdeki ekpresyon diizeylerini belirlemek amaciyla proteinler
ekstrakte edilmistir. Bunun igin flasklar i¢erisinden medium ve dozlar aspire edilerek
uzaklastirilmig ardindan 4 ml soguk PBS ile 2 kez flask yiizeyi yikanmis ardindan canl
hiicre yogunluguna gore 300 ila 500 ul arasinda degisen hacimde Proteaz inhibitor
kokteyli igeren RIPA buffer eklenmistir. Bu asamadan sonraki tiim islemler buz
iizerinde gergeklestirilmistir. RIPA buffer tiim yiizeye dagitildiktan sonra kaziyici ile
ylizey tamamen kazinmig ve sogutulmus 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmis

ve kullanilincaya dek -80°C' de bekletilmistir.

3.2.7.2. Protein Konsantrasyonu Ol¢iimii ve SDS PAGE i¢in Orneklerin
hazirlanmasi

-80°C' de bekleyen proteinler buz {izerinde c¢oziindiirilmiistiir. Coziinen
proteinler yine buz {izerinde 1’¢ 10 dilisyon yapilarak Qubit cihazinda

konsantrasyonlari belirlenmistir.

Bunun i¢in her bir 6rnekten 2ul alinip tizerine 18 ul otoklavlanmig distile su
eklenmistir. Ardindan 6rnek sayisina gore calisma soliisyonu hazirlanmistir. n 6rnek
sayist icin 199.n ul buffer ve 1.n ul boya karistirilarak ¢alisma soliisyonu hazirlanir.
Sonrasinda standartlar i¢cin Qubit tiiplerine 190 ul ¢alisma soliisyonu 10 ul sirasiyla
standartlar eklenmis, Ornekler i¢in ise 195 ul ¢alisma soliisyonu 5 ul diliie edilmis
protein eklenmistir. 15 dakika karanlikta inkiibasyon ardindan Once standartlar Qubit

cihazinda Ol¢iilmiis sonrasinda 6rneklerimizin konsantrasyonlar1 okutulmustur.

Proteinlerin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra 6rnek hazirlama safhasina
gecilmistir. Bir kuyuda 50 ug/ml 6rnek yiliklemek i¢in gerekli hesaplamalar yapilmis ve
konulan 6rnek miktarmin 3 kat1 kadar beta merkaptoethanol igeren 4X laemmli buffer

eklenmistir (100 ul laemmli buffer igerisinde 5 ul merkaptaetanol oraninda).

Distile su ile 10X Tris-Glisin-SDS (running buffer)’ den 1X hazirlanmis ve
kullanilincaya kadar +4°C de bekletilmistir. Buz tizerinde hazirlanan 6rnekler 95°C' de
5 dakika inkiibe edilmis, buz iizerinde tekrar sogutulmustur. Tanka yerlestirilen jelin
kaseti icerisine sogutulmus 1X Tris-Glisin-SDS eklenmistir. Jelin kuyular1 1X TGS ile
yikanmig ve ornekler sirayla %4-20 Mini-PROTEAN TGX Precast Protein jeline
yiiklenmistir. Ornekler 120 V’da 100 dakika yiiriitiilmiistiir. Jel kasetleri tanktan
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cikarilarak distile sudan gegirilmis ve kirma aparati ile kirilarak jel transfere hazir hale

getirilmistir.

3.2.7.3. Yan Islak Transfer islemi

Transfer i¢cin 0.2 pum PVDF membran tercih edilmistir. Transfer islemi igin
gerekli olan transfer buffer hazirlanmistir. BioRad’dan temin edilen 5X transfer
bufferdan 1X transfer buffer hazirlanmasi i¢in 20 ml 5X transfer buffer lizerine 15 ml
metanol eklenmis ve otoklavlanig distile su ile 100 ml ye tamamlarak transfer buffer
hazir hale getirilmistir. Transfer Buffer hazirlandiktan sonra PVDF membran
aktiflestirilmek i¢in 2 dakika MeOH’de 2 dakika otoklavlanmis distile su ve 2 dakika
1X Transfer bufferda bekletilmistir. Transfer cekmecesine Once transfer buffer ile
islatilmig  filtre kagitlar1 ardindan aktive edilmis PVDF membran ve iizerine jel
konulmus ve tekrardan Transfer Buffer ile 1slatilmis filtre kagitlar1 tizerine konularak
transfere hazir hale getirilmistir. Tranfer cekmecesinin kapagi kapatilarak BioRad Trans
Blot turbo Transfer sisteminde Mixed Molecular weight segenegi se¢ilmis ve 7
dakikada transfer gerceklestirilmistir. Transferden sonra membran swrasiyla 2’ser dk

Transfer buffer, distile su ve TBST’ ye gecirilmistir.

