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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GLIOTOKSIN’IN FARKLI MEME KANSERI HUCRE HATLARINDAKI
KINETIiK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Goksu AKKULAH SENOL

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Mahmut CALISKAN
II. Damsman: Do¢. Dr. Mehmet R. TOPCUL

Bu calismada Luminal A meme kanseri ve li¢lii negatif meme kanseri hiicreleri {izerine
Gliotoksin’in antiproliferatif etkileri tespit edilmeye ¢alisilmistir. Arastirmamizda Luminal A
meme kanseri modeli olarak da MCF-7 ve ii¢lii negatif meme kanseri modeli olarak MDA-MB-
231 hiicre hatt1 kullanilmigtir. Deneylerde hiicre kinetigi parametreleri olarak ¢cogalma hizi,
xCELLigence gercek zamanl hiicre analiz sisteminden elde edilen hiicre indeksi degerleri,
%BrDU degerleri, mitotik indeks ve apoptotik indeks degerlendirilmistir.

Deneylerde her iki hiicre hatti igin 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin
konsantrasyonlar1 uygulanarak 1,5625 uM’lik Gliotoksin konsantrasyonu ICso dozu olarak
belirlenmistir. 1,5625 uM Gliotoksin konsantrasyonu uygulanmasi sonucunda her iki hiicre
hattina ait apoptotik indeks degerlerinin zamana bagli olarak artis gosterdigi goriilmektedir.
1,5625 uM’lik Gliotoksin konsantrasyonunda hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicre
hatlarina ait mitotik indeks degerleri zamana bagli olarak 24. saatten itibaren anlaml dl¢iide
dismdstiir. 1,5625 uM’lik Gliotoksin konsantrasyonunda hem MCF-7 hem de MDA-MB-231
hiicre hatlarina ait %BrdU degerlerinde de zamana bagli anlamli bir azalma goriilmiistir.

Tiim uygulamalar sonucunda elde edilen veriler incelendiginde her iki hiicre hattinda zamana
bagl olarak ¢ogalma hizi, hiicre indeksi ve mitotik indeks degerlerinde anlamli bir azalma
gdzlemlenirken, apoptotik indeks degerlerinde anlamli bir yiikselis gozlenmistir.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

EVALUATION OF KINETIC EFFECTS OF GLIOTOXIN IN DIFFERENT
BREAST CANCER CELL LINES

Goksu AKKULAH SENOL

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Mahmut CALISKAN
Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mehmet. R. TOPCUL

In this study the effects of Gliotoxin on Luminal A breast cancer and triple negative breast
cancer cells were explored. In our investigation MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines were used
as Luminal A breast cancer and triple negative breast cancer model respectively. Growth rate,
cell index values obtained from xXCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) System,
mitotic index, labelling index and apoptotic index were evaluated in experiments.

In experiments, 1.5625 uM, 3.125 uM and 6.25 uM Gliotoxin concentrations were applied for
both cell lines, and the concentration of 1.5625 uM was determined as the IC50 dose. As a
result of the application of 1.5625 uM Gliotoxin concentration, it is seen that apoptotic index
values of both cell lines increase depending on time. Mitotic index values of both MCF-7 and
MDA-MB-231 cell lines at a concentration of 1.5625 uM Gliotoxin decreased significantly
from the 24th hour. A significant time-dependent decrease in% BrdU values of both MCF-7
and MDA-MB-231 cell lines was observed in the Gliotoxin concentration of 1,5625 uM.

When the data obtained from all applications that examined, a significant decrease was

observed in the apoptotic index values, while a significant decrease in the rate of proliferation,
cell index and mitotic index was observed in both cell lines with time.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrenin yasam dongiisiinde kontrolsiiz biliyiime ve diferansiasyon gibi olaylari
etkileyen mutasyonlarin bir araya gelmesi ile olusur. Degisik organlarda, koken aldiklar
hiicrenin fenotipine bagli olarak kontrolsiiz ¢ogalir ve ¢evre dokulara yayilim egilimi gosterirler

(McCormick, 1999).

Diinyada kadinlar arasinda, meme kanseri en sik goriilen malignite olup, kadinlarda goriilen
tiim kanser cesitlerinin %30’ unu olusturmaktadir (Topuz ve dig., 2003). Bu vakalarin yaklasik
%20’lik kismi ‘Uglii negatif® alt tipinde goriiliir. Ayrica, insan epidermal biiylime faktori,
progesteron reseptOrii ve 0strojen reseptori i¢in negatif olup, lokal basarisizligi daha agresiftir
(Chen ve dig., 2017). ABD’de akciger kanserinden sonra meme kanseri kadinlar arasinda
kanserle iligkili 6liimler arasinda en sik tan1 konulan kanser tiirii olarak bildirilmistir (Zeichner

ve dig., 2016).

Avrupa iilkeleri gibi Asya, Latin Amerika ve Afrika iilkelerinde de meme kanseri goriilme
siklig1 artmakta olup, gelismis {lilkelerin tarihsel insidansi g6z oniinde bulunduruldugunda
dogurganlik yasinin gecikmesi, emzirme siiresinin azligi, beslenme bozuklugu ile birlikte

gelisen obezite ve fiziksel hareketliligin azlig1 gibi nedenlere baghidir (Lukong, 2017).

Tiirkiye’de ise 2015 yilinda T.C. Saglik Bakanligi’nin yaptig1 aragtirmaya gore 35 yas ve
tizerindeki kadinlarda en sik goriilen kanser ¢esididir. Ayrica meme kanseri iilkemizde her 4
kadin kanserinden 1’inde goriiliir ve en sik goriilen kanser ¢esididir (T.C. Saghk Bakanligi,

Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2015)

Meme kanseri, hiicresel koken, histoloji, mutasyonlar, metastaz, klinik 6ykii, aile dykiisii vb.
ile ilgili yiiksek diizeyde karmasiklik gdsteren heterojen kanser tiirlerinden biridir (Beiki ve
dig., 2012). Hastaligin seyri ise meme kanseri tanis1 konmus hastalarda degisiklik gosterdigi
icin prognostik faktorlere kesin tam1 koymada basvurulmaktadir. Giliniimiizde hastalarin
biyolojik ve klinik farkliliklarini, meme kanserinin hizla gelisebilecegi yiiksek risk altinda olan
kisileri belirlemek i¢in, aksiller lenf nod metastazlari, tiimor ¢api, tiimor proliferasyon hizi,
hormon reseptorleri, timor tipi ve histolojik degerlendirme ve molekiiler prognostik faktorler

kullanilir (Guiu ve dig., 2012).



Olgularin %5-10'u otozomal dominant bir allelin iletilmesiyle miras alinir (Claus ve dig., 1991;
Newman ve dig., 1988). BRCA1 ve BRCA2 kadinlarda meme ve yumurtalik karsinomu
riskinin artmasindan sorumlu olan biiylik timoér baskilayict genlerdir (Miki ve dig., 1994;
Tavtigian ve dig., 1996; Wooster ve dig., 1995). Ostrojen, diizenlenmis genler alanindaki
niikleer reseptorlere ve kisa DNA dizilerine veya Ostrojene duyarli elemanlara baglanarak
mutajenezi indiikler (Tsai ve O’Malley, 1994). Menopoz sonrasi hormon replasmani gibi

tedavilerde uzun siireli 0strojene maruziyet riski artirir (Hebert, 2009).

Meme kanserinin bes farkli molekiiler alt tipi oldugu belirlenmistir. Bunlar, transkriptomun
dizilimi ve meme kanseri genomu sonucunda klaudin, luminal A, luminal B, insan epidermal

biiylime faktorii reseptor 2 (HER2) zengin ve bazal benzeridir (Xu ve dig., 2017).

Diinya ¢apinda her y1l meme kanseri tanisinin tahmini %17°lik bir oran {liglii negatif fenotipi
barmdirmaktadir. Uglii negatif meme kanseri ile BRCA mutasyonlar1 arasinda pozitif bir
baglant1 bulunur. Uglii negatif meme kanseri, metastaz igin farkl egilimli ve kemosensitivite
gosteren, meme kanserinin alt tiplerinden biri olan bazal benzeri alt tip olarak da bilinen

heterojenik bir kanser tiirtidiir. (Le Du ve Ueno, 2015)

Son yillarda antikanser ilaclarin dogal kaynaklardan gelistirilmesi, yeni kanser tedavilerinin
gelistirilmesinde en Onemli stratejilerden biridir. Genis biyolojik ¢esitliligi nedeniyle, deniz
canlilari muazzam bir biyoaktif bilesik kiitiiphanesini temsil etmektedir. Deniz kaynakli

bilesikler antikanser ajanlar olarak biiyiik ilgi géormektedir (Simmons ve dig., 2005).

Gliotoksin (GTX), deniz kaynakli mantar Aspergillus fumigatus’tan izole edilen ikincil bir
metabolittir. Bir piperazin halkasi boyunca bir distilfir kopriisii ile karakterize edilen bir
epipoliyodiyoksopiperazindir (Gardiner ve dig., 2005). GTX, antifungal (Reilly ve dig., 1945),
antiviral (McDougall, 1969), anti-inflamatuar (Lopez-Franco ve dig., 2002) ve farkli hiicre
hatlarindaki antitiimor aktiviteleri (Chen ve dig., 2015; Nguyen ve dig., 2013) dahil olmak iizere
birgok biyolojik etki gostermektedir. Antikanser aktivitesi agisindan, GTX norojenik lokus
notch homolog protein 2 (NOTCH2), Wnt / p-katenin yolu, farnesiltransferaz ve
geraniltgeraniltransferaz I'i hedefleme konusunda biiyiik bir potansiyel gostermistir (Hubmann
ve dig., 2013; Hubmann ve dig., 2017; Vigushin ve dig., 2004).

Bu tez ¢alismasinda; cesitli kanser tiirlerinde in vitro ve in vivo calismalarda kullanilan

Aspergillus fumigatus’tan izole edilen ve ikincil bir metabolit olan Gliotoksin’in Gstrojen



reseptoril pozitif olan meme kanseri hiicreleri MCF-7 ve {i¢lii negatif meme kanseri hiicreleri
MDA-MB-231 iizerinde meydana getirecegi etkilerin gesitli hiicre kinetigi parametreleri

kullanilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

Sekil 1.1: Aspergillus fumigatus!

