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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiist
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
Tibbi Biyoloji

Yiksek Lisans Tezi

MEME KANSERIi PATOGENEZINDE ROBININ’IN ANTIKANSER ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Ebru Nur DURSUN

Konya-2025

Meme kanseri, kadinlarda en ¢ok éliime neden olan kanser tirtidir. Meme kanserinde tiimor gelisimine
neden olan faktorler iyi anlasilamamaktadir. Uclii negatif meme kanserinin timér agresifligi metastatik ve invaziv
Ozellikleri diger meme kanseri tiirlerine gore olduk¢a kotl prognozludur ve tedavi segenekleri sinirhidir.
Dolayisiyla, dogal flavonoidlerin ve sentetik tiirevlerinin antikanser aktivitelerinin arastirilmasi ¢ok énemlidir.
Toll benzeri reseptorler (TLR), patojenik yapilara yanit verme yetenekleriyle yaygin olarak taniman korunmus bir
reseptdr ailesidir. Meme kanseri ve cevreleyen dokularinda TLR genlerinin ifadesi degisen derecelerde yukari
veya asagl diizenlenir. Meme kanserinde, TLR2 ve TLR4 ifadesi olduk¢a yiiksek olmasi nedeniyle hiicrenin
apoptoza girmesine engel olmaktadir. Dolayisiyla bu durum yiiksek mortalite ile iligkilendirilmektedir. Robinin
TLR yolagmnin énemli iiyelerinden TLR2 ve TLR4’{in antagonistidir. Ancak, meme kanserinde TLR, apoptoz ve
ER stresi iligkili yolaklara etkisi heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alisma da; MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
Robinin’in antikanser etkisi aragtirilmigtir. Hicre proliferasyonuna etkisi CCK-8 sitotoksisite deneyi ile
degerlendirilmistir ve 48. saatte 1Cso degeri 16,67 UM olarak belirlenmistir. Daha sonra Robinin’in meme kanseri
hicrelerinde TLR2, TLR4, apoptoz (BAX, BCL2, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FADD, FAS ve P53)
ve ER stres (ATF4, ATF6, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, HSP47, IRE1, PERK ve XBP1) sinyal yolaklarinda
bulunan gen ifadeleri tzerine etkinligi gRT-PCR ile tespit edilmistir. BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CYCS,
FADD, ATF4, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, IRE1 ve XBP1’de anlaml1 artis gdzlenirken BCL2 nin baskilandigi
tespit edilmistir. Ayrica mMRNA diizeyinde ifadesi anlamli degisen bazi genlerin protein duzeyleri ELISA ve
western blot testi ile degerlendirilmistir. BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CYCS ve P53 protein seviyesinde
anlaml artig oldugu gortlmiistiir. Robinin’in etkisinin in vivo ¢aligmalar ile desteklenerek molekiler diizeyde
belirlenmesi, meme kanserinin adjuvan tedavisinde yeni bir ajan olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, ER stres, Meme kanseri, Robinin.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biology
Medical Biology

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTICANCER EFFECT OF ROBININ IN THE
PATHOGENESIS OF BREAST CANCER

Ebru Nur DURSUN

Konya-2025

Breast cancer is the most common type of cancer that causes death. The factors that cause tumors in breast
cancers are not well understood. The tumor aggressiveness, metastatic and invasive features of triple negative
breast cancer have a very poor prognosis compared to other types of breast cancer and treatment options are often
limited. Therefore, it is very important to investigate the anticancer properties of natural flavonoids and their
synthetics. Toll-like receptors (TLR) are a type of receptor that is widely defined by its ability to respond to
pathogenic structures. In breast cancer and its surrounding tissues, the expression of TLR genes are up- or down-
regulated to varying degrees. In breast cancer, TLR2 and TLR4 expression is quite high, preventing the cell from
entering apoptosis, which is thereby associated with high mortality. Robinin is an antagonist of TLR2 and TLR4,
which are known as important members of the TLR pathway. However, effects of Robinin on TLR, apoptosis and
ER stress-related pathways in breast cancer are not yet known. In this study, the anticancer effects of Robinin were
investigated in MDA-MB-231 breast cancer cells. Its effect on cell proliferation was evaluated by CCK-8
cytotoxicity assay and the 1Cs value was determined as 16.67 UM at 48 hours. The effects of Robinin on gene
expression of TLR2, TLR4, apoptosis (BAX, BCL2, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FADD, FAS and
P53) and ER stress (ATF4, ATF6, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, HSP47, IRE1, PERK and XBP1) signaling
pathways were evaluated using qRT-PCR. Significant increases were observed in BAX, CASP3, CASP7, CASP8
CYCS, FADD, ATF4, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, IRE1 and XBP1 expression levels. However, BCL2 was
downregulated. In addition, ELISA and western blot tests were performed on genes that were significant changed
at the mRNA level. A significant increase was observed in the protein levels of BAX, CASP3, CASP7, CASPS,
CYCS and P53. Determination of the effect of robinin at the molecular level supported by further in vivo studies
is thought to be a potential novel agent in the adjuvant treatment of breast cancer.

Keywords: Apoptosis, Breast cancer, ER stress, Robinin.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, vicuttaki hicrelerin kontrol dis1 ¢ogalarak viicudun diger bolgelerine yayildigi
bir durumdur. Kiresel bir sorun olarak meme kanseri diinyada en sik goriilen kanserdir (Ferlay
ve ark., 2021). Meme kanseri 40-50 yaslardaki kadinlarda ¢ok yaygin gorulen kanser trdar.
Meme kanseri ~%20 6liim ve %30 morbidite oranina sahiptir. Ayrica hormonal dengesizlikler
ve beslenme aligkanliklart nedeniyle kanser goriilme siklig1 gittikge artmaktadir. Ancak meme
kanseri de dahil olmak iizere timor olusumunun fizyolojik nedenleri henliz yeterince
anlasilamamustir (Petroni ve ark., 2021). Son zamanlarda yapilan birgok ¢alisma, meme
kanserinin nedenleri ve ilerlemesinde genetik faktorlerin ¢cok 6nemli rol oynadigini ortaya
koymustur. Baz1 tiimor baskilayict genlerde meydana gelen mutasyonlar, meme kanseri riskini
arttirmakta ve prognozunu kotiilestirmektedir. Ayrica yas, cinsiyet, hiicresel stres, inflamatuar
denge, oksidatif hasar ve epigenetik degisiklikler gibi fizyolojik nedenlerin de meme kanseri
gelisimine ¢ok blylk katkida bulundugu kanitlanmistir. Bu risk faktorlerinin ¢ogu, hiicre
homeostazinin bozulmasina, apoptoz mekanizmasinin bozulup aksamasina dolayisiyla da

istenmeyen hiicre proliferasyonuna neden olabilmektedir (Sung ve ark., 2021).

Meme kanserinin kotli prognozlu tipi olan Ucli negatif meme kanseri, en agresif ve
heterojen alt tipi olarak bilinmektedir ve hormon tedavilerine yanit vermedigi i¢in yalnizca
kemoterapi ve radyasyon gibi tedavi segenekleri kullanilmaktadir. Bazi Toll benzeri
reseptorlerin (TLR) yuksek ekspresyonu kanser gelisimini arttirmakta metastaz ve invaziv
ozellikleri tesvik edebilmektedir. Ornegin, meme kanserinde 6zellikle TLR2 ve TLR4 nin asir1
ifadesi hucrelerin sagkalim yolagina girmesine neden olup tiimor gelisimini desteklemektedir.
Kanser hiicrelerine karsi alternatif tedavi secenekleri ve ajanlar arastirilmaktadir. Alternatif
ajanlar arasinda dogal bilesikler bulunmaktadir. Ozellikle flavonoidler, gesitli bitkilerde
bulunan fenolik yapilara sahip bilesiklerdir. Robinin ise dogal biyoflavonoid grubuna aittir ve
TLR2 /TLR4’Un inhibitori olarak islev gorebilmektedir (Yang ve ark., 2014).

Bu tez ¢alismasinda; TLR2/TLR4 inhibitorii Robinin’nin MDA-MB-231 meme kanseri
hlcreleri Uzerinde proliferasyon, koloni olusum yetenegi, TLR, apoptoz ve ER stresi sinyal
yolaklarmin gen ifadesi ve protein seviyesindeki degisimleri, dolayisiyla antikanser etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meme Kanseri

Kanser, diinyadaki c¢ogu tlilkede yiiksek morbidite orani ile en biiyiik saglik
sorunlarindan biri haline gelmistir. Sadece kadinlar arasinda yapilan istatistiklerde en yaygin
goriilen kanser meme kanseri olarak tespit edilmistir. Baz iilkelerde karaciger ve rahim agzi
kanseri gibi diger tiirlerinde insidansinin arttig1 goriilmiistiir. Kotii prognozlu tiimorlere bagh
oliimler arasinda kadinlarda, diinyada ~100 tilkede en yaygin 6liim nedeni meme kanseridir ve
bu siray1 42 iilkede rahim agzi kanseri, 28 iilkede akciger kanseri, bazi gelismekte olan
ulkelerde ise mide kanseri, karaciger kanseri ve kolorektal kanseri takip etmektedir (Weéber ve
ark., 2024). Guncel epidemiyoloji verileri; kadinlarda en sik teshis edilen kanser tiirii olan
meme Kkanseri, insidansi 2,2 milyona (%11,1) ulasarak akciger kanserini geride birakmustir ve
en yaygin kanser tiirii konumuna ulagmistir. Diger kanser tiirlerinin goriilme siklig1 ise sirayla,;
akciger, kolorektal, prostat ve mide kanseri olarak siralanmaktadir (Sekil 2.1). Ote yandan, ~1,8
milyon oliim ile akciger kanserini kolorektal, karaciger, mide ve kadinlarda meme kanseri
izlemektedir (Sekil 2.2; Sung ve ark., 2021). Meme kanserinin insidans1 ve mortalitesi kiiresel
diizeyde hizli bir artis gdstermektedir ve son 20 yilda insidans1 %58 oraninda dikkat ¢ekici bir
yiikselis gostermistir. Bu artista cevresel ve genetik faktorlerin yani sira, yasam tarzina iliskin

faktorler de 6nemli rol oynamaktadir (Weéber ve ark., 2024).
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Sekil 2.1. Kanser turlerinin insidans oranlari (Shang ve Xu, 2022).