3.2.7.4. Bloklama

Bloklama i¢in ilk olarak 10X TBS’den distile su ile 1X TBS hazirlanmistir. Ve
icerisine %0.2 oraninda Tween20 eklenerek 1XTBST hazirlanmustir. Igerisine %35
oraninda yagsiz siit tozu eklenerek bloklama soliisyonu hazir hale gelmistir. Membran
TBST’den kapakli plastik bir kaba almarak spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek

icin bloklama soliisyonuna alinmis +4°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

3.2.7.5. Primer Antikor Uygulamasi

1 saatlik bloklama islemi ardindan membran 5 ml 1X TBST’den gegirilmis ve
primer antikor uygulamasi i¢in hazir hale gelmistir. Proteintech firmasindan temin
edilen housekeeping monoklonal fare antikoru GAPDH ile poliklonal tavsan antikoru
AURKA ve monoklonal fare antikoru AURKB proteinleri %5 yagsiz siit tozu ile
hazirlanan 1X TBST ile sirasiyla 1:2500, 1:600, 1:600 oraninda hazirlanmistir. 10’ar
ml %5 yagsiz siit tozu ile hazirlanan 1X TBST bulunan falkonlarin icerisine sirasiyla 4
ul GAPDH, 16,67 ul AURKA ve 16,67 ul AURKB antikorlar1 eklenmistir. Membranlar
tizerinden 1X TBST uzaklastirilip primer antikorlar eklenmis ve 20°C’de 1 saat inkiibe
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edilmistir. Primer antikor uygulamasindan sonra calkayicida 5 kez 5’er dakika 1X

TBST ile yikanmustur.

3.2.7.6. Sekonder Antikor Uygulamasi

Sekonder antikorlar1 hazirlamak i¢in Cell Signaling marka anti tavsan ve anti
fare antikor 1:3000 oraninda 1X TBST ile dilue edilmistir. 10’ar ml 1X TBST igerisine
3.33 ul anti tavsan ve 3,33 ul anti fare antikor eklenmistir. Primer antikor
uygulamasindan sonra TBST ile yikanan membranlar primerlere uygun sekonder
antikorlar ile 20°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Uygulama ardindan calkayicida 5 kez

5’er dakika 1X TBST ile yikanmistir ve goriintiileme asamasina hazir hale gelmistir.

3.2.7.7. Kemiiliminesan Goriintiileme

Vilber Fusion FX7 kemiiliminesan goriintiileme sistemi agilarak cihazin hazir
hale gelmesi beklenmistir. Bu sirada 1’¢ 1 oraninda Peroxide ve Luminol/Enhancer
ajanlar1 1’er ml falkon tiipe konarak vortekslenmistir. Membran asetat kagidi iizerine
almip tizerine ECL karisimi eklenerek karanlikta 3 dk inkiibe edilmis ve cihaza

yerlestirilerek ¢esitli zaman dilimlerinde goriintii alinmis ve goriintiiler kaydedilmistir

3.2.8. Istatistiksel Analiz

MCF-7 hiicre hattinda hiicre canliligi, hiicre siklusu analizi GraphPad Prism 6
paket programi kullanilarak ¢oklu student T testi ile analiz edilmistir. p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Western blotlama analizinde Image J ve
GraphPad Prism 6 paket programlar1 kullanilmis ve p<0.05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 Hiicre Proliferasyon Analizi

Flavanoid kokteyli olarak adlandirdigimiz bu karigim, propolis igerisinde
bulunan ve daha Once herbirini tek tek hiicrelere uygulayarak etkin dozlarmi
belirledigimiz ve bu verilerimize istinaden CAPE, Kuersetin, Rutin, Pinostrobin,
Pinosembrin, Luteolin Kafeik asit Pinobaksin gibi flavonoid grubu bilesiklerini igeren
herbirinin belirli oranlarda bulundugu bir kokteyldir. Bu karigim patent siirecinde

oldugu i¢in hazirlanis1 hakkinda bilgi verilememektedir.

Flavonoid kokteylinin MCF7 sitotoksik etkisi WST-1 yontemi ile belirlenmis ve
uygulanan flavonoid kokteylinin MCF7 hiicre hatt1 tizerindeki doza bagimli hiicre

canliligi/toksisite grafigi Sekil 4-1’de verilmistir

MCF 7 hiicrelerinde %5 dozundan itibaren doz artisi ile korele bir sekilde her 3
saatte de anlamli sitotoksik etki gézlemlenmistir (p<0,0001). %35 dozu her 3 saatte de
hiicrelerin canliliginda ciddi bir diisiise sebep olmustur. 24,48, ve 72. Saatlerdeki doza

bagimli sitotoksik etkinin istatistiksel analizleri tablo 4-1" de verilmistir.