! https://www.inspg.gc.ca/en/moulds/fact-sheets/aspergillus-fumigatus


https://www.inspq.qc.ca/en/moulds/fact-sheets/aspergillus-fumigatus

2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser, genlerin yonetimi ile gerceklesen hiicre farklilagsmasi ile sonuglanan biyolojik bir
stirecin sonucunda gergeklesen ve bu hiicrelerin klonal yayilimi ile olusan somatik genetik
hastaliklarin en sik, en yaygin ve en komplike olanidir. (Futreal ve dig., 2001). Kanser tiirlerinin
tamami, DNA dizilimindeki anormalliklerle olusur. Bunlardan %10-15’lik kisminin aileden
genlerle aktarildigi, geriye kalanin %85-90°lik kismin ise canlinin DNA’smin ¢evresel
kosullarla mutajenlere maruz kalmasi sonucu hiicre DNA’sinda replikasyonda hatalar ve
progresif degisiklikler ile olustugu dusiiniilmektedir. Olusan bu mutasyonlar bazen icinde
bulundugu hiicrenin biiyiimesine ve bu hiicreden baslayarak kanser klonunun olusmasina neden
olur. Kanserin nedenleri, multifaktoriyel sebepler; bakteri ve viriis gibi mikroorganizmalar,
radyasyon, cevresel faktorler, kimyasallara maruz kalma, beslenme aliskanliklar1 ve ailesel
faktorler olabilir (Williams 2001a; Williams 1979b; Williams 1985c; Williams 1987d,;
Williams1987e; Williams 1992F). 100°den fazla kanser tipinin insan viicudunu etkiledigi
bilinmektedir (Fitzmaurice ve dig., 2015; Pavlopoulou ve dig., 2015).

2.2. MEME

Meme, insan viicudunda bilateral yerlesimli bir organ olup, kadinlarda ergenlik, gebelik,
emzirme ve menopoz gibi hormonal degisikliklerle fonksiyon, boyut ve sekil degisiklikleri

gosterebilir (Russo ve Russo, 1998a; Russo ve Russo, 1987b).

Laktasyon donemi igerisinde olmayan bireylerin meme agirliklar1 150-225 g iken laktasyon
donemi igerisinde olan bireylerin meme agirliklart artis gosterir. Yetiskinlik donemindeki
kadinlarin memesi lateralinde, anterior ya da mid-aksiller ¢izgi, medialinde sternumun lateral
smurt yer alir. Ayrica inferiorda altinci ya da yedinci kaburgalar seviyesinden, superiorda ikinci
ya da ii¢lincii kaburgalar seviyesindeki meme alt1 kivrimina kadar uzanir. Spence, memenin

aksiller kuyrugunun aldigi isimdir ve anterior aksiler kivrima kadar uzanmaktadir.
2.2.1. Memenin Anatomik Yapisi

Meme kadinlarda siit verme organi olmasinin yani sira hormon kontrolii altinda gelisimini

saglayan ve gorev yapan ikincil cinsiyet organi olarak da bilinmektedir. Ektoderm olarak



gelismis olan meme, ileri diizeyde 6zellesmis deri bezlerinden olusur. Yapisinda bulunan 1520
lob siit saglama ve kendi bagimsiz bosaltma kanallarina sahiptir. Ductili lactiferi diger adiyla
meme bagina yoOnelen kanallar, meme basi civarinda genisleme gosterirken meme basi
civarinda tekrar daralarak meme basina acilirlar. Cok sayida lenfatik ve kan damarina sahip bir

yapidir (Sabiston D. Temel Cerrahi, 1997; Bland ve ark., 2005).

Memenin lenf damarlari, ductus lactiferi ¢cevresinde ve septum interlobulare’de bulunan lenf
agindan baglar (Moore ve ark., 1992) Ayn1 zamanda 20-30 adet lenf nodiillerinin de bulundugu
meme, bunlar1 birbirine baglayan lenf damarlari ile birlikte bir ag goriiniimiindedir (Arinct ve

Elhan, 2001).

Eriskin bir kadinda memenin sekli koni benzeridir. Memelerdeki sekil ve biiyiikliik farki,
icerdikleri yag dokusunun miktarindan dolay1 farklilik gosterir (Haagensen, C.D., 1986). Bir
bireyde memeler arasindaki biiyiikliik farki oldukega sik goriilen bir durumdur. Bir¢ok kadinda
menstruasyon baslamadan 6nce memelerin biiyiikliigiinde, yogunlugunda ve nodiilaritesinde
bir artma gozlenir. Bu artistaki en 6nemli nedeni memelerde sivi birikimidir. Toplam meme
hacmi menstriiel siklusun 6. ve 15. giinleri arasinda en diisiik diizeyde bulunur. Bir memenin
ortalama ¢ap1 10-12 cm ve santral bolgede maksimum kalinlig1 yaklasik 5-7 cm’dir (Ross ve

dig., 1986).

Modifiye ter bezleri olan meme bezleri anterior toraks duvarmin siiperfisyel fasyasi tizerinde
yerlesim gosteren tubuloalveolar tipte ekzokrin bir bezdir. Meme bezi 15-20 lobdan
olusmaktadir. Loblar, destek gorevi yapan fibr6z bag dokusu ve bosluklar1 dolduran yag dokusu
ile birbirinden ayrilmaktadir. Cilt alt1 bag dokusu, tiim gland1 ¢evreleyerek loblar ve lobiiller
arasma septa seklinde uzanimlar gdstermektedir. Interlobuler aralik yag dokusundan zengin
iken intralobiiler aralikta ise bag dokusu daha fazla bulunmaktadir. Siiperfisyel fasyanin
ylzeyel tabakasindan, yani hipodermisten meme parenkimine dogru uzanan fibroz bag doku
kalinlagmalarina Cooper ligamanlar1 adi verilmektedir. Bu ligamanlar dermise baglanarak

meme dokusuna destek gorevi gormektedir (Topuz ve dig., 1989).

Meme, glandular (salgi) ve adipoz (yag) dokudan olusmaktadir, Cooper ligamanlar1 olarak
adlandirilan fibr6z bag doku tarafindan desteklenmektedir. Meme anatomisinin geleneksel
tanimi; glandular dokuyu yaklasik 0,2 mm ¢apinda olan 10-100 alveol igeren lobiillerden olusan

15-20 lobdan olusan bir doku olarak tanimlamaktadir (Hartmann, 1991) (Sekil 2.1). Her lobun



boyutu son derece degiskendir ve bazi loblar 20-30 kat farklilik gésterebilmektedir (Moffat ve
dig., 1996).

Pektoral Major Kasi

Yag Dokusu

Areola
Meme Basi

Siit Bezi Kanallar

Siit Bezi

Sekil 2.1: Memenin anatomik yapis1 (Hartmann, 1991)
2.3. MEME KANSERI

Meme kanseri, 30 yas alt1 kadinlarda daha az gortilen (Cakir ve dig., 2016) yaygin bir hastalik
olup, goriilme siklig1 diinya ¢apinda artig gostermektedir. (Kamangar ve dig., 2006). Ancak,
gelismis iilkelerde bir dizi O6nlem alinmasi ile birlikte mortalite oranlarinda diisiis
gozlemlenmistir (Peto ve dig., 2000). Mortalite oranlarindaki diisiisiin en dnemli nedenleri,
taramalarin yapilmasi (Berry ve dig., 2005), meme kanserinde erken tani1 yontemleri
(Overgaard ve dig., 1999) ve en 6nemlisi adjuvan sistemin tedavi yontemlerine baglanmasidir

(Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005).

Meme kanseri olusma nedenleri meme kanseri epidemiyolojik ve insidansi ¢alismalar1 dikkate
alinarak incelendiginde, birden fazla risk faktoriin sorumlu oldugu goriilmektedir. (Erhan Y,
2014) Risk faktorleri arasinda, bireyin yast, irk 6zelliklerine bagl degiskenler; ilk regl goriilme
yasi, ilk dogum yapti§1 yas ve canli dogum adeti, menopoz yasini da igeren reprodiiktiif
hikayesi; aile hikayesi, meme kanseri ile iliskili oldugu bilinen genlerin bireyin DNA

diziliminde varligi, 30 yas Oncesinde toraks bdlgesine uygulanan radyoterapi, hormon



replasmani tedavisi, alkol kullanimi, meme biyopsi sayisi, yogun meme dokusu, atipik

hiperplazi ve viicut kitle indeksi sayilabilir (Kogak ve dig., 2010).

Meme karsinomlarinda molekiiler (Tablo 1) ve histolojik (Tablo 2) siniflandirma olduk¢a 6nem
kazanmustir. (Ilvan S. Sempozyum, 2006) Klinik olarak da anlamli alt gruplarda smiflandirilan
kanserler, klinikopatolojik, histolojik derece, lenf nodu metastaz varligt ve prognostik,
parametrelerine dayanir. Ayrica koruyucu ve Ongdriicii biyobelirteglerin (Iinsan epidermal
biiyiime faktor reseptorii 2 (HER2), Progesteron reseptdrii (PR) ekspresyonu ve Ostrojen
reseptorii (ER)) klinik bulgularin yani sira degerlendirilmesinin yararli oldugu ispatlanmistir

(Guiu ve dig., 2012).

Meme kanserinin farklt molekiiler 6zelliklere sahip heterojenik bir kanser olmasi ve dort farkl
intrinsik alt tiplerinin tanimlanmasiyla ¢alismalar luminal A ve luminal B’ye ayrilmistir (Parker

ve dig., 2009).