2000-2018 yillar1 arasinda, kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 diinya genelinde
belirgin bir artig gostermistir; 2000 yilinda yaklasik 1,03 milyon olan yeni vaka sayisi, 2018
itibartyla ~2 milyona ulasmistir. Ancak bu verilere ragmen meme kanserinin mortalite
oranlarinda diisiis gézlemlenmistir. 2000 y1linda tiim tilkelerdeki toplam meme kanseri nedenli
olumler ~370.000 iken, 2012 yilinda bu sayi gesitli risk faktorleri nedeniyle artarak ~520.000’e
yiikselmig; 2018 yilina gelindiginde ise 310.000’e¢ gerileyerek onemli Olcude bir azalma
gozlemlenmistir (Bray ve ark., 2018).
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Sekil 2.2. Kanser turlerinin 61im oranlar1 (Shang ve Xu, 2022).

2.1.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

2003 yilindan bu zamana kadar meme kanseri vakalarmin sayisi ve insidansinda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avustralya’da 6nemli bir artig gézlemlenirken mortalite
oranlarinda azalma gozlenmistir (Siegel ve ark., 2023). Bu iki ulkenin insidans ve mortalite
oranlar1 Cin ile kiyaslandiginda, ABD ve Avustralya'daki meme kanseri kaynakli morbidite ve
mortalite oranlar belirgin sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Belirtilen iilkelerde
meme kanseri insidansinda artig gézlenmistir. Ayrica, ABD ve Avustralya’da kadinlarda meme

kanseri mortalite oranlari azalirken, Cin’de bu oranlarin yiikseldigi goriilmiistiir (Siegel ve ark.,
2021).

2020 yilinda ise, kadinlarda meme kanseri insidans oraniyla, akciger kanserinin
gerisinde kalarak kiiresel olarak en sik teshis konulan kanser tiirii olmustur. 2020 yilinda ~2,2
milyon yeni vaka tespit edilmis olup, bu rakam tiim kanser tiirlerindeki insidansin %11’ine
karsilik gelmektedir (Sung ve ark., 2021). Sonucta meme kanseri, diinyada yilda ~680.000 gibi

biiyiik bir 6liim oraniyla en yaygin kanser kaynakli 6liim nedenleri arasinda ilk siralarda
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gelmektedir. Kadinlarda, meme kanseri tiim kanser vakalarinin yaklasik olarak g¢eyregini
olustururken kanser kaynakli 6liimlerin ise yaklasik altida birini olugturmakta ve bircok tilkede
morbidite ve mortalite orani olarak ilk sirada yer almaktadir (Shang ve Xu, 2022). Meme
kanseri risk faktorleri bu yayilimda en biiylik etkendir. Meme kanseri risk faktorlerinin
yayginligi, kiiresel ekonomik biiyiime ve kadin is giiclindeki artigla birlikte, sosyokiiltiirel ve
cevresel faktorlerde yasanan degisimlerden etkilenmistir. Sanayilesmis ve gelismekte olan
iilkeler arasindaki meme kanseri insidans farklari ise, az ¢ocuk sahibi olma, obezite ve fiziksel

aktivite eksikligi gibi faktorlerin etkisiyle giderek azalmakta veya kapanmaktadir (Shin, 2008).

Tirkiye’de ise meme kanseri insidansi artis gostermistir; 1994 yilinda 100.000°de 24
iken, 2015°te 100.000°de 43,8 olarak tespit edilmistir (Ozmen ve ark., 2015). Kanser Kontrol
Daire Bagkanlig1 Kanser Kayit Birimi tarafindan yayimlanan Kanser Raporu 2018 verilerine
gore, 2018 yilinda yaklasik 17.000 kadina meme kanseri teshisi konulmustur. Tim dlnyada
oldugu gibi Tiirkiye’de de meme kanseri tespit edilen vaka orant ve mortalite oran1 gittikce
artmaktadir Tirkiye’deki bu artis, yapilan arastirma ve saha c¢aligmalarina gore yasam
bi¢cimindeki degisimlere (erken adet gorme, cocuk sahibi olmama, ilk dogumun 35 yasindan
sonra ger¢geklesmesi, emzirme siiresinin kisalmasi, ge¢ menopoz), beslenme aliskanliklarindaki
olumsuzluklara (obezite vb.), ayrica niifusun artmasi ve yaslanma siirecine bagli birtakim

degisimlere baglanmaktadir (Ozmen ve ark., 2019).
2.1.2. Meme kanserinde risk faktorleri
Cinsiyet

Meme kanserinde cinsiyetin kadin olmasi yakalanma riskinin artmasinda 6nemli rol
oynayan en 0nemli risk faktdrlerindendir ve bu durum, 6zellikle iki cinsiyet arasindaki hormon
diizeylerindeki fark ve kadinlardaki bazi hormon diizeylerindeki artisa baglidir (Sharma, 2019).
Erkeklerden farkli olarak kadinlarda meme dokusu &strojen (OR) ve progesteron (PR) gibi
hormonlara kars1 oldukca hassastir ve bu hormonlarin dengesindeki herhangi bir bozuklugun
meydana gelmesi meme kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir. Dolagim sistemindeki
ostrojen ve androjen seviyelerindeki dengesizlikler, yikselmeler, var olan meme kanserinde de
pozitif korelasyona neden olabilmektedir (Folkerd ve Dowsett, 2013). Viicutta dogal olarak
bulunan seks hormonlarinin fizyolojik diizeylerindeki menopozdan Once ve sonra meydana
gelen hormon diizeylerindeki degisiklikler, kadinlarda meme kanseri riskinin artmasinda

olduk¢a dnemli bir rol oynamaktadir. Menopozdan énce OR ve PR hormon diizeylerindeki



diizensiz artiglar ve menopoz sonrasinda ise 0strojen seviyesinin azalmasi, meme dokusunda
hormonal etmenlerle timor gelisimini hizlandirabilmektedir. Bu hormonal farkliliklar, meme
kanseri insidansinin artisinda etkili olan temel biyolojik mekanizmalarin baginda gelmektedir

(Lukasiewicz ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2013).
Yashhk

Meme kanseri vakalarinin %75°1 45 yas ve tlizerindeki bireylerden olugsmaktadir ve bu
hastalarin 6nemli bolimii, yani %50’den fazlas1 ise 60 yas istiidir. Yas, meme kanseri
ilerlemesinde cok 6nemli bir risk faktoridir (Sung ve ark., 2021). Sonucta meme kanseri
riskinin yasla birlikte arttig1 ve 6zellikle 50 yasinda ~%2,5, 60 yasinda ise %4 oldugu tespit
edilmistir (McGuire ve ark., 2015). Yapilan arastirmalarda hastalarin yas gruplari ile meme
kanseri alt tiirleri arasinda bir iliski bulundugu ortaya ¢ikmistir. Uclii negatif meme kanseri
(UNMK), cogunlukla 45 yasin altindaki kadinlarda goriiliirken; 65 yas ve iizerindeki hastalarda

Liminal A alt tipi meme kanseri tanis1 konmaktadir (Beral ve ark., 2001).
Aile Ge¢misi

Aile ge¢gmisinde meme kanseri vakasi bulunan hastalarin istatistiksel olarak yakalanma
riskinin oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir. Oyle ki meme kanseri vakalariin ~%15’inin
yakin akrabalarindan mutlaka bu hastaliktan tan1 aldig1 ortaya konmustur (Beral ve ark., 2001).
Ozellikle birinci dereceden akrabalarin kendi aralarinda bu tip kanser vakalarmin artmasi
durumu agiklamaktadir. Birinci dereceden 45 yasindan once bir aile dykiisiine sahip olanlarin
hastaliga yakalanma olasilig1 daha da artmaktadir (Micha, 2017). Meme kanserinde aile ge¢misi
bulunan vakalarda insidans, mortalite ve metastaz orani diger hastalara kiyasla daha yiiksektir.
Ayrica aile gecmisi genetik, epigenetik ve g¢evresel faktorler ile birlesince risk daha da

artmaktadir (Wu ve ark., 2018).
Mutasyonlar

Genetik mutasyonlar ve meme kanseri vakalar1 arasinda ¢ok onemli diizeyde bir
korelasyon bulunmaktadir. Ozellikle BRCA1 (17. kromozom) ve BRCA2 (13. kromozom) gen
panelindedir ve penetrasyonu yuksektir. Bu iki gendeki mutasyonlar otozomal dominant bir
kalittm gosterirler. Bununla birlikte TP53 ve PTEN gibi 6nemli genlerdeki mutasyonlarda
meme kanserinde tiimor gelisiminde ¢ok Onemli rol oynamaktadir (Kechagioglou ve ark.,