MCF7-Flavonoid Kokteyli

150+
4~ 72h
= 48h
100+ -e- 24h
X
=
©
o
50+
0
S
&

yuzde dozlar

Sekil 4-1: Flavonoid kokteylinin MCF7 hiicre Hatti
iizerine etkisi
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Tablo 4-1 : Flavonoid kokteyli uygulanms MCF7 hiicre hattinda WST-1 Analizi ile doz ve
saate bagh hiicre canhilig: verileri

Dunnett Coklu

Karsilastirma
Testi

P degeri

Kontrol vs. %1,5 95,88+12,38 0,9603
FK
kontrol vs. %5 FK 97,08+12,44 0,9893
= | kontrol vs. %7 FK 72,40+14,62 <0,0001
8
<+
N} kontrol vs. %10 FK 38,39+8,67 <0,0001
kontrol vs. %15 FK 39,69+2,91 <0,0001
kontrol vs. %35 FK 6,18+0,97 <0,0001
kontrol vs. %1,5 111,49+8,01 0,1780
FK
kontrol vs. %5 FK 88,68+10,78 0,1898
§ kontrol vs. %7 FK 80,57+4,97 0,0047
7]
o)
< | kontrol vs. %10 FK 61,83+7,31 <0,0001
kontrol vs. %15 FK 61,76+3,79 <0,0001
kontrol vs. %35 FK 4,61+1,79 <0,0001
kontrol vs. %1,5 104,46+7,79 0,9213
FK
kontrol vs. %5 FK 80,64+11,53 0,0049
‘§ kontrol vs. %7 FK 55,35%4,67 <0,0001
[7,]
N
~ | kontrol vs. %10 FK 53,62+11,57 <0,0001
kontrol vs. %15 FK 61,09+8,67 <0,0001
kontrol vs. %35 FK 3,15+0,71 <0,0001
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Doz verilmemis MCF7 hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmig ve Gruplara ait
degerler ortalamatstandart hata (X+SE) olarak verilmistir. Her grup 4 tekrardan
olusmaktadir.

4.2. Hiicre Morfolojisi

MCF7 hiicrelerine flavonoid kokteyli ile muamele sonrasinda flavonoid
kokteylinin hiicrelerin morfolojisinde herhangi bir degisiklige neden olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in hiicreler farkli konsantrasyonlarda ve ¢esitli saatlerde gdzlemlenmistir.
Hi¢ bir doz uygulanmayan MCF 7 kontrol grubu, %10 ve %35 dozlarinda Flavonoid
kokteyli ile 48 saat siireyle muamele edilen hiicreler karsilastirildiginda 6nemli etkilere
sahip oldugu gorilmistiir. (Sekil 4-3). MCF-7 hiicreleri, kontrolle kiyaslandiginda
konsantrasyona ve saate bagli olarak orijinal morfolojisini kaybetmislerdir. Bununla
birlikte Flavonoid kokteyli ile kiiltiire edilen hiicrelerin sayisinda énemli bir azalma
oldugu da gozlemlenmistir. Hiicrelerin sayisi, sekli ve yapisindaki en belirgin degisiklik
kontrol grubu ile %35 konsantrasyonunda flavonoid kokteyli uygulanan hiicre gruplari
arasinda goriilmiistiir. %35 flavonoid kokteyli verilen hiicreler daha ¢ok erken saatlerde
morfolojik degisiklige gitmistir. %35 flavonoid kokteyli verilen hiicrelerde 24. ve 48.
saatlerde deforme olmus zar biitlinliigii gézlemlenmis, hiicrelerin yuvarlak sekil aldigi

ve 48. saatte ve kiiltiir plagindan tamamen ayrildig1 goriilmiistiir.
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3h 24h 48h

Kontrol

%10 flavonoid
kokteyli

%35 flavonoid
kokteyli

Sekil 4-2: Flavonoid Kokteyli ile muamele edilen malign MCF7 hiicrelerinin morfolojik degisimi

4.3. Hiicre Siklusu Analizi

Hiicre siklusunun agamalari, Muse Cell Analyzer cihazi ile belirlenmis olup
sonuglar DNA igerikleri frekansi histogramlar1 seklinde verilmistir. Flavonoid kokteyli
uygulanmamis kontrol grubu MCF7 hiicrelerinin %71.2’sinin G2/M fazi, %13,5 ‘inin S
faz1 ve %3 tiniin GO/G1 fazinda oldugu tespit edilmistir (sekil 4-3).