Tablo 2.1: Meme kanserinin molekiiler alt tipleri (Guiu ve dig., 2012)

intrinsik Alt Tipler (GEP) | IHC Simflandirmasi (St.Gallen) |IHC/GEP’in Uyumu
‘Luminal A’ ER ve/veya PR pozitif
Luminal A HER2 negatif 73%-100%
Ki67<14%

‘Luminal B (HER2 negatif)’
ER ve/veya PR pozitif
HER2 negatif

) Ki67>14%

Luminal B Luminal B (HER2 pozitify 73%-100%
ER ve/veya PR pozitif

Ki67 yok

HER?2 over-eksprese veya amplifiye
‘HER?2 pozitif (non-luminal)’

HER2 HER2 over-eksprese veya amplifiye 41%-69%
ER ve PR yok
‘Uclii negatif®

Bazal ER ve PRyok 80%

HER2 negatif




Tablo 2.2: Meme kanserinin histolojik olarak siiflandiriimasi (ilvan S., 2006)

1. IN SITUKARSINOM

In situ lobiiler karsinom In situ duktal karsinom

2. INVAZIV KARSINOM
Invaziv duktal karsinom Invaziv mikropapiller karsinom
Invaziv lobiiler karsinom  [Apokrin karsinom
Mediiller karsinom Metaplastik karsinom
Invaziv papiller karsinom  |Inflamatuar karsinom
Miisindz karsinom Noroendokrin karsinom
Tiibiiler karsinom Sekretuar (juvenil) karsinom

Invaziv kribriform karsinom [Adenoid kistik karsinom

DNA onarimminda gorevli proteinleri kodlayan, Meme kanseri A1 geni (BRCA1), meme kanseri
A2 geni (BRCA2) ve Timor protein 53 (TP53) gibi genlerdeki mutasyonlar hastalart meme
karsinomu olusum riski ile kars1 karsiya birakmaktadir. Bu mutasyonlar ve genlerin normal dis1
olusu kisinin meme kanseri degerlendirmesinde riskli oldugunu gosterir ve diizenli taramalarla

takibi yapilmalidir (Kamel ve Al-Amodi, 2017).
2.3.1. BRCAL Geni:

BRCAI1 genindeki mutasyon esnasinda DNA onariminin kaybi1 6nemli bir noktadir. Bunun yani
sira BRCAL1 proteini gesitli fonksiyonlara sahiptir. Bu molekiil meme kanseri hiicrelerinin
invazyonundaki kontrol mekanizmasinda gérev alir. BRCA1 geninin hiicre dongiisii kontrol,
apoptoz, kemoterapiye direng, DNA c¢ift zincirli kirik onarimi ve transkripsiyonel regiilasyon
ile alakali oldugu bildirilmistir (Concolino ve dig., 2018). Bu gendeki mutasyonlarin ailesel
aktarimlarla alakali oldugu bilinmekte ve %50-60 oraninda meme kanseri goriilme riskini
artirmaktadir. Membran protein kompleksi icerisinde bulunan Moesin, Ezrin ve Radiksin’i
regiile ettigi bilinmektedir. Bu proteinlerin metastazi kolaylastirdig: diistintildiigiinde hastaligin
bir bolgeden diger bolgeye gecisini yani invazyonunu kolaylastirarak diger bir deyisle
hastaligin metastazini, agresifligini ve derecesini temsil ettigi de sdylenebilir (Sengodan ve dig.,

2018).
2.3.2. BRCA2 Geni:

BRCATI geninde oldugu gibi BRCA2 geni de DNA hasarlarini1 6nleyici tiimor baskilayici bir
gendir (Narod ve Salmena, 2011). Yas1 70’in altinda olan ve her iki BRCA geninde mutasyon



tastyan kadinlarda kanser goriilme riski yaklasik olarak %80 olarak saptanmistir (Gokbulut ve
dig., 2011). %35-40 kalitimsal kokenli kanserlerin sorumlusu olarak belirtilmistir (Erhan Y.,
2014).

2.3.3. TP53 Geni ve p53 Proteini

TP53 geni, p53 tiimor supressor proteinini kodlayan birgok kanser tiirii ve meme kanserinde en
stk goriilen mutasyona ugramis gendir. Erken evre kanserlerde, %30-35’in belirlenen
mutasyonlaridir (Duffy ve Synnott, 2018). DNA hasar1 sonrasi hiicrede artis1 gézlemlenen
TP53, hiicre dongiisiiniin durmasini1 veya apoptozu uyaran bir proteindir (Atmaca ve Karaca,
2011).

Uglii negatif meme kanseri hastalarmin %80’inde saptandig1 ve TP53 genindeki mutasyonlarin

tiim karsinomlu hastalarin %30’ unda goriildiigii rapor edilmistir (Yamaguchi ve dig., 2018).
2.4, MEME KANSERININ MOLEKULER ALT TIiPLERI

Meme kanserinin farkli molekiiler alt tipleri bulundugu ve heterojenik yapida oldugu
bilinmektedir. Molekiiler tekniklerdeki ilerlemeler bu alt tiplerin karakterize edilmesinde ve
buna bagli olarak uygun tedavi yontemlerinin etkili bir sekilde karakterize edildigi alt tipe gore
stratejiler ile uygulanmasina olanak vermektedir (Topgul ve Cetin, 2015; Gonzalez ve dig.,
2007; Leong ve Zhuang, 2011).

Meme tiimorlerindeki genlerin incelenmesi sonucunda bu genlerin ekspresyonlarma gore 5
farkli alt tipi oldugu gézlemlenmistir (Perou ve dig., 2000; Sorlie ve dig., 2001; Hu ve dig.,
2006). Bunlar geleneksel hormon reseptorii pozitif’in en sik rastlanan molekiiler alt tipleri
luminal A ve luminal B gruplar1 ve hormon reseptdrii negatif’in HER-2 ve bazal benzeri gruplar
molekiiler alt tipleri olarak belirlenmistir. Normal meme benzeri gibi molekiiler alt tipler yine
bazi ¢alismalarda belirlenmistir (Sotiriou ve Pusztai, 2009; Sorlie ve dig., 2001; Sorlie ve dig.,
2003; Brenton ve dig., 2005; Rakha ve dig., 2008; Parker ve dig., 2009; Geyer ve Resi-Filho;
2008).

Uclii negatif meme kanseri, molekiiler alt tiplerden bazal benzeri meme kanseri olarak da

bilinmektedir. Kotii bir prognoz ile seyreden ve Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
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2’nin (HER-2) asir1 ekspresyonunun, progesterone reseptorii (PR) ve estrojen reseptorii (ER)

yoklugu ile karakterize edilen {iglii negatif meme kanserleridir (Cetin ve Topcul, 2014).
2.4.1. Luminal A

Tim meme kanserleri incelendiginde Luminal A’nin %50-60 oranla, en sik goriilen alt tip
oldugu bilinmektedir (Carey, 2006). Diger bir deyisle, en yiiksek prevelansa sahip Luminal A
grubu histolojik derecesi, proliferatif aktivitesi ve mitoz orani diisiik Her2 negatif tiimorleri
kapsar. Metastazlar genellikle kemiklerle sinirl kalarak hastanin prognoz seyri oldukea iyidir
(Moasser, 2007; Kesse-Adu ve Shousha, 2004). immiinohistokimyasal olarak diisiik Ki67
indeksi ve negatif HER-2 ile PR-pozitif ve/veya ER-pozitif olarak tanimlanan Luminal A,
proliferasyon iliskili genlerin daha diisiik seviyeleri ve daha yiiksek ER seviyeleri ile
karakterize edilmektedir (Carey ve dig., 2006; Carey, 2010). ilaca rezistans gosteren kanserli
kok hiicrelerin belirmesinde ters sistemik toksisite, edinilmis tiimor direnci ve bununla birlikte

terapotik etkinligi tehlikeye atmasi ile alakali oldugu gosterilmistir (Telang ve dig.,2017).
2.4.2. Luminal B

Luminal B tiimorleri yiiksek proleferasyon hizina sahip ve agresif seyirli yayilim gosterme
egilimindedir. Immiinohistokimyasal olarak %]14’iinden azinin niikleer Ki67 ekspresyonu
gostermesi Luminal A’ya gore temel farklarindan biri olarak kabul edilir. Ayrica,
immunohistokimyasal olarak Luminal B fenotipi, Her2-pozitif tiimoérlerin yaklasik %30°luk
kismin1 olusturur (Moasser, 2007; Gutierrez ve dig., 2011; Tsutsui ve dig., 2003; Diniz ve dig.,
2015; Anderson ve dig., 2014; Wesolowski ve dig., 2011; Putti ve dig. 2011; Kesse-Adu ve
Shousha, 2004).

2.4.3. HER-2 Pozitif Meme Kanseri

Iyi karakterize edilmis dort epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinden olan HER-2, epiteliyal
hiicre farklilasmasi ve hiicre biiylimesi, muhtemel anjiyogenezi kontrol altina alan hiicre ici
sinyal transdiiksiyon yollarinin aktivasyonu ile karisan (Klapper ve dig.,1999; Karunagaran ve
dig. 1996; Petit ve dig., 1997; Giatromanolaki ve dig., 2004), hiicre i¢i (intracellular) tirozin
kinaz etkinligi olan 185 kDa transmembran glikoprotein reseptoriidiir (King ve dig., 1985).
Epidermal biiylime faktorii ailesinin diger reseptorleri EGFR (HER1), HER3 ve HER4 tiir. Bir

proto-onkogen olan c-erb-B2 geni tarafindan setenzlenen ve 17. Kromozomun uzun kolunda
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bulanan HER2 proteinidir. islev gormesi i¢in Epidermal biiyiime faktorii reseptdr ailesine ait
proteinler ligandin baglanmasi sonucunda HER?2 ile heterodimer yapida reseptdrler olusturmasi
gerekir. Hiicre icindeki sinyal ileti yollar1 etkinleserek hiicrenin proliferasyonu ve
diferansiyasyonuna HER2 reseptorleri aktif hale gelerek neden olur (Perou ve dig., 2000; Sorlie
ve dig., 2001; Sorlie ve dig., 2003). Tiim meme kanserli hastalarin %20-25’ini olusturan HER2
pozitif meme kanserinde yayilimi agresif olup, prognoz agisindan kotii bir seyir gozlemlenir.
HER2 pozitif meme kanserinde hormon reseptorleri negatif iken genellikle cogalim ve grad
hiz1 yiiksektir. Bu hasta gruplarinda lenf bezi pozitifligi, viseral ve santral sinir sistemi
metastazlar1 daha sik iken tiimor boyutlar1 daha biiytiktiir. Hastalarin yasamda kalma siireleri
tim bunlara baglh olarak daha kisadir. HER2 pozitif meme kanseri hiicrelerine sahip olan
hastalarin tedavi yontemlerinden olan kemotereapi ve hormon tedavisine yanitlar1 diger meme
kanseri hastalarindan farklidir. CMF protokoliine direngli yanit verirken topoizomeraz-Ila
geninin c-erb-B2 geni ile ayn1 amplikonda bulunmasi bunun nedeni ile antrasiklinlere iyi yanit
alinmaktadir. Taksanlar ve aromataz inhibitorleriyle ilgili heniiz yeterli veri yokken
tamoksifene kars1 direngli oldugu bilinmektedir (Burge ve dig., 2006). HER-2 pozitif meme
kanserleri tedaviden yoksun birakildiginda i¢ organlar ve beyine metastaz egiliminde olup

prognozu kétiilesmektedir (Ross ve dig., 2003; Gabos ve dig., 2006).
2.4.4. Uglii Negatif Meme Kanseri