2014). Gen mutasyonlarindan dolayr meme kanseri riskinin artmasiyla birlikte ayni genlerin



mutasyonlar1 yumurtalik kanserine de neden olabilmektedir. Ozellikle BRCA geni DNA
onariminda rol oynayan bir¢ok gen (ATM ve CHEK?2) ile etkilesimde oldugu bilinmektedir
(Renwick ve ark., 2006). Bu gen mutasyonlart meme kanserini oldukca tetiklemektedir.
Yapilan bir ¢alismada XRCC2 genindeki mutasyonlarinda meme kanseri riskini arttirdigi

goriilmiistiir (Park ve ark., 2012).
Ureme

Bazi endojen hormonlarin (OR ve PR) seviyesinin artmasi kadinlarda meme kanserine
yakalanma riskini de arttirmaktadir. Kadinlarda menars, gebelik, emzirme ve menapoz gibi
fizyolojik siireclerde meydana gelen hormonal dengesizlikler meme kanserinin tetiklenmesine
neden olmaktadir (Albrektsen ve ark., 2005). Bunun yani sira erken yas gebelikleri ve dogum
yapma sayisinda artis meme kanserine yakalanma riskini de azaltmaktadir. Hormonlar meme
kanseri mikro cevresinde oldukga 6nemlidir (Husby ve ark., 2018). Ornegin gebeligin meme
kanseri gelisimine kars1 koruyucu bir etkisi vardir. Ozellikle gebelikte preklampsi gegiren
kadinlarla gecirmeyen kadinlar arasinda kanser gelisimi agisindan biiylik fark olabilmektedir

(Albrektsen ve ark., 2005).
Radyasyona Maruz Kalma

Ikincil olarak radyasyona bagli olarak gelisen tiimdrler aslinda en onemli risk
faktdrlerinden olan yas ile de iliskilidir. Ornegin 40 yasindan dnce radyasyona maruz kalanlarda
meme kanserine yakalanma riski de artmistir (Zhang ve ark., 2020). Ayrica radyasyonla beraber
aile gegcmisinde meme kanseri olan kisilerinde meme kanseri olma olasiliginin oldukga yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Ng ve Travis, 2009). Bir arastirmada, standart olarak uygulanan
radyasyon tedavisine ek olarak direkt tiimore yapilan tedavilerin niiks olasiligini azalttig1 ortaya

konmustur (Desing, 2001).
Fiziksel Aktivite

Fiziksel aktiviteyi bir rutin haline getiren kadinlarda meme kanserine yakalanma
olasiliginin diisiik olmasinin yani sira fiziksel aktivitenin meme kanseri iizerine koruyucu etkisi
heniiz kanitlanamamistir. Fiziksel aktivite ve meme kanseri arasindaki iliskinin o6zellikle
dizenli sporun, hormon diizensizliklerini giderdigi, bagisiklik sistemini kuvvetlendirdigi, yag
oranini azalttigi ve inflamatuar sistemi baskiladigindan dolay1 oldugu diisliniilmektedir

(Maguire ve ark., 2007). Yapilan bir arastirmada aile gegmisinde meme kanseri bulunan ve



genetik olarak yatkin olan her yastan olusan kadin gruplarinda fiziksel aktiviteyle birlikte meme
kanseri vakalarinin azaldigi gériilmiistir (Kyu ve ark., 2016). Ozellikle diizenli sporun
koruyuculugu yalnizca genetik olarak yatkin bireylerde degil aile 6ykiisii olmayan kadinlarda
da devam etmektedir. Yapilan baska bir ¢alismada fiziksel aktivitenin 6zellikle menopoz
sonrasi donemde belirgin koruyucu etkisinin oldugu ve hormonal diizenlemede oldukca etkili

oldugu ifade edilmistir (McTiernan, 1997).
Obezite

Meme kanseri epidemiyolojisinde obezite en Onemli risk faktorleri arasinda yer
almaktadir ve kadinlarda meme kanserine yakalanma olasiligin1 6nemli oranda arttirmaktadir.
Obezite ve meme kanseri arasindaki bu korelasyon menapoza sonras1 donemde daha fazladir.
Bu dénemde yag dokusu degismekte OR ve PR hormon seviyeleri diizensiz seyretmektedir.
Ozellikle OR seviyesinin yiikselmesi meme kanseri riskini arttirabilmektedir. Menopoz
doneminde olmayan obez kadinlarda da meme kanseri vaka sayisi oldukca fazladir. Bu
hastalarda genelde kotli prognoz ve tiimor agresifligi goriillmektedir. Bunun nedeni obezitenin
metabolik diizensizlik, kronik inflamasyon, insiilin direnci ve seker hastalig1 gibi metabolik
hastaliklara neden olmasidir (Zhang ve ark., 2020). Yapilan aragtirmalarda >40 yas kadinlarda
viicut kitle indeksinin (VKI) meme kanseri vaka oramini artirdigi gosterilmistir. Arastirma
bulgularina gére menopozdan sonra yiiksek VKI’ye sahip kadinlarin diisiik olanlara gore yag
dokusunun ve OR seviyesinin artmasindan dolayr meme kanserine yakalanma olasilig1 yiiksek
oldugu bildirilmistir Ayrica artan VKI tiimoriin biiyiimesi ve agresiflesmesi icin kisaca

prognozun koétiilesmesi i¢in 6nemli bir risk faktoridiir (Husby ve ark., 2018).
Sigara ve Alkol Kullanimi

Asirt alkol tiikketimi 6zellikle sindirim sisteminde olusan tiimor olasiligini arttirdigt
bir¢ok ¢alisma tespit edilmistir. Bu durumun yaninda alkol meme kanserinin de en biiyiik risk
faktorlerinden biridir. Alkoliin kansere neden olmasinin ana nedeni icerdigi bilesenlerdir. Bu
bilesenler endojen hormonlarin (OR ve PR) seviyesinde neden oldugu diizensizlikler meme
kanseri ve rahim kanseri ile de iliskilendirilmektedir (Rachdaoui ve Sarkar, 2013). Alkol
tlketimi ve obezite birlikteligi ile karsinogenez riski daha da artmaktadir. Alkol tiiketimi insan
metabolizmasinit oldukc¢a fazla etkilemektedir. Alkol tiiketimine bagli olarak bireyde saglikli
beslenme aliskanliklar1 bozulabilir ve kanser gelisimi artabilir. Ozellikle OR+ meme kanseri

riskinin dzellikle alkol tuketimiyle arttig1 belirlenmistir (Erol ve ark., 2019).



Alkol gibi sigarada bulunan birtakim bilesiklerde meme kanseri vakalarinin artmasina
neden olmaktadir. Ozellikle sigara da bulunan kanserojen bilesikler P53 mutasyonuna neden
olarak meme kanserinde artisa neden olmaktadir (Russo, 2002). Ayrica pasif igicilikte bu risk
faktoriinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica uzun siire sigara kullanimi ve gebelik oncesi tiitiin

kullanim1 kadinlarda meme kanseri vakalarinin artmasinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Jones

ve ark., 2017).
2.1.3. Meme kanseri tipleri

Meme kanseri baslica luminal, HER2+, Ucli negatif ve klaudin diisiik seklinde
siniflandirilmistir. Luminal tipi meme kanseri, OR pozitif olan ve tiim meme kanserlerinin
neredeyse %60’ 11 olusturan oldukg¢a yaygin bir meme kanseri tipidir. Bu tip kanserler invaziv
ve metastatik tiimorlere farklilagsabilmektedirler (Prat ve ark., 2016). Meme kanserinin bu tipi
Luminal A ve B olmak iizere 2 sinifa ayrilmaktadir. Luminal A timéorleri, OR ve PR reseptorleri
yoniinden zengindir ve HER2’den yoksundur. Bu tipte OR transkripsiyon faktorleri, luminal
epitel hiicreleri icin karakteristik olan genleri aktive eder ve diger tiplere gore iyi prognoza
sahiptir. Luminal A tipinin aksine, Luminal B tumorleri daha koti prognozludur. OR
pozitiftirler ve PR negatif ve HER2 pozitif olabilirler (Ades ve ark., 2014). OR hem A hem de
B alt tiplerinde neredeyse ayni seviyede ekspresyon gosterir ve Liminal tipini diger tiplerden
ayirt etmede kullanilir. HER2+ meme kanseri alt tipi meme kanseri tirlerinin %15'ini
olusturmaktadir. OR ve PR'nin eksikligiyle beraber HER2'nin yiiksek ekspresyonu
gorulmektedir. Ek olarak, HER2+ alt tipi kanser htcreleri, Liminal grubundaki hiicrelerden
daha hizli ¢ogalmaktadir. Bu yuzden Liminal tipten daha kot prognozludur (Prat ve ark.,
2014).

Ucglii negatif meme kanseri (UNMK), OR, PR ve HER2’den yoksun olarak karakterize
edilir ve tim meme kanserlerinin ~%20'sini olustururlar. UNMK, 30 yasindan kiiciik kadinlarda
ve Afroamerikan kadinlarda daha yaygin oldugu ortaya ¢ikmistir (Fei ve ark., 2021). Meme
kanserinin bu tipi genellikle BRCA1 gen mutasyonu nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Cok az bir
kisminin nedeni ise BRCA2 gen mutasyonlaridir. UNMK tipi kanser diger tiirlere gére daha
agresif metastatik ve invaziv, dolayisiyla kotii prognozludur ve hormon tedavisi yapilamadigi
i¢in tedavi se¢enekleri sinirhidir (Newman ve ark., 2015). Klaudin-diisiik meme kanserleri de
OR, PR ve HER2 reseptorlerinden yoksundur. K6tii prognozludur ve tim metastatik invaziv

timorlerin %10 unu olusturmaktadir (Pareja ve ark., 2016).