%35 oraninda Flavonoid kokteyli uygulanan hiicreler 24. saatte yiiksek
sitotoksik etki gostermesi nedeniyle 3. saatte toplanmis ve analiz edilmistir (sekil 4-4).
Doz uygulandiktan hemen 3 saat sonra hiicrelerin G2/M fazindaki oran1 %40 a diismiis
ve S fazindaki hiicre popiilasyonu oranit %32 ye ¢ikmistir. %10 oraninda Flavonoid

kokteyli ile muamele edilen MCF 7 hiicrelerinin 24. saatteki davranist %35 oraninda
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FK uygulanan hiicrelerin erken saat etkisi ile benzer 6zellik gostermis olup G2/M, S ve

GO0/G1 fazlarindaki oranlar1 sirasiyla 33.6, 42, 10.4 seklindedir (sekil 4-5).

48. saatte %10 oraninda Flavonoid kokteyli ile muamele edilen MCF 7
hiicrelerinin G2/M fazindaki popiilasyonu kontrole oranla GO/G1 fazindaki tutulumuna
bagli olarak neredeyse yariyariya azalmistir. 48 saat sonra GO/Gl'de zamana bagh
onemli bir artis olmus ve Flavonoid kokteyli muamele edilmis hiicreler kontrolle
kiyaslandiginda GO/G1 fazindaki tutulum %3’ten %61.7’ye kadar yiikselmistir (sekil 4-
6). Sonug olarak, Flavonoid kokteylinin %10 dozu, MCF7 hiicrelerinde belirgin olarak
48. saatte GO/G1 hiicre siklusu durdurmasini uyarabildigini gostermektedir (tablo 4-2).

50 DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
4501 G0/G1 3.0 G0/G1 11.6
400 S13.5 S 321
350, | Q G2/M 71.2 | o) G2/M 40.1
= 300] =
3 250] 3
O 200 o
1504
100]
50]
o
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
Sekil 4-3: Kontrol grubu MCF?7 hiicrelerinin Sekil 4-4: %35 dozunda Flavonoid Kokteyli
hiicre siklusu analizi uygulanmis MCF?7 hiicrelerinin 3.s
hiicre siklusu analizi
DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
10 10
901 G0/G110.4 90/ G0/G1 61.7
80 S 42.0 801 S$25.3
70 o) G2/M 33.6 70; Q G2/M 9.8
- ] | € 60 L o}
5 ] 3 50
3 ]
O 1 O 404
30] |
204
104
O
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 12 3 4 5 6 7 8 910
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
Sekil 4-5: %10 oraminda Flavonoid Kokteyli Sekil 4-6: %10 oraminda Flavonoid Kokteyli
uygulanms MCF?7 hiicrelerinin 24.s uygulanms MCF?7 hiicrelerinin 48.s

hiicre siklusu analizi hiicre siklusu analizi



Tablo 4-2: Hiicre siklusu analizi istatistiksel verileri

Dunnett Coklu | X+SE P degeri
Karsilastirma
Testi
Kontrol vs 7,33+2,38 0,9506
— | %10FK 24.s 4,533+2,95
% Kontrol vs 7,33+2,38 < 0.0001
O | %10FK 48s 57,80+1,95
@ [Kontrolvs, 733238 | 0,3365
%35FK 3s 17,17+8,58
Kontrol vs. 25,17+6,01 0,0300
%10FK 24s 43,70+1,01
~ | Kontrol vs. 25,17+6,01 0,9677
E %10FK 48s 27,57+1,36
Kontrol vs. 25,17+6,01 0,5095
%35FK 3s 33,00+2,72
Kontrol vs. 63,10+8,15 0,0031
_ | %10FK 24s 37,63£2,04
% Kontrol vs. 63,10+8,15 < 0.0001
= | %10FK 48s 11,20+1,14
8 Kontrol vs. 63,10+8,15 0,0023
%35FK 3s 36,73+£7,72
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Gruplar arasi karsilastirma two-way Anova testi ile yapilmistir. Gruplara ait degerler

ortalama+ standart hata (X+SE) olarak verilmistir. Her grup 3 tekrardan olusmaktadir.

4.4. Aurora Kinaz A ve Aurora Kinaz B proteinlerinin Western Blotlama ile

Ekpresyon Seviyelerinin Karsilastiriimasi
%10 ile %35 dozlarinda Flavonoid

Yaptigimiz western blotlama teknigi ile

kokteyli uygulanmis GAPDH AURKA ve AURKB proteinlerinin ekpresyonlari

sirasiyla sekil 4-7, sekil 4-8 ve sekil 4-9 da verilmistir. ilk bulgularimz doz
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uygulanmamig MCF 7 hiicrelerinde AURKA protein ekspresyonunun AURKB protein
ekspresyonundan daha yiiksek oldugunu gostermistir. %10 oraninda FK uygulanmig
MCEF7 hiicrelerinde 24. saatteki AURKA proteini ekpresyonunda kontrole kiyasla
anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. 48. saatte ise AURKA’da anlamli bir azalma
goriilmiistiir (p<0.005). %35 oraninda FK ile dozlanmis hiicrelerin 3. saatteki AURKA
ekspresyonlar1 kontrolle kiyaslansiginda anlamli bir down regiilasyon tespit edilmistir

(tablo 4-3).