Diger kanser tiirlerine gore hastalarin daha geng yaslarda karsilastigi bir kanser tiiriidiir. Yiiksek
gradli timorleri, ortalamanin iizerinde seyreden tiimor boyutlar1 ve bazen de daha yiiksek oranli
nod pozitifligi ile diger kanser tiirlerinden ayristirilabilir (Dent ve dig., 2007). Apokrin,
metaplastik ve adenoid ksistik karsinomlar gibi agresif fenotipler, li¢lii negatif meme kanserinin

ayirt edici histolojik 6zellikleri olarak gosterilebilir (Reis-Filho ve dig., 2010).

Uclii negatif meme kanseri hastalarinda hastaligin biyolojik olarak agresif seyirli olmasi1 ve
yasamda kalma acisinda yiiksek risk igermeleri 6zel terapdtik ajanlarin yetersiz olmasi ile
iligkilendirilebilir. (43G) Bunun yan1 sira teshis edilen hasta gruplari incelendiginde hastaligin
birinci ve tgiincii yillarinda metastaz ile birlikte niikslerin ortaya ¢iktigi da gézlemlenmistir
(Dent ve dig., 2007). Hastaligin agresif prognozunun en temel nedenleri; aile 6ykiisiinde benzer
kanser tiirlerinin olmasi, daha geng yastaki hasta profilleri, yiiksek histolojik derece, yliksek
orandaki lenf nodu metastazi, daha biiylik tiimorler, metastaz, erken niiks etme durumu ve

hedefe duyarli olmayan 6zelliklere sahip olmasidir (Qui ve dig.,2016).
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Ucglii negatif meme kanserinin goriildiigii hasta gruplar1 Afrikali, Hispanik ve Amerikali geng
BRCA1 geni tastyanlardir. %39’unu 50 yasin altindaki Afrikali ve Amerikali kadinlar
olustururken %16’sin1 ayn1 yastaki beyaz kadin irki olusturmaktadir (Yao ve dig.,2017).

Yapilan bir ¢aligmada {i¢lii negatif meme kanseri benzer fenotip 6zelligi gdstermelerine ragmen
farkli prognozlara sahip olmasi neticesinde alt tipler tanimlanmistir (Mendes ve dig., 2015).
Bunlar; bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), mezenkimal benzeri (ML),
immiinomodilatdér (IM) mezenkimal kok benzeri (MSL) ve limen androjen reseptoriidiir

(Mendes ve dig., 2015).
2.5. UBIKUITIN-PROTEAZOM SiSTEMi

Ubikuitin-proteazom yolu, okaryotik hiicrelerde olduk¢a kisa dmiirlii proteinlerin hedeflenen
bozulmasi igin gerekli korunmus bir yoldur (Sa-Moura ve dig., 2013; Keil ve dig., 2010). Bu
yolun ana hedefleri, zamaninda bozunmas1 kontrollii hiicre boliinmesi i¢in gerekli olan hiicre
dongiisii diizenleyici proteinler ve endoplazmik retikulum i¢indeki yanlis katlanmis proteindir
(Yang ve dig., 2014; Masoumi ve dig., 2011; Egozi ve dig., 2007). Hiicresel proteinlerin
proteolizi olduk¢a karmasik, gecici olarak kontrol edilebilir ve temel hiicresel siireglerin
diizenlenmesi i¢in gerekli olan bir stiregtir (Bacquin ve dig., 2013; Gora ve dig., 2013). Hiicresel
proteinlerin proteazom yolu ile proteolizine, substratlarina kars1 oldukga spesifik olan kompleks
bir enzim dizisi aracilik etmektedir (Sen ve Snyder, 2011; Besche ve dig., 2014). Bu substratlar
arasinda hiicre dongiisii ve biiylime diizenleyicileri, sinyal iletim yollarinin bilesenleri, oda
temizligi enzimleri ve hiicreye 6zgli metabolik yollar, yanlhs katlanmig, mutasyona ugramis
veya hasar gérmiis proteinler bulunmaktadir (Yang ve dig., 2014; Masoumi ve dig., 2011; Egozi
ve dig., 2007). Bir proteinin ubikitin-proteazom yolagi tarafindan bozulmasina, ¢oklu ubikitin
molekiillerinin hedef proteine kovalent olarak baglanmasi ve ardindan etiketli proteinin
degradasyonu dahil olmak iizere iki ayr1 ve ardisik adim aracilik etmektedir (Wu ve dig., 2010).
Ubikuitin proteolitik sistem, kanser dahil olmak iizere birgok biyolojik ve patolojik siirecin

diizenlenmesinde temel bir rol oynamaktadir (Lui ve dig., 2011; Shrestha ve dig., 2014).
2.6.26 SPROTEAZOM

26S veya konstitiitif proteazom, tiim O6karyotik hiicrelerin ¢ekirdeginde ve sitoplazmasinda
bulunmaktadir. iki 19S yapisi ile kapl bir 20S ¢ekirdek pargacigindan olusmaktadir. 20S

katalitik ¢ekirdek, dort tane istiflenmis halka halinde diizenlenmis 28 alt liniteden olusmakta ve
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proteolizin meydana geldigi merkezi bir hazne olusturmaktadir. iki dis halka, baskin olarak
yapisal olan 7 farkli alfa alt biriminden ve iki i¢ halka, en az iigii katalitik bolgeler i¢eren 7
farkli B alt birimden olugmaktadir (Groll et al. 1997). Proteazomun katalitik aktiviteleri, belirli
bir amino asit kalintisindan sonra bir peptit baginin yarilmasi tercihine bagl olarak {i¢ ana
kategoride siiflandirilmakyadir. Bu aktiviteler kimotripsin benzeri (CT-L), tripsin benzeri (T-
L) ve kaspaz benzeri (C-L) olarak adlandirilmakta ve sirasiyla 5, 2 ve B1 alt birimleri ile
iliskilendirilmektedir. CT-L aktivitesi hidrofobik kalintilardan sonra, T-L aktivitesi bazik
kalintilardan sonra ve C-L aktivitesi ise asidik kalintilardan sonra parcalanmaktadir (Groll et
al. 1999; Heinemeyer et al. 1997). Substratlar, 20S proteazomunun her iki ucundaki 19S
diizenleyici parcacigina baglanarak proteolitik bolmeye erismektedir. Poliubikuitin etiketli
proteinler, ubikuitinin parcalandigi, geri doniistiirildiigii, hedef proteinin katlandigir ve 20S
katalitik bolmesine beslendigi 19S partikiilii tarafindan taninmaktadir (Groll et al. 2000a, b;
Navon and Goldberg 2001).

. : O“ ) REN35-9| 144
A A "‘ 11,12,15
195 dizenleyici -

pargactk

268 proteazom . O mRPNI,:
L x Baz
208 protzazom
e RPT1-6 |
. al7 a-halka
198 diizenleyici s ®

pargactk
< 0 p-halka

Sekil 2.2: 26 S Proteazom yapisi (Murata ve dig., 2009).
2.6.1. Tlag Hedefi Olarak Proteazomlar

Proteazom inhibitdrleri baslangicta proteazomun katalitik aktivitesinin islevini arastirmak
amaciyla in vitro problar olarak sentezlenmistir. Proteazomun hiicre fonksiyonundaki temel
rolii ¢oziildiglinden, proteazom inhibitdrlerinin tedavi edici ajanlar olarak potansiyele sahip
olma olasihig1 dikkate alinmistir. Ik caligmalar, proteazom inhibitdrlerinin 18semik hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigini ve Burkitt lenfomaninin in vivo bir modelinde aktif oldugunu
gostermistir (Imajoh-Ohmi ve dig., 1995; Shinohara ve dig., 1996; Drexler, 1997; Orlowski ve

dig., 1998). Ayrica in vitro aragtirmalar, proteazom inhibitdrlerinin hematolojik ve solid
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timorlere karsi genis spektrumlu bir anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktivite sergiledigini
gostermistir. Bu ¢alismalar, anti-kanser ajanlari olarak proteazom inhibitorlerinin potansiyelini
ortaya koysa da, mevcut bilesiklerin c¢ogu, goreceli bir gii¢, Ozgiillik veya stabilite
eksikliginden dolay1 laboratuvar ¢aligsmalari ile sinirli kalmistir. Bu durum, daha giiclii ve secici

aktiviteye sahip yeni inhibitorlerin tasarimina yol agmistir (Crawford ve dig., 2011).
2.7. GLIOTOKSIN

Disiilfir bag1t igeren heterosiklik bir c¢ekirdek ile karakterize edilen mantar
epipolitiyodioksopiperazin metaboliti gliotoksin, baslangicta giiclii bir makrofagositik apoptoz
indiikleyicisi ve NF-KB aktivasyonunun bir inhibitérii olarak tanimlanmistir (Elledge ve
Harper, 1998; Waring ve dig., 1988; Pahl ve dig., 1996). Son zamanlarda gliotoksinin
proteazomu aligilmadik bir mekanizma ile inhibe ettigi bildirilmistir (Kroll ve dig., 1999).