2.2. Toll Benzeri Reseptorler

Toll benzeri reseptorler (TLR’ler), transmembran grubuna dahil olan proteinlerdir ve
ozellikle dogustan gelen bagisiklik sisteminin en 6nemli elamanlarindandir. TLR’ler, patojen
grubunun 6zgiin molekiiler yapitaslarina (lipopolisakkaritler, peptidoglikanlar, lipoproteinler
ve niikleik asitler Patojene Ozgii Molekiiler Desenlere (PAMP)) sik1 bir sekilde baglanir ve
hiicrelerde inflamatuar yanit1 baslatan hiicre i¢i ve dis1 birtakim sinyal yolaklarini aktif hale
getirmektedir (Mukherjee ve ark., 2019).

Bu zamana kadar yapilan biyolojik testlerde memelilerde toplam 13 adet (TLRI1-
TLR13) TLR tespit edilmistir. Insanlarda ise TLR1-TLR10 olmak (izere 10 tanesi aktif
haldedir. Farelerde ise TLR11, TLR12 ve TLR13 fonksiyonel olarak aktiftir. TLR’ler hiicre i¢i
(TLR3, TLR7, TLR8 ve TLRY) ve hiicre dis1 (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 ve TLR11)
olmak tizere 2 sinifa ayrilmaktadir (Behzadi, 2022).

Hiicre disinda fazla miktarda 16sin tekrar dizileri bulunan kisim ve hiicre membranini
gegebilen bir transmembran kismini igeren ayrica hiicre igindeki sinyallesmesinde gorevli olan
Toll/IL-1 reseptor (TIR) bolimii olmak tizere TLR’ler temel olarak iki kisimdan olusur
(Mukherjee ve ark., 2019). TLR'nin hiicrenin disinda kalan kism1, MD2 reseptoriiyle kontrollii
olarak etkilesime girerek spesifik bir patojenik ligant ile baglanir (Behzadi ve ark., 2021). Bu
etkilesim sonucunda hiicre i¢indeki TIR boliimii yapisal olarak bir degisikligi aktif hale getirir
ve olusan bu degisiklik, miyeloid farklilagma faktorii 88 (MyD88), TIR alani igeren interferon-
B indiikleyici adaptor (TRIF), TIR alanina sahip adaptor protein (TIRAP)/MyD88 adaptor
benzeri (MAL) ve TRIF ile iligkili adaptor molekiil (TRAM) gibi ¢esitli adaptor gérevinde olan
proteinlerin hiicre i¢ine alinmasini kolaylastirmaktadir (Mukherjee ve ark., 2016). TIRAP
adaptor proteini, TLR2 ve TLR4 ile etkilesime girerek, MyD88'in hiicre biinyesine alinmasini
saglar ve bu etkilesim, niikleer faktdr-xB (NF-kB) ile mitojenle aktive olan protein kinazlari
(MAPK'ler) aktif hale getirmektedir. Boylece transkripsiyonel aktivasyon baglatilmaktadir.
TRIF ise TLR3 ve TLR4'lin TIR bolgesiyle etkilesime girer ve mitojenle aktive olan protein
kinazlarin (MAPK ’lar) niikleer faktor-«B’nin (NF-«B) ve interferon diizenleyici faktor-3 (IRF-
3)’lin aktivasyonunu bagslatmaktadir (Mukherjee ve ark., 2019). Bu durum bakteri kokenli
lipopolisakkaritin (LPS) TLR4-MD2 domaini ile baglanmasini ve MyD88 bagimli veya
bagimsiz sinyal yollarinin etkilesimi baglatmaktadir (Mukherjee ve ark., 2016). TLR3 ten bagka
neredeyse tiim TLR'ler, bagisiklik hiicrelerinin hepsinde ¢okca ifade edilmektedir. Ayrica



cesitli kanser tiirlerinde oldukga fazla ifade edilen MyD8S ile sinyal iletimi ger¢ceklesmektedir
(Deguine ve Barton, 2014).

Birgok arastirma, MYD88’den bagimsiz olarak TLR2 ve TLR4 iliskili sinyal
yolaklarinin karsinogenezin ilerlemesinde ¢ok énemli oldugunu ortaya koymustur. Bu konuda,
anormal TLR2 ve TLR4 artisinin tespiti, meme, pankreas, tiroit, lenfoid, karaciger, gastrik ve

kolorektal gibi ¢esitli kanser tiirlerinin ilerleyisinde ©Onemli biyobelirtegler olarak

kullanilmaktadir (Zheng ve ark., 2020).

Literattr bilgiler, meme kanseri hicrelerinin ve kanser kok hucrelerinin (KKH)
yasamini devam ettirebilmesi ve ¢ogalmasinda dnemli bir rolii olan TLR2’yi asir1 olarak ifade
ettigi gosterilmistir. Ozellikle kanser kok hicreleri (KKH), timor hiicrelerinin hayatta
kalabilmesi i¢in timor kitlesine ait kendini yenileyebilen ¢ogalabilen hiicre soylarina
farklilasabilmektedir. Bu durum metastatik siirecte ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Wu ve
ark., 2018). Meme kanseri kok hicreleri radyasyon ve kemoterapi gibi mevcut tedavi
yontemlerinin ¢gogunda direng gostermektedir, dolayisiyla lokal ya da uzak organlara metastaz
sikca yasanmaktadir. Bu durumda, meme kanseri timorlerinin ¢ogu KKH varliginda kot

prognoz gostermektedir (Akkog ve Toplu, 2016).

Meme kanseri hiicrelerinde TLR2 nin asir1 aktive olmasi, birtakim otokrin mekanizma
tarafindan tetiklenir. Bu stre¢, AKT, MAPK ve NF-kB sinyal yolaklarinin aktif hale gelmesine,
IL-6, TGF-B gibi inflamatuar sitokinlerin uyarilmasina neden olmaktadir. Ayrica vaskiiler
endotelyal buytme faktori (VEGF) gibi faktorlerin artmasina dolayisiyla kanser gelisiminin
hizlanmasina neden olmaktadir. IL-6 ve TGF-B, kanser kok hiicrelerinde sirastyla STAT3 ve
Smad3 sinyal yolaklarini aktive edebilmektedir bu faktorler hiicrelerin ¢ogalmasini, hayatta

kalmasini, metastatik ve invaziv 6zelliklerini arttirmaktadir (Yang ve ark., 2014).

TLR2’nin meme kanserinde asir1 eksprese olmasi 6zellikle metastatik potansiyelini de
arttirmaktadir. Ayrica Wnt/B-katenin ve NF- kB sinyal yolaklariin aktivasyonunu saglayarak
meme kanseri hiicresinde mammosfer benzeri yapilar olusturarak hiicrelerin KKH gibi

davranmasini saglamaktadir (Mukherjee ve ark., 2016).

Meme kanserinde asir1 eksprese edilen TLR ise TLR4’tiir. TLR4 meme kanserinde
HMGBI gibi hiicresel ligantlar ile uyarildiginda inflamatuar yaniti baglatmaktadir. Bu durum

hiicre proliferasyonu ve metastazini da tesvik etmektedir. TLR4 bazi integrinleri denetler ve
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asir1 ifadelenmesiyle kanser hiicrelerinin adezyon ve invazyonunu arttirir (Muresan ve ark.,

2020).

Kanser tiirlerinde TLR4’{in asir1 ekspresyonu, 6zellikle meme kanseri hiicre tiirlerinin
metastatik 6zelligini de arttirtigi tespit edilmistir. Ayrica TLR4/MyD88 sinyallesmesi ¢esitli
kanser tlirlerinde timor gelisimi ve prognozda dnemli etkileri bulunmaktadir. Yapilan bir
arastirmada TLR4 ekspresyon diizeylerinin invaziv ve metastatik Ozellikleri arttirdigr ve
dolayisiyla meme kanseri gelisiminde ¢ok 6nemli rol oynadig: bilinmektedir (Mukherjee ve
ark., 2023).

2.3. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liim mekanizmalarindan biri olan apoptoz, tipki nekroptoz,
ferroptoz, otofaji ve piroptoz gibi hiicrelerin 6liim mekanizmasi tiplerinden biridir. Kisaca
apoptoz, hiicre ylizeyine ¢ikan fosfotidilserin ile birtakim sinyal olaylarindan sonra kaspaz
proteinlerinin aktivasyonuyla membranda kabarciklar olusmasi gibi bir dizi olay1 i¢eren hiicre
oliim mekanizmasidir (Singh ve Lim, 2022). Apoptozda ¢ok fazla diizenleyici bulunmaktadir
bu diizenleyiciler kanserde ¢ift yonli bir etkiye sahip olabilmektedir. Apoptoz yeteri kadar aktif
olmadig1 zaman hiicreler sagkalim yolaklarina basvurabilmektedir (Fulda ve Debatin, 2006).
Bu sebeple, apoptozun etkili olmasi ile yeteri kadar aktive olamamasi arasindaki denge oldukca
giictlir. Bu biiyiik bir olasilikla kanserin daha da ilerlemesine sebep oldugu goriilmiistiir. Meme
kanseri dahil olmak tizere giiniimiizde kanser tedavisi olarak en yaygin tedavi kemoterapidir.
Ancak bu tedavi yontemi kalinti timor ve metastaza neden olabilmektedir (Sayers, 2011).
Normal hiicrelerde hiicre dengesinden ve korunmasindan da sorumlu olan apoptozun
mekanizmasindaki birtakim bozukluklar ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin immiin
mekanizmadan kagmasina ve ila¢ tedavisine karsi direncli olmasina neden olabilmektedir.
Apoptozdaki 6nemli yolaklar, bitylime faktorleri ve sinyal yollari ile etkilesim halindedirler. Bu
etkilesimdeki bozukluklar tiimor gelisimini arttirabilmektedir (Kondratskyi ve ark., 2015).