AURKSB proteini i¢in kontrole kiyasla %10 doz uygulanan MCF7 hiicrelerinin 24.
ve 48. saatlerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan mindr bir azalma
gbzlemlenmistir. Buna karsin %35 dozu uygulanan hiicrelerde AURKB’de istatistiksel

olarak giiclii anlamli bir ekspresyon azalmasi goriilmiistiir (sekil 4-10).

250
150

100

- .-----------37k0a

\ J \ J \ J\ J

20 kontrol %10 FK 24. s %10 FK 48. s %35 FK3.s

Sekil 4-5: GAPDH protein ekpresyonlari
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Sekil 4-6: AURK A protein expresyonlari

Sekil 4-7: AURK B protein ekspresyon seviyeleri
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Tablo 4-3: Flavonoid Kokteyli uygulannmg MCF 7 hiicrelerinde Aurora kinaz A (AURK

A) ve B (AURK B) protein ekspresyonlarimin istatistiksel analizi

AURKA AURKB
Doz/Zaman X+SD p X+SD p
kontrol 1,32+0,16 0,89+0,16
%10 doz 24h vs kontrol 1,28+0,03 0,870 | 0,91+0,027 0,977
%10 doz 48h vs kontrol 1,05+0,06 0,003 0,80=+0,07 0,444
%35 doz 3h vs kontrol 0,72+0,04 0,0001 0,43+0,01 0,0001
99% Confidence Intervals (Dunnet)
kontrol - %35 doz 3. h+ P —a— AN
: m AURKB
kontrol - %10 doz 48. h+ -
kontrol - %10 doz 24. h+ I—I.-—|
kontrol - %35 doz 3. h- : —
kontrol - %10 doz 48. h— |—+—|
kontrol - %10 doz 24. h= (R
-0.5 0.0 0.5 1.0

Sekil 4-8: Farkh doz ve saatlerde Flavanoid Kokteyli uygulanan hiicrelerde
AURKA ve AURKB proteinlerinin giiven arahgi grafigi

Diff. between cell means per row
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5. TARTISMA

Mitoz boliinme, ¢ogaltilan genomun ig iplikleri aracilifiyla iki yavru hiicreye
dagitildig1 karmasik fakat muazzam isleyen bir biyolojik siirectir. Bir hiicrenin hayatta
kalmasinin mitozun dogruluguna bagl oldugu diisiiniildiigiinde, bu siirecin zamansal ve
mekansal koordinasyonunu saglamak icin bir¢ok kontrol mekanizmasi gelismistir
(Lengauer ve ark. 1998).

Hiicre dongiisii, interfaz ve mitoz ile ardindan gelen sitokinez olarak
tanimlanabilir. Bollinmeye hazirlik olan interfaz, G1, S ve G2 fazlarindan olugsmaktadir
(Cooper 2000). Dongiiniin en uzun fazi olan G1, mitoz sonrasi hiicrenin biiylimeye
devam ettigi ve DNA replikasyonu i¢cin gerekli mRNA ve proteinlerin sentezlendigi ilk
hazirlik asamasidir. G1 fazinin sonunda yer alan kontrol noktasinda hiicrenin sentez
asamasina ge¢meye hazir olup olmadig1 degerlendirilir. Eger hiicre hazir degilse veya
biliylime faktorii uyaris1 olmadigi durumda, metabolik olarak aktif ancak sentezin az
oldugu GO fazma geger. Eger DNA hasar1 varsa, replikasyon dogru
ger¢eklesemeyeceginden hasarin onarilmasi gibi agamalar bu sirada gerceklesir. S fazi
veya sentez fazi, DNA replikasyonunun gerceklestigi asamadir. Replikasyonun
ardindan gelen G2 ise boliinme igin gerekli proteinlerin sentezlendigi fazdir. Burada
bulunan G2 kontrol noktasinda DNA replikasyonunun dogrulugu, DNA hasar1 ve
hiicrenin mitoza gegmeye hazir olup olmadigi kontrol edilir. Bu nedenle DNA
replikasyonunda hata veya hasar mevcutsa G2 fazinda tutulum goriiliir. M fazi, replike
olan DNA’nin ve hiicresel komponentlerin iki yavru hiicreye ayrildigi boliinme fazidir.
Yine burada yer alan ig ipligi kontrol noktasi veya mitotik kontrol noktasinda,
kromozomlarm ig iplikleri {lizerinde dogru ve esit dagilimi degerlendirilir ve bu
saglanicaya kadar bu fazda boliinme tutulur (Hochegger ve ark 2008).