Sekil 2.3: Gliotoksin’in yapist

Bilinen tiim inhibitorler proteazomun katalitik bolgelerine baglanmasina karsin gliotoksin, CT-
L aktivitesinin rekabet¢i olmayan bir inhibitoriidiir ve muhtemelen tanimlanamayan bir
katalitik olmayan bolgeye baglanmaktadir. Fizyolojik etkilerinin ¢ogu icin gerekli oldugu
gosterilen gliotoksinin disiilfiir kdpriisii, proteazom inhibisyonunda da rol oynamaktadir. Bu da
gliotoksinin, CT-L aktif bolgesinde veya yakininda karisik disiilfiir baglarini igeren geri
dontisiimlii  kovalent modifikasyonla proteazomu hedefleyebilecegini  gostermektedir.
Gliotoksin, saflastirilmis proteazomun CT-L aktivitesini, mononiikleer hiicrelerde proteazom
substratlariin birikmesini saglayan bir konsantrasyon olan yaklasik 10 mikroM ICso degeri ile

inhibe etmektedir. Bununla birlikte, NF-KB aktivasyonunun inhibisyonunun 100 nM kadar
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diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu gézlemis ve proteazomun in vivo gliotoksinin ana

hedefi olup olmadig1 sorusunu giindeme getirmistir (Pahl ve dig., 1996).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN HUCRE SOYU

Bu arastirmada ticlii negatif meme kanseri modeli olarak Kafkas kokenli bir kadinin pleural
eflizyonundan izole edilen MDA-MB-231 ve luminal A meme kanseri modeli olarak yine ayni
sekilde Kafkas kokenli bir kadinin pleural eflizyonundan izole edilen MCF-7 hiicre soylari
kullanilmistir. Bu hiicreler laboratuarimizda rutin olarak kiiltiire edilen hiicrelerdir. MDA-MB-
231 hiicreleri, 100 pug/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin
(Pronapen, Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco lab.) i¢eren
pH’s1 % 4.4’ liik NaHCOs ile 7.2° ye ayarlanabilen yiiksek glikozZlu DMEM doku kiiltiirii
besiyerinde, MCF-7 hiicreleri ise 100 pg/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay),
100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sigir Serumu
(FBS, Gibco lab.) igeren pH’s1 % 4.4’ liik NaHCOs3 ile 7.2” ye ayarlanabilen RPMI-1640 doku

kiiltiirli besiyerinde yasatilmaktadir.
3.2. HUCRELERIN PASAJ iISLEMI

Pasaj islemi, hiicrelerin yetismis olduklart kiiltiir kaplarinda tek tabaka haline geldiklerinde
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin yetistirildikleri kiiltiir kabi i¢inden kaldirilabilmesi i¢in %
0.25’lik tripsin eriyigi (Gibco Lab.) kullanilmis ve siispanse edilerek santrifiij tiipline
aktarilmistir. Bu islemden sonra 2 ml besiyeri eklenerek tripsin inaktif hale getirilmis ve 500 g
donme hizinda 3 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis, pellet lizerine kuyucuk bagina

ekilecek olan hiicre sayis1 hesaplanarak sulandirma yapilmis ve ekim islemine gecilmistir.
3.3. HUCRELERIN EKIiM iSLEMI

Cogalma hiz1 analizi igin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma her bir kuyucukta 3x10* hiicre/ml
besiyeri olacak sekilde ekim yapilmistir. Mitoz indeksi ve isaretlenme indeksi parametreleri
icin 24 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarinin her bir kuyucugu igerisine 6nceden steril yuvarlak
lameller yerlestirilmis ve her bir kuyucuk basima 1,5x10% hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Hiicreler lamellere yapistiktan sonra her kuyucuga birer ml besiyeri eklenmistir. Apoptoz
indeksi i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir kaplart kullanilmis ve her bir kuyucukta 100000 hiicre olacak

sekilde ekim islemi gergeklestirilmistir.
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24 saatlik siire boyunca, 37 °C’de %95 hava ve %5 CO: karisiminda inkiibasyona devam

edilerek hiicreler deneye hazir hale getirilmistir.
3.4. ILAC KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Uygulanan ila¢ konsantrasyonlart in vitro ve klinik ¢alismalar temel alinarak saptanmistir
(Vigushin ve dig., 2004). Deneyler Gliotoksin’in tek basma ve birlikte uygulandig

konsantrasyon ve zaman araliklarinda gerceklestirilmistir.

3.5. MITOTIiK INDEKS VE APOPTOTIK INDEKS ICIN PREPARATLARIN
HAZIRLANMASI

Kontrol ve deney gruplarindaki hiicrelerin ilag uygulama siireleri tamamlandiginda, mitoz
indeksi ve igaretlenme indeksi islemleri i¢in ayrilan lameller kuyucuklardan cikarilmistir.
Havada kurutulduktan sonra seffaf oje ile lamlara yapistirllmigtir. Hazirlanan bu preparatlar
hava ile kurutulduktan sonra, Carnoy fiksatifi [glasiyal asetik asit: %96 etanol (1:3 v/v)] ile 10
dakika fikse edilmis ve iki kez 5’er dakika %70 etanol ile yitkanmistir. Preparatlar daha sonraki

hidroliz ve boyama islemleri igin kurutma kagid1 tizerinde kurumaya birakilmistir.

Apoptoz indeksi tespiti icin, ilaglarin uygulama siireleri sonunda hiicreler %0.25°lik tripsin ile
yiizeyden kaldirilmis ve steril tiiplere alinmistir. 500 g hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilecek
ve siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicrelerin fiksasyonu igin pellet tizerine 1 ml metanol: PBS
(1:1 v/v) konulmus ve 500 g hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatantin
uzaklastirilmasindan sonra pellet iizerine 1 ml metanol eklenmis ve pipetaj ile stispanse edilip
4 °C’de saklanmistr. Preparat hazirlanmasi igin kullanilacak lamlar temizlenmek iizere etanol:
HCI (1:1 v/v) ile 4°C’de 24 saat bekletilmis daha sonra 24 saat akarsu altinda birakilmustir.

Distile suda tekrar durulanan lamlar preparat yapilmak iizere 4°C’de saklanmustir.
3.6. HUCRE KINETIGI PARAMETRELERI
3.6.1. Cogalma Hiz1: Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Tayini

Gliotoksin, tiglii negatif meme kanseri modeli olarak kullanilan MDA-MB-231 ve luminal A
meme kanseri modeli olarak kullanilan MCF-7 hiicre soylar1 iizerinde meydana getirdigi

sitotoksisite, MTT testi ile degerlendirilmistir. Canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz
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enzimleri MTT yi dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢6zilinebilen ancak suda ¢oziinmeyen formazan

kristallerine indirgemektedir ve bu deney mitokondriyal aktivite bozuklugunu gostermektedir.

Hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 1x10*hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiucreler 24 saat etiivde bekletilmis ve sirasiyla farkli konsantrasyonlardaki ~ Gliotoksin
uygulanmistir. Deney siirelerinin sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak ve 40 pl
MTT (5mg/ml) eklenmistir. Yaklasik 4 saat beklendikten sonra MTT bulunan kuyucuklara 160
ul DMSO eklenerek calkalayicilt etiivde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan formazan
kristallerinin 1 saatlik inkiibasyon siiresince c¢oziinmesinin ardindan olusturulan deney
gruplarinin absorbans degerleri, 570 nm’de spektrofotometre dl¢iimleri ile gergeklestirilmistir

(uQuant, Bio-Tek Instruments INC.) (Topcul M.R. ve Cetin I, 2015).

3.6.2. xCELLigence DP Gergek Zamanli Hiicre Analiz (RTCA) Sistemi ile Hiicre Indeksi

Degerlerinin Belirlenmesi

Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimlerinin belirlenmesindeki geleneksel yontemler, kiiltiire
hiicrelerden belirli zaman araliklarinda ornekler alinarak bunlar {izerinde biyokimyasal
Olctimler yapilmasini igermektedir. Giinlimiizde ¢ok yeni olarak bu amacla kullanilmaya
baslayan sistemler, kiiltiire hiicrelerdeki cogalma ve 6liimleri, ger¢ek zamanlh ve devamli bir
sekilde, hiicrelerin elektrik akimina karst gosterdikleri direncin belirlenmesiyle
gerceklestirmektedirler. Bu sistemlerden biri de xCELLigence RTCA-DP sistemidir.
XCELLigence RTCA-DP sisteminin temel ilkesi, alt ylizeyinde altin elektrotlar bulunan E-Plate
ylizeyine yapisan hiicre miktar arttikga akima karsi olusan direncin artmasi, yiizeye yapisan
hiicre miktar1 azaldik¢a, direncin de buna bagli olarak azalmasi olgusuna dayanmaktadir.
XCELLingence RTCA-DP sistemi araciligiyla hiicre proliferasyonu ve hiicre 6limii gercek
zamanli ve siirekli olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar

ekranina aktarilmaktadir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: xCELLigence DP cihazi ve E-Plate.