Apoptozun ger¢eklesmesinde iki ana yolak bulunur, bu yollardan ilki ekstrinsik bir diger
ismiyle sitoplazmik yoldur. Bu yolda timér nekroz faktori (TNF) ailesinden olan FAS 6lim
ligandina baglanir ve aktive edilir. Ikinci yol ise, intrinsik yoldur ve mitokondriyal yol olarak
da adlandirilir. Bu yolak uyarilinca mitokondrilerden sitokrom-c salinimin tetiklenir ve hiicre
ici birtakim enzimler aktive olur (Sayers, 2011). Bu iki yolakta da diizenleyici ve pargalayici

olarak gorev yapan kaspaz adinda enzimlerin aktivasyonu gerceklesir ve bu enzimler hiicre
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oliimiine neden olmaktadir. Belirtilen iki yol da birbiriyle etkilesim halindedir. ikisi arasindaki
ayrim olduk¢a zordur. Mesela Bcl-2’nin artis1  digsal yolla baslayan apoptozu
baskilayabilmektedir (Yaghoubi ve ark., 2015).

2.3.1. Dissal yol

Bu apoptoz yolagi, hiicrenin membraninda bulunan 6zel 6liim reseptdrlerinin birtakim
ligandlarla etkilesimi sonucu aktive olmaktadir ve i¢sel apoptoz yolagi mekanizmasini da aktive
ederek programlanmig hiicre 6liimiinii baglatir. Ayrica, bu yolun sinyallesme mekanizmasi

hiicre tipine gore de farklilik gostermektedir (Fulda ve Debatin, 2006).

Ekstrinsik yol, pro-apoptotik reseptorlerin hiicre membraninda bulunan benzer 6liim
reseptorlerine baglanmasi ile baglamaktadir. Ligandlarin etkilesimi, kaspaz 8 ve 10'un aktif
olmasin1 saglayan oliim indiikleyici sinyal kompleksini (DISC) olusturmaktadir. DISC
kompleksi sayesinde aktif hale gelen kaspaz 8 ve kaspaz 10, daha sonra igsel ve dissal yolakta
oliim kaspazlari olarak da bilinen kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7'yi aktive eder (Wu ve Bratton,
2013). Dissal yol, membrandaki Fas ligandi ve Fas ile iliskili kaspazlardan olusmaktadir.
Ekstrinsik yolun aktif olmasi i¢in, Olim reseptorleri (DR) adi verilen hiicre yiizeyi
reseptorlerinin baglanmasi gerekmektedir. Fas, tiimor nekroz faktorii reseptor siiper ailesinin
bir Uyesidir ve Apo-1 olarak da bilinmektedir. Fas aktivasyonu, viriisle enfekte olmus bazi
hiicrelerin bagisiklik sistemindeki gdzetiminden ve lenfositlerin uzaklastirilmasinda 6nemli bir
rol oynadig bilinmektedir. Digsal yoldaki sikintilarin malignite ve otoimmiin hastalikta neden
oldugu bilinmektedir (Inoue ve ark., 2009). Fas ligandi (FasL) ozellikle oliimle iligkili
gorevleriyle taninmasina ragmen hiicre c¢ogalmasinda ve inflamatuar sistemde de rol
oynamaktadir. Ornegin, 6liim uyaricist yolu tetikledigi zaman, membrana bagl FasL inaktif
olan Fas kompleksleriyle etkilesime girer ve 6liime neden olan sinyal kompleksini aktif hale
getirir. Fas 6liime aracilik eden sinyal domaininde, adaptor protein, Fas iligkili 6liim proteini,
kaspaz 8 ve kaspaz 10 bulunmaktadir. Kaspaz 8'in aktivasyonu gergeklesince, diger kaspazlar
da aktif olmaya baslar (Sekil 2.3). Bazi hiicrelerde, kaspaz 8'in aktive olmas1 6liim igin yeterli
olabilmektedir. Baz1 hiicre tiplerinde ise kaspaz 8, Bid'i keserek igsel apoptotik yolla etkilesime
girer ve bu da daha sonra sitokrom-c'nin salinmasina yol agabilmektedir boylece hiicre igsel

yolaga da yonelebilmektedir (Léveillé ve ark., 2010).
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Sekil 2.3. Apoptozun dissal yolu (Musumeci ve ark., 2015).

Apoptozda birbiriyle etkilesimde olan yollar ekstrinsik yolun aktivasyonunu
diizenleyebilmektedir. Bu diizenleyicilerin dengesizligiyle baz1 kanser tiirlerinde Fas gen
mutasyonlart veya delesyonlari olabileceginden bazi malign degisimlere de neden
olabilmektedir. Ekstrinsik yolun diizenleyicileri ve inhibitorleri arasinda, NF-kB gibi
transkripsiyon faktorleri de bulunmaktadir (Li ve ark., 2021).

2.3.2. igsel yol

Igsel yolun en énemli uyarici ve diizenleyicilerinden birisi Bcl-2 protein grubudur. Bel-
2 geni, kromozom 14 ve 18 translokasyonunda kirilma noktasinda tanimlanmistir. Bcl-2 ailesi
apoptoz ile 6liimiin en temel diizenleyicileridir ve birgok kanser tiiriinde asir1 ifade edilir. Bel-
2'nin artan ekspresyonu kemoterap6tik ilaclara ve radyasyon tedavisine dirence neden
olabilmektedir. Artmis Bcl-2 ekspresyonunun azalmasi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
baskilayabilmektedir. Ayrica, Bcl-2'nin asir1 ekspresyonu hiicre dongiisiinii GO fazinda

durdurabilmektedir (Sayers, 2011).

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Antiapoptotik Bcl-2 sinifi, sitokrom-c salinimini1 baskilayarak apoptoz inhibitorii olarak etki
ederken, proapoptotik sinifi ise promotdrler olarak gorev alir. Proapoptotik denge yalnizca Bel-

2 miktarindan ¢ok Bcl-2 ve Bax arasindaki dengeye daha baglidir (Nair ve ark., 2014).

13



Mitokondrival /-’>

l)ishmkﬂ_\'nn/C/

Bax. Bak, Bud

l

P B

C/ Bel-2 ve Bel-XL.

—
CYCS

|

o Kaspaz 9
!

0 ¢ Kaspaz 3, 6,7

!

Sekil 2.4. Apoptozun i¢sel yolu (Singh ve Lim, 2022).

Yukarida anlatilan 6liim sinyallerinden sonra proapoptotik proteinler, translasyon
sonrast modifikasyonlara ugramaktadir. Apoptoz sinyallerine yanit olarak, dis mitokondriyal
zar gecirgen hale gelmektedir ve sitokrom-c salinir. Sitokrom-c sitozole salindiktan sonra Apaf-
1 ile etkilesime girerek kaspaz-9 aktivasyonuna yol acar. Aktif kaspaz-9 daha sonra kaspaz-3'l
aktive eder, bu da daha sonra tiim kaspazlari aktive eder ve apoptoz gerceklesir (Sekil 2.4). I¢sel
yolakta aktif hale gelen kaspazlar, ¢cekirdekteki laminanin bozulmasina ve kaspaz-3 araciligiyla

hlicre ¢ekirdegi membraninin pargcalanmasina yol agar (Fulda & Debatin, 2006).
2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), kesecik ve zarlardan olusan bir organeldir. ER,
mitokondri ile yakin temas halinde bulunmaktadir. Salgilanan, zarla ¢evrili ve bazi organel
hedefli proteinlerin sentezi ve katlanmasi i¢in olduk¢a 6nemli bir organeldir. ER liimeninin
icinde bulunan proteinlerin katlanmasi igin, ATP, Ca?" ve disiilfiir bag1 olusumuna izin veren
bir oksitleyici ortam gerekmektedir (Gorman ve ark., 2012). Hucredeki enerji duzeylerini,
oksidatif stres seviyelerini veya Ca®* konsantrasyonunu bozan kosullar, ER'nin protein katlama
kapasitesini azaltabilmektedir. ER’de meydana gelen bu olumsuz kosullar, proteinlerin dogru
katlanmasini engelleyen veya proteinlerin gereginden fazla ER iginde islenmesini veya

tasinmasini bloklayan mutasyonlar, katlanmamis proteinlerin birikmesine ve dolayisiyla
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agregasyonuna neden olabilmektedir ki bu durum ER stresi olarak adlandirilmaktadir
(Lindholm ve ark., 2006). Hiicreler ER stresinin zararlarindan kurtulmak i¢in toplu olarak
katlanmamus protein tepkisi (UPR) olarak adlandirilan birtakim sinyaller vermektedir. Fakat bu
yanmt daha fazla devam ederse hiicreler ER stresi yoluyla 6lim yoluna yani apoptoza
struklenmektedir. Kanser, iskemi, nérodejeneratif hastaliklar ve diyabet dahil olmak tizere ER

stresiyle iliskili bir¢ok hastalik tanimlanmistir (Yoshida, 2007).