Siklin bagimli kinazlar (CDK), kontrol noktas1 kinazlar (CHK), AK’lar ve polo
benzeri kinazlar (PLK) hiicre dongiisii ilerlemesi ve hiicre boliinmesini regiile eden
onemli protein kinazlar gruplaridir (Cao ve ark. 2011). Protein kinazlar, hiicre evresinin
farkli asamalar1 ve kontrol noktalar1 arasindaki gecisleri tesvik etmede veya
geciktirmede onemli roller oynarlar (Nigg ve ark. 1996). Hiicre dongiisiiniin farkli
noktalarnda yer alan kontrol noktalarmmdaki bu protein kinazlarin miktarlar1 ve

fosforilasyon seviyeleri hiicrenin bir sonraki evreye gecebilme kararini verir. Siklikla
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hiicre dongiisii kontrolii ve hiicre boliinmesinin diizensizligi, anormal biiylimeye ve
kanser olusumuna baglanmaktadir (Wolfel ve ark. 1995; Easton ve ark. 1998).

Insanda, mitozun ©Onemli diizenleyicileri olarak tanimlanan serin/treonin
kinazlardan AK’lar (Adams ve ark. 2001) kolon, meme, yumurtalik, mide ve pankreas
gibi tiimorlerde siklikla asir1 ifade edildikleri gosterilmistir (Sen ve ark 1997; Bischoff
ve ark. 1998). Kanserlerde goriilen anormal ekpresyonlar1 sebebiyle potansiyel
onkogenik protein olarak diisiiniilmiistir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar
AURKA’nin asir1 ekspresyonunun; proliferasyon (Rong ve ark 2007) epitelyal-
mezankimal gegis ve metastazda (Noh ve ark. 2015), gorevli oldugunu gosterirken;
AURKB’nin amplifikasyonu ya da asir1 ekpresyonunun hiicre siklusunu ilerletme ve
kanser hiicrelerinin sag kalimini destekledigini (Guise ve ark. 2012, Wang ve ark 2016)
gostermistir. Bu sebeple AK’lar kanser terapilerinde hedef molekiiller olarak ilgi ¢eken

protein kinazlardan olmustur.

Bitkilerin sekonder metabolitleri olan flavanoidlerin bir¢ok hiicresel yolaga etki
ederek antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antikanser gibi biyolojik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Brito ve ark 2015; Gao ve ark 2016; Vasanthi ve
ark 2012).

2018 yilinda Seyhan ve arkadaglarinin yaptigi calismada propolis iceriginde
bulunan Galangin, Kafeik asit, Apigenin ve Kuersetin flavonoidlerinin agresif olmayan
meme kanseri tipini modelleyen MCF7 hiicre hattinda sitotoksik etkisi gosterilmistir
(Seyhan ve ark. 2018). Ayrica her birinin tek basina uygulanmasiyla farkli bir ¢ok
biyokimyasal mekanizmayi aktive eden bu dogal bilesiklerin kombine olarak
kullanildig1 ¢alismalar da yapilmis ve sinerjistik etkileri ortaya konmustur (Hsieh ve Wu
2008; 2009). Bu tez ¢alismasinda da propolis igerisinde varolan flavanoidlerin
olusturdugu ve Flavanoid kokteyli olarak adlandirdigimiz bu karisim en yaygin meme
kanseri tipi Luminal A’y1 temsil eden MCF-7 hiicre hattmna uygulanmig ve hiicre
dongiisiinde 6nemli yere sahip AURK A ve B’nin protein seviyesindeki degisimleri

incelenmistir.

Calismamizda ilk olarak flavonoid kokteylinin MCF-7 hiicre hatlarma sitotoksik
etkisi WST-1 hiicre proliferasyon analizi ile saptanmistir. Analiz sonucunda doza
bagiml olarak sitotoksik etkinin arttig1 ve en etkin dozun %10 oldugu belirlenmistir.