Gergek zamanl hiicre analiz sistemi XCELLigence DP kullanilarak elde edilecek hiicre indeksi
parametresinin degerlendirilebilmesi igin 16 kuyucuklu E-Plate kullamlmistir. Oncelikle E-
Plate’in her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri eklenmis ve xCELLigence DP cihazinda
background 6l¢timleri alinmistir. Daha sonra MDA-MB-231 hiicreleri i¢cin 100 pl besiyerinde
5x10° hiicre, MCF-7 hiicreleri igin ise 100 ul besiyerinde 1x10* hiicre olacak sekilde her bir
Kuyucuga ekim yapilmistir. Ekim igleminin ardindan E-Plate’ler 20 dakika boyunca steril
calisma kabini icerisinde oda sicakliginda inkiibe edilmis ve daha sonra xCELLigence DP
cihazindaki yerlerine yerlestirilerek 37°C ve %5 CO; ortam sartlarinda inkiibasyona devam
edilmistir. E-Plate’lere hiicre ekimi gerceklestirildikten sonra xCELLigence DP cihazina her 15
dakikada bir 6l¢iim almasi i¢in komut verilmistir. Hiicre ekiminde yaklasik 24 saat sonra
hiicrelerin ¢ogalma fazinin 1/3’liikk diliminde E-Plate’lerdeki besiyeri ajanli besiyeri ile
degistirilerek 72 saat siiresince 15 dakika araliklarla 6l¢glim alinmaya devam edilmistir.
Konsantrasyona ve zamana bagimli hiicre indeksi degerlerine ait grafikler bilgisayar ekranina

aktarilmistir (Topgul M.R. ve Cetin I, 2015).
3.6.3. Mitotik indeks

Deney gruplarina gore hazirlanan preparatlar 6nce oda sicakligindaki 1 N HCl ile 1 dakika daha
sonra 60 °C deki 1 N HCI ile 10 dakika hidroliz edilmistir. Hidroliz isleminden sonra
preparatlara 1 saat siiresince Feulgen metodu uygulanmistir. Bu preparatlar daha sonra Feulgen

metoduna 6zel yikama soliisyonu ile 2’ser dakikadan 3 kez yikanmis ve havada kurutulmustur.
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Preparatlar kurutulduktan sonra, 2 dakika siire ile Giemsa boyasi ile boyanarak sayim i¢in hazir
duruma getirilmistir. Bu preparatlardan mitoz indeksi (MI) degerlerini saptamak amaci ile geg
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri sayilmistir. Erken profaz evresi interfaz grubundaki
hiicrelere morfolojik olarak benzerlik gosterdiginden bu evre ile birlikte degerlendirilmistir.
Uygulanan her bir ilag konsantrasyonu ve siire i¢in licer preparat degerlendirilmis ve her bir
preparattan ortalama 3000 hiicre sayilarak, mitoz indeksi degerleri saptanmistir (Topgul M.R.

ve Cetin I, 2015).
3.6.4. Apoptotik Indeks

4°C’de bekletilen hiicreler 500 g hizda 5 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmis, siipernatant
uzaklastirilmis ve tekrar 1 ml taze metanol ile siispanse edilmistir. Hazirlanan bu hiicre
stispansiyonundan daha once temizlenen lamlar iizerine, tiim lam yiizeyi kaplanacak sekilde
100 pl damlatilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutmanin ardindan 6rneklerin DAPI
ile muameleleri gergeklestirilmistir. Preparatlara boyama kaplarinda, 151k almayan bir ortamda
20 dakika boyunca oda sicakliginda DAPI uygulanmistir. Bu siire sonunda boyama kabimdan
alinan preparatlar 20 dakika boyunca PBS’de bekletilerek yikama islemi yapilmistir. Yikama
isleminin ardindan preparatlarin tizerine lamel kapatilarak floresan mikroskopta (Leitz, Wetzlar
Ortholux) (Aex 364 nm; Aex 454 nm) sayimlari gerceklestirilmistir. Yapilan sayimlarda DAPI
uygulanan hiicreler, normal ve apoptotik nukleus olarak belirlenmis ve AI degerleri
hesaplanmistir. Her deney grubu i¢in en az 30 alanda yaklasik 100 hiicre sayilmis ve her alan
i¢in apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere olan yiizde oranlari hesaplanmistir (Martinez-Serra,

Jve dig., 2014).
3.6.5. BrdU Protokol

96 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyusunda 200.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
Hiicrelerin yapigmasi ve yayilmasi i¢in 24 saat inkiibasyondan sonra total hacim 200 pl olacak
sekilde istenilen konsantrasyonda test reaktifi eklenmistir. Test reaktifi eklendikten 3-4 saat
sonra BrdU eklenmistir siiresi devam ederek, bu islem her deney siiresi icin ayr ayri
gerceklesmektedir. Bu amagla oncelikle kit icerisindeki 500 x BrdU’nun 1:500 oraninda
seyreltik soliisyonu hazirlanarak stoktan 8 pl BrdU ¢ekilmis ve 3992 ul besiyerine eklenerek
seyreltilmistir. Bu seyreltilmis BrdU’dan 20 pl alinarak deney gruplarinin bulundugu kuyulara

eklenmistir. 24 saat inkiibasyona devam edilmistir. Kuyulardaki medium uzaklastirilarak her
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bir kuyuya 200 pl sabitleme soliisyonu uygulanmistir. Oda sicakliginda 30 dak inkiibe edilerek
bu silirenin sonunda sabitleme soliisyonu tamamen uzaklastirilmistir. Yikama asamasinda kit
icerisinde yer alan 50 x Wash Buffer, 1:50 oraninda seyreltilerek 3 kez yikama yapilmis, son
yikamadan sonra Wash Buffer kuyulardan iyice uzaklastirilmistir. Her kuyuya 100 pl Anti-
BrdU antikoru eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra yikama islemi
tekrarlanmigtir. 2000 X Goat anti-mouse IgG, Peroksidaz konjugati 1:2000 oraninda
seyreltilerek ve milipor filtreden gegirilerek her bir kuyucuga 100 pul eklenerek 30 dak oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra yikama islemi tekrarlanmistir. Her kuyuya 100 ul
TMB Peroksidaz Substrat eklenerek karanlikta, oda sicakliginda 30 dak inkiibe edilmistir. Kit
icerisinde yer alan anti-stop soliisyonundan her kuyuya 100 pl eklenecek ve 450-550 nm ¢ift
dalga boyunda absorbans degerleri ol¢tilmiistiir (Uslu ve dig., 2015).

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Tim deney gruplarinda uygulanan konsantrasyon ve zamana goére saptanan hiicre Kinetigi
parametreleri degerleri kontrole ve birbirlerine gére degerlendirilmis ve bu amagla tiim deney
gruplarindan saptanan degerlere tek yonlit ANOVA testi uygulanmistir. Gruplarin kontrole gore
anlamliliklart DUNNETT’S testi ile gruplarin birbirleri ile olan anlamliliklar ise t-testi ile

degerlendirilmistir. istatistiksel degerlendirmelerde p<0.05 anlamlilik seviyesi temel alimustir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, distilfiir bag1 igeren heterosiklik bir ¢ekirdek ile karakterize edilen mantar
epipolitiyodioksopiperazin metaboliti gliotoksin kullanilmigtir. In vitro kosullarda Ostrojen
reseptOrii pozitif meme kanseri hiicreleri MCF-7 ile dstrojen, progesteron reseptorii ve HER-2
gen anlatimi1 negatif olan ii¢lii negatif meme kanseri hiicreleri MDA-MB-231 iizerine bu ajan,
degisik siire ve konsantrasyonlarda tek bagina uygulanmis; ¢ogalma hizi, hiicre indeksi, mitotik
indeks ve apoptotik indeks verilerinin degerlendirmeleri yapilarak luminal A ve triple negatif
meme kanseri modeli olarak kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde meydana

getirdigi antiproliferatif etkiler arastirilmistir.

4.1. GLIOTOKSIN’IN MDA-MB-231 VE MCF-7 HUCRELERINE ETKILERIi
COGALMA HIZI

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerine Gliotoksin’in uygulanmasi sonucunda
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine herhangi bir etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaciyla, kiiltiire edilen hiicrelere 24 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda Gliotoksin uygulanmistir. Her iki hiicre hatti i¢in 1,5625 uM, 3,125 uM ve
6,25 uM Gliotoksin konsantrasyonlari kullanilmistir.

450 -
400 -
350

300 -
250 " 1,5625 tM

200 - 3,125 pM
150 - 6,25 uM
100 -

m Kontrol

Absorbans Degerleri x 10

Gliotoksin Konsantrasyonlari

Sekil 4.1: 24 saat siiresince 1,5625 puM, 3,125 pM ve 6,25 uM Gliotoksin MCF-7 hiicrelerine ait

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm) (* Kontrole gore anlamli p<0.01).
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Tablo 4.1: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin MCF-7 uygulanan MCF-7
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm) (* Kontrole gore anlaml
p<0.01).

MCF-7 HUCRELERI
Deney Gruplari Kontrol | 1,5625 M | 3,125 uM | 6,25 pM
- . -3
Absorbans Degerleri x 10 4105 2108 198,12 80,286
(450-690nm)
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Gliotoksin Konsantrasyonlar:

Sekil 4.2: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm) (* Kontrole gore anlaml
p<0.01).

Tablo 4.2: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm) (* Kontrole gore anlaml

p<0.01).

MDA-MB-231 HUCRELERI
Deney Gruplari Kontrol | 1,5625 uM | 3,125 puM | 6,25 uM
Absorbans Degerleri x 10 441,25 230,96 2158 715
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Sekil 4.3: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hiicrelerine

1,5625 uM

3,125 uM

Gliotoksin Konsantrasyonlari

ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

Tablo 4.3: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MCF-7

hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

6,25 tM

MCF-7 HUCRELERIi
Deney Gruplari Kontrol | 1,5625uM | 3,125 uM | 6,25 pM
% Canlilik Degerleri 100 51,35 48,26 21,75
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Sekil 4.4: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231

hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

Tablo 4.4: 24 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-

23 1hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0.01).

MDA-MB-231
Deney Gruplari Kontrol | 1,5625 uM | 3,125 puM | 6,25 pM
. . 100 100 100 100
% Canlilik Degerleri 10 523 289 162

Bu absorbans degerleri incelendiginde MCF-7 hiicreleri icin %100 kabul edilen kontrol
grubuna gore; 1,5625 pg/ml Gliotoksin konsantrasyonunun hiicrelerinin canliligin1 %51,35’e,
3,125 pg/ml ilag konsantrasyonunun hiicre canliigini %48,26’ya ve 6,25 pg/ml ilag
konsantrasyonunun ise %21,75’e diisiirdiigii gozlenmistir (Sekil 4.3; Tablo 4.3).