UPR, U¢ ER transmembran reseptoriintinde aktif oldugu kontrollii bir sekilde devam
eden hiicresel bir yanittir. RNA benzeri endoplazmik retikulum kinazinin (PERK), aktive edici
transkripsiyon faktori-6 (ATF6) ve inozitol gerektiren enzim 1 (IRE1), glikoz diizenlenmis
protein (GRP78) ile iliski yoluyla inaktif bir durumda tutulmaktadir. ER stresi kosullar1 altinda,
katlanmamis proteinlerin birikmesi GRP78 artisina ve ii¢ ER stres reseptoriiniin aktivasyonuna
yol agarak UPR aktivasyonunun devam etmesine neden olmaktadir (Schroder & Kaufman,
2005).

ER stresinin U¢ ana (PERK, ATF6 ve IRE1) aktive edici reseptoru hiicre i¢i homeostazi
saglamak igin farkli sinyal yolaklarini uyarmaktadir. PERK, protein sentezinin baskilanmasina
sebep olurken ATF4'lin seviyesini artirir. Bu durumda ATF6 aktifleserek protein katlanmasini
dizenleyen birtakim genleri uyarmaktadir. IRE1 ekspresyonu ise XBP1 ifadelenmesini
destekler ve protein katlanmasini daha da artiran UPR yanitinin devam etmesini saglayan
genleri aktive eder. Aktive olan UPR yalnizca hiicreyi koruyucu gorev tstlenen bir yanit degil,
ayni zamanda uzun siireli aktif kaldiginda hiicrede apoptozu baslatan CHOP gibi faktorlerle
hiicre 6liimiine de yol agabilir. Bu nedenle UPR, hiicre sagkalimi ve 6liimii arasindaki dengede

kritik rol oynayan bir mekanizmadir (Gorman ve ark., 2012).
2.5 Robinin

Robinin (Kaempferol 3-O-robinoside-7-O-rhamnoside), bir kaempferol turevidir.
Bitkilerde yaygin bulunan ve antiflojistik (anti-inflamatuar) dahil olmak zere birgok biyolojik
etki gosteren, dogal polifenolik bilesiklerin temel bir grubu olan flavonoidlere aittir. Robinin,
Robinia pseudoacacia (yalanci akasya) bitkisinde yiiksek oranda bulunmaktadir. Ayrica
Astragalus cinsine ait bitki tirleri ve baklagillerden de bol miktarda izole edilebilmektedir.
Robinin, dzellikle baklagillerin yaprak ve ciceklerinde zengin olarak bulunmakta, farmakolojik

etkileriyle genis bir biyolojik yelpazede degerlendirilmektedir (Tsiklauri ve ark., 2021).
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Molekiiler agirlhigi 740.66 olan Robinin (Sekil 2.5), ilk olarak Vigna unguiculata
yapraginin flavonoid fraksiyonunda da saptanmistir. Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) nétralize
edebilme yetenegi sayesinde antioksidan etki gdOstermekte, lipid peroksidasyonunu
engelleyerek hiicre zarin1 olumsuz etkileyen serbest radikallerin zararli etkilerinden
korumaktadir. Ayrica, NF-kB sinyal yolagini inhibe ederek proinflamatuar sitokinlerin artisini

baskilamakta boylece inflamatuar yanit1 hafifletmektedir (Abhirami ve Ayyappan, 2024).

Yapilan arastirmalarda Robinin’in, TLR2 ve TLR4 ekspresyonunu inhibe etme yetisi
ile antikanser etki gosterdigi ve immiin yanit tizerinde de diizenleyici bir role sahip oldugu
belirlenmistir. Antikanser 6zelligi ile in vitro arastirmalarda, 6zellikle pankreas ve tiroit kanseri
hiicre hatlarinda ¢ogalmay1 azaltarak apoptotik mekanizmalar1 aktive ettigi gosterilmistir

(Zhang ve ark., 2023).
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Sekil 2.5. Robinin’nin kimyasal yapisi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hicre Kaltard

Tez calismasi icin Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 biinyesinde mevcut olan MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatt1 (ATCC®
HTB-26™) kullanilmistir. Hiicre hatt1, %1 Penisilin-Streptomisin (Capricorn; A.B.D.) ve %10
fetal sigir serumu (FBS, Capricorn) ile zenginlestirilmis RPMI 1640 (Biowest; A.B.D.) besiyeri
ile %95 nem ve %5 CO2’li inkiibator kullanilarak 37°C’de uygun kosullar altinda ¢ogaltilmistir.
Flasklarda belli bir yogunluga ulasan hiicrelerin besiyeri aspire edilip 4 mL PBS (Phosphate
Buffered Saline, Gibco) kullanilarak yikanmistir. Daha sonra %0,25 EDTA igeren 2 mL tripsin
(Biowest, A.B.D.) eklenerek hucre-hiicre ve hiicre-flask arasindaki baglanti enzimatik
reaksiyonla koparilarak 37°C’de 4 dk inkiibasyondan sonra hiicrelerin kaldirilmasi saglanmistir.
Tripsin enzim reaksiyonunu durdurmak i¢in eklenen tripsinin iki kat1 kadar besiyeri eklenip
hiicreler falkona aktarildiktan sonra 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
olusan siipernatant aspire edilip pellet besiyerinde ¢ozdiriilmiistir. Cozdurulen pellet daha

sonra hiicre sayimi ve ekimi gibi islemlerde kullanilmistir.

3.2. Hiicre Canhlik Testi

Robinin’in MDA-MB-231 hiicre hattinda canlilik {izerine olan etkisini incelemek i¢in
hiicre canlilik testi CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Abbkine; A.B.D.) sollisyonu kullanilmustir.
I1k olarak hiicre sayimui igin hiicre siispansiyonu 1:1 (v:v) oraninda tripan mavisi ile boyandiktan
sonra boyanmamis olan hiicreler hemositometre kullanilarak sayilmistir. 2x10° hiicre/kuyu
kadar hucre, 96 kuyulu plakalara ekilmis ve 24 saatlik inkiibasyon i¢in 37°C’de %5 CO2’li
etivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda eski besiyeri ortamdan uzaklastirilip farkli
konsantrasyonlardaki (0,25, 0,5, 1,5, 2,5, 5, 15, 25 ve 50 uM) Robinin ile 24, 48 ve 72 saat
boyunca muamele edilmistir. Belirtilen saatler sonunda her bir kuyucuk igerisindeki 100 pL
besiyeri tzerine 10 pL CCK-8 ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka inkilbatorde 3 saat bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda bir mikroplaka okuyucu kullanarak 450 nm'de absorbans 6l¢iilmiistiir. ICso
degeri asagidaki formiil kullanilarak CompuSyn version 0.1 yazilimi ile hesaplanmigmistir.
Ayrica diger deneyler hesaplanan ICso degerine gore yapilmustir. % Hiicre Canlilik = (Ornek
OD) / (Kontrol OD) x 100.

3.3. qRT-PCR ile Gen ifadesi Analizi
3.3.1. Hicrelerden total RNA izolasyonu
Tez projesinde kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatti 6 kuyulu plakaya kuyu basina
2x10° hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Robinin 1Cso dozu
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hiicrelere uygulanip 48 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir kuyuya 500 uL TRIzol (GeneAll;
A.B.D.) eklenip 5 dk inkiibe edildikten sonra kaziyict kullanilarak plakadan kazinan hucreler
ependorf tibe toplanip 20 dk -20°C’de bekletilmesinin ardindan 15 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra ependorflara 100 pL kloroform eklenip 10 sn giiglii bir
sekilde vorteks ve 15 dk oda sicakliginda beklemeye birakildiktan sonra +4°C’de 14000 g de
15 dk santrifiij edilip iist faz baska bir ependorfa toplanmistir. Toplanan {ist faza 250 pL
izopropanol ve 250 pL 2 M NaCl eklenip 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra +4
°C’de 14000 g de 15 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda olusan pellet 500 pL %70 etanol
ile yikanip +4 °C’de 14000 g de 15 dk santrifiij edilmistir. Pellet DNAse ve RNAse icermeyen
suda ¢ozdiiriilmiis total RNA elde edilmistir. Total RNA -80°C’de saklanmustir.

3.3.2. RNA miktarmn belirlenmesi ve DNAse-1 enzimi uygulamasi

Izole edilen total RNA’nin saflig1 ve miktar1 nanodrop cihazi kullanilarak 230, 260 ve
280 nm absorbans degerleri 6l¢iilerek kimyasal kirlilik ve DNA kontaminasyonu A260/A280
ve A260/A230 degerleri referans alinarak belirlenmistir. Olgiilen A260/A230 orani i¢in 2-2,4
ve A260/A280 orani igin ise 2+0,1 degerlerine yakin olan RNA oOrnekleri deneyler icin

kullanilmastir.

Izole edilen total RNA’daki olas1 genomik DNA kontaminasyonlarinin uzaklastirilmasi
icin DNase-1 (Thermo Scientific; A.B.D.) enzimi kullanilmustir. Ilk olarak 4 pg total RNA
iizerine 2 pL. DNAse-I reaksiyon mix ve 2 pL. DNAse-I enzimi eklendikten sonra 30 dk 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Enzim reaksiyonunu durdurmak i¢in tiiplere 2 pLL EDTA eklendikten

sonra 10 dk boyunca 65°C’de inkiibe edilmistir. Total RNA 6rnekleri -80°C’de saklanmustir.