Ayrica %35 oraninda flavonoid kokteyli uygulanan hiicrelerde erken saatlerden itibaren
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sitotoksik etki goriilmiis ve 24. Saatte neredeyse hi¢ canli hiicre kalmamistir. %10
oraninda Flavanoid kokteyline maruz kalan MCEF7 hiicrelerinin zamanla yiizey
baglantilarinin koptugunu ve apoptoza giren hiicrelerde goriilen apoptotik cisimcikler
olustugu gozlenmistir. Belirli toksik ajanlara maruz kalan hiicrelerde morfolojik olarak
degisiklikler goriilebilir (Larsen ve ark. 2015). Ayrica ¢alismamizda FK uygulanan
hiicrelerin kendi morfolojisini kaybederek yuvarlak sekil aldigi gozlenmistir. %35
oraninda doz uygulanan hiicrelerde ise bu etki 3. Saatten itibaren gdzlenmeye baslanmis

ve 48. Saat sonunda neredeyse tiim hiicrelerin ylizeyden ayrildig: tespit edilmistir.

Bilindigi lizere kanser hiicrelerinin en 6nemli 6zelligi hiicre dongiisiiniin farkli
kontrol noktalarmdan ka¢masidir. Flavonoidlerin uygulandigi pek cok in vitro
calismada bu maddelerin, hiicreleri hiicre dongiisiiniin farkli sathalarinda etkilemekte
oldugu bilinmektedir (Choi ve ark. 2001; Ujiki ve ark. 2006). Apigenin flavonoidinin
oral skuamdéz hiicreli karsinoma hiicrelerinde hiicre siklusunun hem G1/GO hem de
G2/M fazinda tutuluma sebep oldugu gosterilmistir (Maggioni ve ark. 2013). Yine
baska bir g¢alismada Apigeninin, siklin B ile iliskili cdc2 aktivitesini ve G2/M
tutulumunu baskilayarak pankreas kanseri hiicrelerinin biliylimesini inhibe ettigi
saptanmustir (Ujiki ve ark. 2006). Baska bir biyoflavonoid kuersetinin uygulandigt MCF
7 hiicre hattinda gegici M fazi birikimi ve ardindan G2 tutulumu ile hiicre dongiisi
ilerlemesinin inhibe edildigi ve apoptozun indiiklendigi belirtilmistir (Choi ve ark.
2001). Bu tez ¢alismasinda da flavonoid kokteyli uygulanmayan MCF7 hiicre hattinda
hiicrelerin %70 inin G2/M fazinda oldugu goriiliirken %10 dozunda Flavonoid Kokteyli
uygulanmast ile MCF7 hiicrelerinin ilk 24. saatte S fazinda, 48. saatte ise canli kalan
hiicrelerin 6nemli bir ¢ogunlugunun GO/G1 fazinda tutuldugu tespit edilmistir. Daha
onceki veriler g6z Oniine alindiginda MCF7 hiicrelerine Flavonoid Kokteyli
uygulanmasi ardindan 48 saat sonraki mRNA ekpresyon seviyelerinin mikroarray
yontemi ile tayin edildigi ¢alismada CDKN2A, CDKN2C, RBL-1 (p107), siklin B1 ve
E2F1 gibi hiicre siklusunda onemli rolleri olan genlerin mRNA diizeyinde down
regiilasyonu saptanmustir (IU BAP Proje No:28301). Bu veriler Flavonoid kokteyli
verilen MCF7 hiicrerinin G1/GO fazindaki tutulumunu dogrular niteliktedir. Timor
supresor protein olan RB’nin hiicre siklusundaki onemli bir gdrevi hiicre bdliinmeye
hazir olana kadar hiicre siklusunun ilerlemesini durdurmaktir. Hiicre boliinmeye hazir
olunca CDK 4 ve 6, siklin D ile etkilesime girerek pRB’yi fosforiller ve inaktif hale
dontistiiriir.  BoOylece hiperfosforile RB, E2F transkripsiyon faktoriiniin DNA’ya
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baglanmasini inhibe edemez. DNA’ya baglanan E2F transkripsiyon faktorii, S fazi i¢in
gerekli genlerin aktiflesmesini saglayarak hiicre siklusunun ilerlemesine izin verir. Bu
yizden E2F1’in mRNA diizeyindeki down regiilasyonu daha az E2F1 proteini
iiretimine sebep olur ve boylece hiicrenin G1°den S fazina gegisi engellenir (Johnson ve

ark. 2016).