Bu absorbans degerleri incelendiginde MDA-MB-231 hiicreleri i¢in %100 kabul edilen kontrol
grubuna gore; 1,5625 pg/ml Gliotoksin konsantrasyonunun hiicrelerinin canliligini %52,34’e,
3,125 pg/ml ilag konsantrasyonunun hiicre canliligmi %48,9’a ve 6,25 pg/ml ilag
konsantrasyonunun ise %16,2’ye diisiirdiigii gozlenmistir (Sekil 4.4; Tablo 4.4).

Elde edilen veriler dogrultusunda her iki hiicre soyu i¢in 1,5625 pg/ml’lik Gliotoksin
konsantrasyonunun hiicrelerin yarisinin 6liimiine neden olan ICso dozu oldugu goriilmektedir.
Elde edilen verilerin kontrole gore istatistiksel agidan p<0.01 seviyesinde anlamli oldugu

belirlenmistir.
4.2. GLIOTOKSIN’IN MDA-MB-231 VE MCF-7 HUCRELERINE ETKILERI
4.2.1. %BrDU Degerleri

Hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicre hatlar igin belirlenmis olan 1,5625 pg/ml’lik
Gliotoksin konsantrasyonun 0-72 saat siiresince uygulanmasi sonucunda elde edilmis olan
%BrdU degerleri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.

0-72 sa boyunca 24 saatlik araliklarla yapilan %BrdU degerlerine her iki hiicre tipi i¢in
bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore kontrol hiicreleri ile yapilan karsilastirmada MCF-7

hiicreleri i¢in %BrdU degeri 24 saatte %52, 48 saatte %38 ve 72 saatte %27 olarak belirtilmistir.
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(Sekil 4.5) Kontrol hiicreleri ile yapilan karsilastirmada MDA-MB-231 hiicreleri i¢in %BrdU
degeri 24 saatte %48, 48 saatte %36 ve 72 saatte %23 olarak belirtilmistir. (Sekil 4.6)
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Sekil 4.5: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait BrdU aktivitesi degerleri
(570 nm) (* Kontrole gore anlamli p<0.01).

Tablo 4.5: 72 saat siiresince 1,5625 puM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MCF-7

hiicrelerine ait % BrdU degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

MCF-7
% BrdU
Zaman (Saat) 0 24 48 72
Kontrol 100 100 100 100
1,5625 yM 100 52 38 27
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Sekil 4.6: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait BrdU aktivitesi
degerleri (570 nm) (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

Tablo 4.6: 72 saat siiresince 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-

23 1hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0.01).

MDA-MB-231
% Brdu
Zaman (Saat) 0 24 48 72
Kontrol 100 100 100 100
1,5625 uM 100 48 36 23

4.3.XCELLIGENCE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZ SISTEMI iLE HUCRE
INDEKSI

Gliotoksin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda gercek zamanli hiicre analiz sisteminden elde
edilen hiicre indeksi degerleri incelendiginde; ajanin hiicreler tlizerinde antiproliferatif
etkilerinin oldugu goriilmektedir. Hiicre indeksi degerlerine ait grafigin egrileri, kullanilan
standart egriler ile karsilastirildiginda, uygulanan tiim Gliotoksin konsantrasyonlarinin her iki

hiicre hattinda da DNA’ya hasar verici etki meydana getirdigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.7: 1,5625 uM, 3,125 uM ve 6,25 uM dozlarinda Gliotoksin uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait

Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi

(--Kontrol, --1,5625 uM, - 3,125 uM, - 6,25uM)
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Sekil 4.8: 1,5625 uM, 3,125 puM ve 6,25 uM dozlarinda Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231

hiicrelerine ait Ger¢ek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi

(--Kontrol, --1,5625 pM, - 3,125 uM, -- 6,25uM)
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4.4, MITOTIK INDEKS

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerine Gliotoksin’in uygulanmasi sonucunda mitotik
indeks degerleri, 0-72 saat siiresince kiiltiire edilen her iki hiicre hattina 1,5625 pM’lik
Gliotoksin konsantrasyonu uygulanarak saptanmistir. Ajan uygulanmayan kontrol grubu ile paralel

yiiriitiilen deney serilerinden elde edilen mitotik indeks degerleri belirlenmistir. Bu degerler Tablo 4.7

ve Tablo 4.8’da belirtilmistir.
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Sekil 4.9: 0-72 saat siiresince 1,5625 pM uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait % Mitoz indeksi degerleri
(570 nm) (* Kontrole gore anlamli p<0.01).
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Sekil 4.10: 0-72 saat siiresince 1,5625 pM uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait % Mitoz indeksi
degerleri (570 nm) (* Kontrole gore anlamli p<0.01).

Tablo 4.7: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait mitotik indeks

degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0.01).

MCF-7
Mitoz Indeks
Kontrol 1,5625 uM
6,27 3,33
6,96 2,21
7,11 1,16

indeks degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

Tablo 4.8: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231hiicrelerine ait mitotik

MDA-MB-231
Mitoz Indeks
Zaman (Saat)
Kontrol 1,5625 pM
24 527 2,19
48 6,18 1,94
72 6,28 0,78

Sekil 4.9 ve 4.10°da gorildigii gibi 1,5625 uM’lik Gliotoksin konsantrasyonunda hem MCF-7
hem de MDA-MB-231 hiicre hatlarina ait mitotik indeks degerleri zamana bagli olarak 24.
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saatten itibaren anlamli dlgiide diismiistiir. Meydana gelen bu diisiisiin her iki hiicre soyunda da

istatiksel olarak anlamlilig1 p<0.01 seviyesinde saptanmistir.
4.5. APOPTOTIK INDEKS

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerine Gliotoksin’in uygulanmasi sonucunda hiicrelerin
apoptotik indeks degerleri tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla 0-72 saat siiresince
kiltiire edilen her iki hiicre hattina da 1,5625 pM konsantrasyonda Gliotoksin uygulanmustir. Ajan
uygulanmayan kontrol grubu ile paralel yiiriitiilen deney serilerinden elde edilen apoptotik indeks

degerleri Tablo 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.9: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait apoptotik indeks

degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

MCF-7
Zaman Apoptotik Indeks (%)
(Saat) Kontrol 1,5625 uM
24 2,14 7,69
48 2,67 15,96
72 3,13 21,34

apoptotik indeks degerleri (* Kontrole gore anlaml1 p<0.01).

Tablo 4.10: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait

MDA-MB-231
Zaman Apoptotik Indeks (%)
(Saat) Kontrol 1,5625 uM
24 2,15 8,96
43 2,37 12,94
72 3,16 19,43

Sekil 4.11 ve 4.12 incelendiginde 1,5625 uM Gliotoksin konsantrasyonu uygulanmasi sonucunda
her iki hiicre hattina ait apoptotik indeks degerlerinin zamana bagl olarak artig gosterdigi goriillmektedir.
Deneylerden elde edilen veriler incelendiginde, hiicrelerin apoptotik indeks degerlerindeki zamana bagh

artisin kontrole gore istatistiksel agidan anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01).
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Sekil 4.11: 0-72 saat siiresince 1,5625 uM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait % Apoptoz
Indeksi degerleri (570 nm) (* Kontrole gére anlaml1 p<0.01).
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Sekil 4.12: 0-72 saat siiresince 1,5625 pM uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait % Apoptoz
Indeksi degerleri (570 nm) (* Kontrole gore anlamli p<0.01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Ciirimiis organik maddelerde, toprakta ve nemli ortamlarda bulunan Aspergillus cinsi
mantarlar tiim diinyada yaygin olarak bulunan saprofitik filamentdz mantarlardir (Mandell GL,
ve dig. 2005). Hiicre duvar1 yapilar incelendiginde sert bir katman olan yapi1, mantar hiicresinin
biyolojik, fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi biitlinliigiiniin ve seklinin korunmasinda 6nemli
rol oynarlar. Bazi hiicre duvar bilesenlerinin immiin modiilatér veya antijenik etkileri
gozlemlenmistir (Sentandreu, R, ve dig. 2004). Aspergillus tiirleri toksik olarak kabul edilen
ikincil metabolitler iiretmektedir. Bunlar; Aflotoksin, gliotoksin, okratoksin A ve fumagilindir.
Bu metabolitler arasinda en fazla ¢caligma yapilan gliotoksindir. Bagisiklik sistemini baskilayici
etkisi vardir ve akut toksisiteye neden olur (Christin ve dig. 1998). Bunun yani sira son yillarda
yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal etkisi de dikkat cekmistir (Johnson ve dig. 1943; Bruce ve
dig. 1944; Fridrichsons ve dig. 1967). In vivo ¢alismalarda gliotoksinin B ve T-Lenfositleri
tizerindeki giiclii immunosiipresan etkileri, makrofajlarda, periferal lenfositlerde ve
timositlerde apoptoz indiiksiyonu; genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite, immiin yetmezligi
olan aspergilloz ve diger firsat¢1 enfeksiyonlarin patogenezinde olasi bir etiyolojik rol oldugunu
diisiindiirmektedir (Mullbacher ve Eichner, 1984; Sutton ve dig., 1994; Sutton ve dig., 1995;
Waring ve dig., 1988; Waring ve dig., 1994).

Gilinlimiizde kansere care bulmak i¢in yapilan caligmalarda dogal kaynakli ilaglarin
gelistirilmesinin 6nem kazanan stratejiler arasinda oldugunu goézlemliyoruz. Deniz kaynakli
canlilarin genis araliktaki biyolojik ¢esitliligi bilim insanlarina yine genis aralikta gesitliligi

olan biyoaktif bilesenleri sunmaktadir (Simmons ve dig., 2005).

Dogal deniz kaynakli biyoaktif bilesenlerin kesfi ile gliotoksin dogal bir mikotoksin olmakla
birlikte immunosupressive ve antimikrobiyal activitesi {lizerine yogunlasan ¢aligmalar
bulunmaktadir. Wnt sinyal yolu birgok kanserli insan hiicresinde istenmeyen bir aktivasyondur
(Polakis, 2017; Clevers ve Nusse, 2012).