3.3.3. Revers transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi

DNAse-I enzimi ile muamele edilen RNA’lart cDNA’ya doniistiirebilmek i¢in iScript
cDNA Sentez kiti (Bio-Rad; A.B.D.) kullanilmstir. Kit protokoliine gore 1 pg RNA iizerine 4
uL 5X iScript reaksiyon mixi ve 1 pL revers transkriptaz enzimi eklenmistir ve RNA 6rnekleri
25°C’de 5 dk, 46°C’de 20 dk ve 95°C’de 1 dk inkiibasyona birakilmistir, reaksiyon sonunda
olusan cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.4. Hedef genlerin primer tasarim
Robinin’in MDA-MB-231 hiicre hattinda TLR2, TLR4, apoptoz ve ER stresi yolaginda
bulunan genlerin mRNA diizeyinde ifadesini tespit edebilmek i¢in gRT-PCR kullanilmistir. Bu

dogrultuda hedeflenen genler ve analiz i¢in kullanilacak olan referans gen (ACTB ve PGK1)
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isimleri, tanimlar1 ve Tablo 3.1’de tasarlanan primer dizileri ise Tablo 3.2 de verilmistir (Glnes
ve ark., 2022; Giines, 2023; Solak ve ark., 2024).

Tablo 3.1 qRT-PCR analizinde kullamilan apoptoz, ER stresi, TLR ve referans genleri.

No Gen semboli  Gen tanim

1 BAX BCL2-iliskili X proteini

2 BCL2 B hucreli CLL/lenfoma 2

3 CASP3 Kaspaz 3, apoptozla iliskili sistein peptidaz
4 CASP7 Kaspaz 7, apoptozla iliskili sistein peptidaz
5 CASP8 Kaspaz 8, apoptozla iliskili sistein peptidaz
6 CASP9 Kaspaz 9, apoptozla iliskili sistein peptidaz
7 CYCS Sitokrom c, somatik

8 FADD FAS ile iliskili 6liim alan1 proteini

9 FAS Fas hiicre yizeyi 6lum reseptori

10 TP53 Tumor protein p53

11 ATF4 Aktive edici transkripsiyon faktori 4

12 ATF6 Aktive edici transkripsiyon faktori 6

13 CALR Kalretikulin

14 CHOP C/EBP homolog protein

15 EIF2A Okaryotik translasyon baslatma faktorii 2 alfa
16 GRP78 Glikozla duzenlenen protein 78

17 HSP47 Is1 soku proteini 47

18 IRE1 Inositol gerektiren kinaz 1

19 PERK RNA benzeri endoplazmik retikulum kinaz
20 XBP1 X-Box baglayici protein 1

21 TLR2 Toll benzeri reseptdr 2

22 TLR4 Toll benzeri reseptor 4

23 ACTB Aktin, Beta

24 PGK1 Fosfogliserat kinaz 1

3.3.5. gRT-PCR reaksiyonu

Hedef genlerin mRNA seviyesinde ifade duzeyleri RT-PCR cihazinda (Bio-Rad CFX;
Singapur) belirlenmistir. qRT-PCR’da ¢ift iplikli DNA’ya baglanmasi i¢in 5x EvaGreen (Solis
BioDyne; A.B.D) kullanilmigtir. Reaksiyon bagina 5 pL 5x EvaGreen, 2 uL. cDNA, 12,5 pmol
ileri ve geri primerler (Tablo 3.2) ile niikleaz igermeyen su kullanilarak total hacim 10 puL’ye
tamamlanmistir. Olusturulan reaksiyon 95°C’de 15 dk denatiirasyon isleminden sonra 40 dongii
boyunca 95°C’de 15 sn, 60°C’de 30 sn annealing ve 72°C’de 30 sn uzama islemine tabi
tutulmustur. Reaksiyon sonunda Ct degerleri ve erime egrisi grafiklerinin sonuglar1 analiz

edilmistir. Referans gen olarak ACTB ve PGK1 kullanilmistir.

3.4. Enzim Baglantih immiinosorbent Testi (ELISA)

Kontrol ve Robinin grubunda kaspaz 7, (BT Lab; Cat#E2257Hu), BAX (BT Lab;
Cat#E4977Hu) ve sitokrom-c (BT Lab; Cat#E7110Hu) protein dlzeyi iiretici firmanin
talimatlart dogrultusunda ELISA kitleri kullanilarak belirlenmistir. Kisaca; 40 pL 0rnek uzerine
10 pL biyotinlenmis antikor ve 50 pL streptovidin HRP eklendikten sonra 1 saat 37°C de
inkiibasyona birakilmistir. Bes kez yikama islemlerinden sonra 50 puL substrat A ve 50 uL
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substrat B soliisyonlar1 eklenmistir, 10 dk 37 °C de inkiibasyon isleminin ardindan 50 pL stop

sollisyonu eklenip 450 nm dalga boyunda ELISA plaka okuyucuda (Biotek Epoch; 44 A.B.D.)

Ol¢iilmiistiir.

Tablo 3.2. qRT-PCR analizindek kullanilan genlerin primer dizileri.

Gen Ileri primer dizisi Geri primer dizisi Uzunluk (bg)
BAX GGAGCTGCAGAGGATGATTG GGCCTTGAGCACCAGTTT 151
BCL2 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC GAGACAGCCAGGAGAAATCAA 125
CASP3 GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA TCAATGCCACAGTCCAGTTC 162
CASP7 CGAAACGGAACAGACAAAGATG TTAAGAGGATGCAGGCGAAG 169
CASP8 GCCCAAACTTCACAGCATTAG GTGGTCCATGAGTTGGTAGATT 160
CASP9 CGACCTGACTGCCAAGAAA CATCCATCTGTGCCGTAGAC 153
CYCS GGAGAGGATACACTGATGGAGTA  GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT 102
FADD TGACCGAGCTCAAGTTCCTATG CCAGGTCGTTCTGCTCCAG 108
FAS GTGATGAAGGACATGGCTTAGA GCCCAAACTTCACAGCATTAG 156
TP53 GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG TTTATGGCGGGAGGTAGACT 129
ATF4  TTCGACCAGTCGGGTTTG GGAGAACCCATGAGGTTTGA 93
ATF6  GAAGGGATCACCTGCTGTTAC GTCCATCACCTGACAGTCAATC 152
CALR CGGCTACGTGAAGCTGTT ACGTTCTTGCCCTTGTAGTT 144
CHOP AACGGAAACAGAGTGGTCAG GGTCAGGCGCTCGATTT 137
EIF2A  GGTTTCTTGGCAGCCATTT TGCAACTTTAGGCTCCTCAC 100
GRP78 TGGTATTCTTCGAGTGACAGC GACCATCCTTTCAATTTCTTCAGG 108
HSP47 AGATGCAGAAGAAGGCTGTT GTTCTTGTCGATGGCCTCA 113
IRE1 GCGCATCACAAAGTGGAAGTA ACATACAGAGTGGGCGTCA 75
PERK  CAAAGTAGATGACTGCAATTACGC TCCAGCCACGCATTGAAATA 141
XBP1  CCAGAACATCTTCCCATGGAT GGGTCCAACTTGTCCAGAAT 89
TLR2 TTATCCAGCACACGAATACACAG AGGCATCTGGTAGAGTCATCAA 160
TLR4 CCCTGAGGCATTTAGGCAGCTA AGGTAGAGAGGTGGCTTAGGCT 126
ACTB  AGCACGGCATCGTCACCAACT TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT 179
PGK1 ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC AGCCACAGCCTCAGCATATTTC 104

3.5. Hedef Genlerin Protein Seviyesinin Belirlenmesi
Kontrol ve Robinin uygulanan hiicre gruplar1 arasinda mRNA ifadesinde anlamli
regulasyon gorilen TLR2, TLR4, kaspaz 3, kaspaz 8 ve P53 protein dlzeyindeki ifadesi

western blot analizi ile belirlenmistir.

3.5.1. Protein izolasyonu

Kuyu basina 5x10° hiicre 6 kuyulu plakalara ekildikten sonra 37°C’de yaklasik 24 saat
inkiibasyona birakilmigstir, ICso Robinin’in dozu uygulanmistir. Ardindan besiyeri aspire edilip
1 mL PBS ile yikandiktan sonra plaka buz iizerine alinip her bir kuyuya 1000 pl RIPA lizis
buffer (VWR; A.B.D.) ve 10 pL proteaz inhibitor kokteyli (Sigma Aldrich; A.B.D) hazirlanip
tyice karistirildiktan sonra eklenip 15 dk buz i¢erisinde beklenmistir. Daha sonra kuyular hiicre
kaziyict kullanilarak kazinip ependorflara alindiktan sonra +4°C 14000 g’de 15 dk santrifij
edilip slipernatant baska bir ependorfa alinmistir. Toplanan total protein -80°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.5.2. Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Izole edilen total protein orneklerinin konsantrasyonlar1 Bradford (Thermo; Almanya)
ve standart BSA (5-20 ug/30 pL, sigir serum albiimini) kullanilarak tespit edilmistir. Toplam
30 pL protein 6rnegine 90 plL bradford ¢ozeltisi eklenip hazirlanan karisimdan 100 plL
mikroplakaya konulup 5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra mikroplaka okuyucuda (Biotek
Epoch; 44 A.B.D.) 595 nm’de absorbans degeri ol¢iilmiistiir ve BSA standart egrisi dikkate

alinarak protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Sekil 4.1).
3.5.3. Elektroforetik analizler