Hiicre siklusu regiilasyonunda 6nemli yere sahip AK proteinlerinin 6nemi giin
gectikge artmig ve cesitli kanserlerde yiiksek ekpresyon goOstermesi sebebiyle bu
proteinlerin inhibitorleri iiretilerek kanser tedavisinde uygulanan bir yaklasim olmustur.
Yapilan pre klinik ¢aligmalarda bu inhibitorlerin antitimor ozelliklerinin oldugu
gosterilmistir (Sonet ve ark. 2008, Wilkinson ve ark. 2007, Carpinelli ve ark. 2007).
Inhibitérlerin kullanilmasiyla hiicrelerde sitokinezin gerceklesmesi engellenerek 4N
DNA igerigine sahip hiicreler meydana gelmis ve p53 fonksiyonuna sahip hiicrelerde
apoptoz gerceklesmistir (Gizatullin ve ark. 2006). Tiim bu etkilerine ragmen gelistirilen
AK inhibitdrleri kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt edememelerinden dolay1
ciddi  yan etkilere neden olmustur. Yiksek gradelerde notropeni, lenfositopeni,
trombositopeni gibi yan etkiler bunlar arasindadir (Sonet ve ark. 2008, De Jonge ve ark.
2008). Bu yiizden son yillarda yapilan ¢alismalar, daha giivenilir daha az toksik ve
AK’larin aktivasyonunu inhibe edecek dogal bilesik arayisina kaymustir (Salmela ve
ark. 2009;Lang ve ark. 2010). Bu dogal bilesiklerin en onemli grubu da fenolik

bilesiklerin flavonoid alt grubu olmustur.

Bitkilerin sekonder metabolitlerinden fenolik bilesikler alt grubunda yer alan
flavonidlerin hiicre siklusundaki 6nemli protein kinazlarm inhibitorii oldugu tespit
edilmistir. Bunlar arasinda PLKlar ve AK’lar da yer almaktadir. Cesitli flavonoidlerin
AK’lar1 hem kinaz aktivitesini bir ligand gibi gorev yaparak inhibe ettigini hem de
transkripsiyon diizeyinde inhibisyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Yine daha 6nce
yapilan IU BAP Proje No:28301 caligmasinda flavonoid kokteyli ile muamele edilen
AURKA proteinin 2.9 kat AURKB proteinin ise 4.4 kat down regiilasyonu
gbézlenmistir. Bu tez calismasinda da %10 ve %35 oraninda flavonoid kokteyli
uygulanmis MCF7 hiicrelerinde translasyonel diizeyde AURKA ve B proteinlerinin
anlamli olarak baskilandig1 gosterilmistir (sekil 5-1).
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Sekil 5-1: Flavonoid Kokteyli uygulannms MCF 7 hiicrelerinde Aurora kinaz A (AURKA)
ve B (AURKB) protein ekspresyonlarimin kontrole kiyasla kat degisimi
histogram grafigi

Lang ve arkadaslarinin yaptigt  calismada 3- hidroksiflavonun AURKB
aktivitesini inhibe ettigi gdsterilmis ve bu inhibisyon ile Histon H3’iin fosforilasyonun
inhibisyonuna gozlemlenmistir (Lang ve ark. 2010). Tim bu sonuglar kendi
verilerimizle 6rtiismektedir.

Sonug¢ olarak calismamizda hiicre siklusunda bir¢gok kanser tipinde fazla
ekpresyona sahip AK’larin birden fazla flavonoid igeren kokteyl ile muamele edilmesi
sonucunda hem AURKA hem de AURKB proteinlerinde anlamli bir down regiilasyonu
gozlenmis ve ER PR pozitif meme kanseri hiicrelerinin zaman ve doza bagli olarak
hiicre siklusunun farkli asamalarinda tutulumu saptanmastir.

Cok sayida hiicresel sinyallesme yolundaki degisiklikler kanser hiicrelerinde
siklikla goriilmektedir. Kanser tedavisi i¢in onaylanan ilk protein kinaz inhibitorii olan
Trastuzumabin (Piccart—Gebhart ve ark 2005) HER2 reseptorii ligand1 olarak kanser
tedavisinde sadece bir yolu hedef alan spesifik inhibitdr uygulamalar1 tedavide basarisiz

olma nedeni olabilir (Aggarwal ve ark 2007, Aggarwal ve Shishodia 2006). Bununla
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birlikte, diger tiim kinaz inhibitdrleri, meme kanseri olan hastalarin sadece kiiciik bir
yizdesinde anlamli sonu¢ verir. Bu nedenle, ¢oklu hiicresel sinyal yollarini
baskilayabilen bilesikler, kanser kemoprevensiyonu ve tedavisinde biiyiik potansiyele
sahip olacaktir. Flavonoidlerin ¢oklu hedeflere etki etmesi ve c¢oklu biyolojik
mekanizmalar1 diizenleme kabiliyetleri nedeniyle, invazyon, metastaz ve kanser
direncini azaltmada 6nemli ve iyi birer kaynak olabilecegi 6ngoriilmektedir (Aggarwal
ve ark 2007, Aggarwal ve Shishodia 2006). Tim bu bilgiler 1s1ginda gelecekteki
arastrmalar yan etkisi minimum diizeydeki bu dogal bilesiklerin 6zellikle
kombinasyonlar1 ile kansere giivenli, etkili ve ekonomik terapotik yaklagimlar

olusturmaya yonelik olmalidir.
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