Gliotoksin ve bazi analoglarinin, bir deniz mantar1 olan Neosartorya pseufofischeri’nin ikincil
metabolitlerinin Wnt sinyal yolunun inhibitorleri olarak gordiikleri tespit edilmistir. Buna ek
olarak Gliotoksin’in kolorektal kanser hiicrelerindeki adenomatéz polipozis koli (APC)
inaktive edici mutasyonlari, B-katenin diizeylerini veya -katenin mutasyonlarini aktive ederek

reglilasyonunu azalttig1 bulunmustur. Ayrica Gliotoksin’in Wnt sinyal yolunun mutasyonlari
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ile ¢oklu kolorektal kanser hiicre dizilerinde biiyiime inhibisyonuna ve apoptoza neden oldugu

gosterilmektedir (Junxiong ve dig., 2015).

2004 yilinda yapilan kanser calismalarindan birinde, gliotoksinin meme kanseri kiiltiir
hiicrelerinde protein izoprenilasyonunu ve meme kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe eden
ikili FTI-GGTI olarak aktivitesini ve kanserojen kaynakli sigan meme karsinom modelinde
anti-ttimor etkinligini ve in vivo sinirh toksisitesinin raporlandigini gérmekteyiz (Vigushin ve
dig., 2004).

Kanser tedavisinde siireci olumsuz etkileyen bir engel olarak bilinen edinilmis ila¢ direncine ve
tedaviye diren¢li kanser hiicrelerine karst ¢6ziim bulma c¢abalari hala devam etmektedir
(Tsvetkova ve Goss., 2012). Dogal kaynak olarak denizde yasayan canlilarin ikincil
metabolitlerinden elde edilen ve kansere karsi gelistirilen ajanlar umut verici niteliktedir.
Yapilan ¢alismada deniz kaynakli Aspergillus fumigatustan izole edilen ikincil bir metabolit
olan Gliotoksin’in, Adriamisin (ADR) direnc¢li kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri

(NSCLC) hiicre hatlar1 A549 / ADR'nin biiylimesini inhibe edip etmedigi incelenmistir.

Bu tez calismamda da dogal olarak denizde yasayan Aspergillus fumigatus canlisindan ikincil
metabolit olarak elde edilen Gliotoksin’in tedaviye direncli Luminal A meme kanseri modeli
olarak kullanilan ve MCF-7 ve ti¢lii negatif meme kanseri modeli olarak kullanilan MDA-MB-
231 hiicre hatlari tizerine kanseri inhibe edici etkisi arastirilmis ve umut vaad eden destekleyici

sonuglara erigilmistir.

Gliotoksin, A549 / ADR hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini, tedavi edilen A549 / ADR
hiicrelerinde 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium bromiir (MTT) testi ve apoptoz
indiiksiyonu ile aragtiritlmistir. Floresanla aktive edilen hiicre siralama analizi, Hoechst boyama,
annexin V / propidium iyodiir boyama, tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir (JC-1)
boyama ve western blotlama yoluyla incelenmistir. Gliotoksin’in, mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak ve p53'i aktive ettigi, mitokondriya bagli yol boyunca A549 / ADR
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ve bdylece p21 ekspresyon seviyelerini artirarak p21,
p53'tin yukari regiile edilmis apoptoz modiilatérii (PUMA), Bax, boliinmiis poli (ADP- riboz)
polimeraz (PARP) ve bolinmiis kaspaz-9 iizerinde etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Daha da
onemlisi, Gliotoksin’in A549 / ADR hiicreleri lizerinde kombinasyonel etkiler uygulamak icin

ADR ile birlikte calistigi kesfedilmigtir. Sonug¢ olarak, Gliotoksin’in mitokondriya bagl
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apoptozu indiikleyerek ve ADR ile sirali tedavinin kombine etkileri yoluyla ADR'ye direngli
NSCLC hiicreleri iizerinde umut verici etkilere sahip olabilecegini diisiindiiren sonuglara

ulagilmaktadir (Hung ve dig., 2018)

Bu tez c¢alismasinda; IC50 dozu olarak belirlenen 1,5625 pM’lik Gliotoksin’in
konsantrasyonunu her iki hiicre hatti i¢in 24. saatte anlamli bir diisiis gosterirken, 48. ve 72.
saatlerde sifira yaklasmistir. Bu veriler yukarida bahsedilen diger calismalarda oldugu gibi

mitotik katastrof ve mitotik tutuklanma fikrini desteklemektedir.

Bagka bir ¢calismada Gliotoksin’in hiicrelerin canliligina olan etkisi, in vitro olarak ve melanom
ksenograft fare modelinde degerlendirilmistir. NOTCH reseptorleri, farklilasma olusan
hiicreleri Oliimstizlestirerek tiimor olusumunu baglatan onkogenler olarak hareket ettigi

saptanmistir (Espinoza ve Miele, 2013; Andersson ve Lendahl, 2014).

Gliotoksin’in canli hiicrelerde immmiinosiipresif olarak aktivite sergiledigi saptanmistir.
Timositler, splenositler ve mezenterik lenf nodu hiicrelerinde apoptozu indiikler ve olgun
lenfositlerin kemik iligini segici olarak tiiketebilir. Gliotoksinin bu etkileri uyguladigi
molekiiler mekanizma bilinmemektedir (Pahl ve dig., 1996). Yapmis oldugum tez ¢alismamda
elde ettigimiz sonuglar; Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanilan ve MCF-7 ve tiglii
negatif meme kanseri modeli olarak kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerine

Gliotoksin’in benzer etkisini destekleyici yondedir.

Melanom (518A2), hepatoselliiler karsinom (SNU398, HCC-3, Hep3B) ve pankreas
karsinomundan (PANCI1) tiiretilen hiicre hatlar1 yiiksek miktarda niikleer NOTCH?2 ifade eder.
Bu hiicre dizilerinde Gliotoksin’in etkisi degerlendirildiginde apoptozu indiiklerken GSI DAPT

etkisiz biraktig1 gosterilmektedir.

Insan fibrosarkoma hiicre (HT 1080) ¢alismasinda ise deniz fungusu olan Aspergillus
fumigatus’tan elde edilen Gliotoksin’in proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi
gosterilmektedir (Kim ve Park, 2016). Mevcut c¢alismamda elde ettigimiz sonuclar da

Gliotoksin’in proliferasyonu inhibe ettigini ve apoptozu indiikledigini dogrular niteliktedir.

Biri laboratuvarda iiretilen digeri ise standart kaynaktan alinan iki farkli 6rnek olarak Gliotoksin
tercih edilmektedir. Bu iki 6rnegin 25, 50, 100 ve 200 ng/ ml olmak iizere farklh

konsantrasyonlarinin insan lenfositleri tizerindeki sitotoksik etkileri metiltiyazol tetrazolyum
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(MTT) biyoessey teknigi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, saf numunelerde farkh
konsantrasyonlarda biiylimenin %21, 39.10, 61.99 ve 87.45 ve standart satin alinan numunede
ise sirastyla %17,89; 34,92; 58,34 ve 85,22 oraninda dnlendigini gostermistir. Lenfositlerden
DNA ekstraksiyonu yapilmis ve %]1°lik agaroz jel iizerinde elektroforez yontemi ile analiz
edilmistir. Gliotoksin’in DNA’ya hasar verme ya da bozma yetenegi gibi etkileri
gozlemlenmistir. Sonug olarak bu ¢alisma, insan lenfositlerinin hem biiyiime inhibisyonunun
hem de DNA hasarinin, artan toksin konsantrasyonlar: ile lineer olarak arttigini

gosterilmektedir (Nouri ve dig., 2015).

Farilsiltransferazin (IC50 80 uM) ve geraniltgeraniltransferaz I'nin (IC50 17 uM) inhibisyonu,
bu epiditiyodioksopiperazinin potansiyel antitliimor aktivitesine ilgiyi uyandirmaktadir. N-
metil-N-nitrosourea sigan meme karsinomu modelini kullanan randomize kontrollii
calismalarda, gliotoksin, 10 kontrole kiyasla haftada 4 kez 10 mg / kg subkutan enjeksiyon
yoluyla 10 hayvana uygulandiginda antitiimor aktivitesini in vitro ve az sistemik toksisite
belirginlestirmistir. 25 mg/kg'a kadar olan tekli dozlar iyi tolere edildigi gosterilmistir. Mevcut
calismada gliotoksinin, antitiimor aktivitesi ve meme kanserine karsi in vitro ve in vivo uygun
toksisite profili olan farnesiltransferaz ve geraniltgefiltransferaz I'in ¢ift bir inhibitérii oldugunu
dogrulamaktadir. Gliotoksin, ortalama + SD IC50 289 + 328 uM (38-985 uM aralig) ile
kiiltiirde alt1 meme kanseri hiicre soyunun proliferasyonunu inhibe ettigi; Lamin B'nin hiicre i¢i
farnillenmesi ve RaplA'min geranilgeranilasyonu doza bagli bir sekilde inhibe ettigi

gosterilmektedir (Vigushin ve dig., 2004).

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda; Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanilan ve MCF-
7 ve lclii negatif meme kanseri modeli olarak kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerine
Gliotoksin’in etkisi hiicre canliligi, hiicre indeksi, mitotik indeks ve apoptotik indeks gibi hiicre
kinetigi parametreleri kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler hiicre canliligi, hiicre
indeksi, mitotik indeks degerlerinde zamana bagl olarak anlamli bir diisiislin, apoptotik indeks
degerlerinde ise anlamli (p<0.01) bir yiikselisin oldugunu gosterilmektedir. Her iki hiicre
hattinda da benzer sonuglarin agiga cikmasi, tiim kanser tiirlerinde etkili olabilecegini

gosterebilir.

Elde edilen bu veriler 1s18inda; Gliotoksin’in farkli meme kanseri hiicreleri iizerine

uygulanmasi ile hiicre kinetigi parametrelerindeki degisiklikler dogrultusunda, kanser
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tedavisine yonelik olumlu katkilarinin olacagi ve gelecekte hayvan deneyleri ile yapilacak

caligmalarla desteklenerek, klinik kullanimda basarili sonuglar verecegi diisiiniilmektedir.
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