Konsantrasyonlar1  belirlenen proteinler SDS-PAGE (sodyum dodesil silfat-
poliakrilamid jel elektroforezi) yéntemi ile ayristirilmstir. ilk olarak ayirma jeli icin 12,4 mL
dH.O (distile su), 9,6 mL %30 bisakrilamid soliisyonu, 7,6 mL 4X ayirma jeli soliisyonu, 446
uL %10 APS (amonyum persiilfat) ve 20 pL TEMED karistirilarak 1 mm kalinliginda ve 10
cm? boyutundaki cam plakalar arasina dokiilmiistiir. Hava kabarcigimi énlemek ve diizgiin bir
alan olusturmak i¢in ayirma jelinin {ist kism1 butanol ile kaplanmistir. Polimerizasyon sonrasi
biitanol kurutma kagidi yardimiyla uzaklastirilmistir. Daha sonra yiginlama jeli i¢in 8 mL
dH20, 2,4 mL %30 bisakrilamid soliisyonu, 3552 pL 4X yiginlama soliisyonu, 264 puL %10
APS ve 40 pL TEMED eklenip ayirma jelinin iizerine dokiilmiis ve taraklar yerlestirilmistir.
Polimerizasyon sonrast kuyucuklar dH20 ile yikanmistir. Toplam 30 pg protein 0rnegi 6X
ornek yiikleme tamponu ile karigtirllip 95°C de 7 dk kaynatildiktan sonra kuyucuklara
yiklenmistir. Proteinler yiginlama jeline gegene kadar 60 V, ayirma jelinde ise 120 V

elektroforez iglemi uygulanmustir.
3.5.4. Western blot analizi

SDS-PAGE yontemi ile ayristirilan proteinlerin PVDF membrana aktarimi, transfer
cozeltisi (14,41 gr glisin, 3,03 gr Tris, 10 mL %10 SDS ¢0zeltisi, 250 mL dH20 ve 150 mL
metanol) kullanilarak transfer cihazinda (BioRad) 1,5 A, 25 V akim ile yapilmigtir. Membranlar
metanolde 30 sn bekletildikten sonra %3 sut tozu ¢ozeltisinde 1 saat bloklama islemi
gerceklestirilmistir. Membranlar primer antikorlarda +4°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmigtir. Membranlar 3X 10 dk TBST ile yikama islemine tabi tutulmustur. Sekonder
antikor ile 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilen membranlar, 3X 10 dk TBST ile yikanmistir. Daha
sonra ECL solusyonu (Advansta; K-12045-D20) ile 5 dk inkiibe edilen membranlar

goriintlileme cihazinda (Azure Biosystems) goriintiilenmistir.
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3.6. Koloni Olusum Deneyi

Robinin’in MDA-MB-231 hiicre hattinda koloni olusturma yetenegine -etkisini
degerlendirmek icin koloni deneyi yapilmustir. Hiicreler 6 kuyucuklu plakaya 2x102 hiicre/kuyu
ekilmis ve 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Robinin’in ICsg dozu uygulandiktan sonra 7 giin
stresince 2 gunde bir besiyerleri yenilenmistir. Koloni olusumu gozlendikten sonra kuyular
PBS ile yikanip -20°C’de 15 dk bekleme sonrasi soguk %99’luk etanol ile fikse olmasi

saglanmigtir. Koloniler kristal viyole ile boyanip sayilmistir.

3.7. Istatistiksel Analizler

Bu calismada qRT-PCR kullanilarak hedef genlerin Ct degerleri ACTB ve PGK1
referans genleri ile normalize edilerek 2040 degerleri kullanilmistir. Deney gruplarinin
istatistik analizi SPSS 26.0 kullanilarak student t-testi ile gerceklestirilmistir. Tiim analizlerde

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli1 olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Hicre Kultura

Bu tez projesinde kullanilan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti uygun nem,
sicaklik ve CO2 oranina sahip bir etiivde inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir. Bu hiicre hatt1 epitel-

benzeri olarak smiflandirilmaktadir. Hiicreler, morfolojik olarak uzun ve ince bir yapiya
sahiptir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. MDA-MB-231 10X ve 40X mikroskop goriintiisu

4.2. Robinin’in Canlilik Uzerine Etkisi

Robinin uygulamasinin  MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisini
incelemek i¢in CCKS8 testi yapilmistir. MDA-MB-231 hiicrelere farkli konsantrasyonlarda
(0,25, 0,5, 1,5, 2,5, 5, 15, 25 ve 50 uM) Robinin uygulanmistir ve 24, 48 ve 72 saat boyunca

inkiibasyona birakilmistir. ICso degeri Compusyn 0.1 programi kullanilarak 48. saat i¢in 16,67
MM olarak bulunmustur (Sekil 4.2).

e 24h
mmm 48h
mm 72h

Hiicre Canlihg (%)

Robinin Konsantrasyonu

Sekil 4.2. Robinin’in meme kanseri hiicre hattinda canlilik tizerine etkisi.
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4.3. Robinin’in Hedef Genler Uzerine Etkisi

gRT-PCR sonucunda analiz edilen genlerin erime egrisi grafikleri Sekil 4.3’te
verilmistir. Calismada kullanilan apoptoz, ER stresi, TLR ve referans genlerin spesifik olarak
yiikseltgendigi gozlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda Robinin’in TLR2, TLR4 (Sekil
4.4.), apoptoz (Sekil 4.5.) ve ER stres (Sekil 4.6.) yolaklarina ait genlerin mMRNA seviyesinde

ifadesi Uzerine etkisi gosterilmistir.

IBAX BCL2 |casps [CASPY —
i i V= i
i
| CASPS CASPO |CYCS FADD A
1 { \ f ||
} 1
| ) ' l | lll
| FAS Py ATFA4 |ATFG
‘ }
i i i |
CALR \ | cHOP \ LEIF2A | GRP7S

HSP47 PERK ] | IRE1 XBP1

TLR2 TLR4 /) ACTB A PGKI1

Sekil 4.3. qRT-PCR sonucu elde edilen melt egrileri

Robinin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde TLR2 (p<0,001) ve TLR4 (p<0,01)
ifadelerinin anlamli diizeyde baskilandigi goézlenmistir (Sekil 4.4).Kontrol grubu ile
karsilastirildigi zaman, Robinin uygulamasi sonrasi apoptoz yolaginda bulunan BAX
(p<0,001), CASP3 (p<0,01), CASP7 (p<0,05), CASP8 (p<0,01), CYCS (p<0,01) ve FADD
(p<0,001) genlerin ifadesinde anlamli artis gozlenmistir. BCL-2 (p<0,01) gen ifadesinin ise
anlamli olarak baskilandig1 gézlenmistir (Sekil 4.5). CASP9, FAS ve P53 genlerinin ifadesinde

ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir yukari regiilasyon tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. TLR2 ve TLR4 gen ifadesindeki degisiklikler ** p<0,01; *** p<0,001.
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Sekil 4.5. Apoptoz ile iligkili genlerin ifadesindeki degisiklikler. *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Robinin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde ER stres sinyal yolagi (ATF4, ATF6, CALR,
CHOP, EIF2A, GRP78, HSP47, IRE1, PERK ve XBP1) genlerinin ifadesine etkisi
belirlenmistir. ATF4 (p<0,05), CALR (p<0,001), CHOP (p<0,001), EIF2A (p<0,05), GRP78
(p<0,001), IRE1 (p<0,05) ve XBP1 (p<0,001) gen ifadelerinde anlamli artis gézlenmistir.
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Ancak, HSP47 ve PERK ifadesinde gozlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.6. ER stres ile iligkili genlerin ifadesindeki degisiklikler. *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
4.4. Robinin’in Apoptoz protein Ekspresyonu Uzerine Etkisi (ELISA)

Robinin uygulamasindan sonra hiicrelerde BAX, CASP7 ve CYCS protein diizeyi
degisimini incelemek igin ELISA testi yapilmistir. Robinin uygulamasi sonrast BAX protein
seviyesi 38.4+2.85 ng/ml’den 112,34+18,76 ng/ml’ye, CASP7 protein seviyesi 1850,5+70.71
ng/L’den 3118+10,6 ng/L’ye ve CYCS seviyesi ise 117,21+6,40 ng/ml’den 261,28+15,68
ng/ml’ye anlamli diizeyde yiikselmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Hiicrelerin BAX, CASP7 ve CYCS protein seviyelerinde degisim
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4.5. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Kontrol ve doz gruplarinin protein konsantrasyonlarini 6l¢mek i¢in Bradford yontemi
kullanilmistir. Standart grafik cizildikten (Sekil. 4.8) sonra izole edilen kontrol ve doz
gruplarinin konsantrasyonlar1 hesaplanan denkleme gore belirlenip western blot asamasina

gecilmistir.

v = 0.0096x+0.1881
R*=0.9199

)

Dansite (395 nm)

Ophik

0 s 10 15 20
BSA Konsantrasvonu (j1g)

(]
n

Sekil 4.8. BSA konsantrasyonu standart grafigi

4.6. Western Blot Analizi Sonuglari

TLR2, TLR4, CASP3, CASP8 ve P53 protein seviyeleri ise western blot yontemi ile
tespit edilmistir. TLR2 (p<0,05) ve TLR4 (p<0,001) protein seviyesi Robinin uygulanan grupta
anlaml diizeyde baskilanmustir (Sekil 4.9.). CASP3 (p<0,01), CASP8 (p<0,01) ve P53 (p<0,05)

protein seviyelerinde ise yukari regiilasyon gozlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Robinin’in TLR2 ve TLR4 protein seviyesine etkisi *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Sekil 4.10. Robinin’in CASP3, CASPS8 ve P53 protein seviyesine etkisi *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
4.7. Robinin’in Hiicrelerin Koloni Olusturma Kapasitesi Uzerine Etkisi

Kontrol ve Robinin uygulanan MDA-MB-231 hiicre gruplarinin koloni olusturma
kapasitesi tizerine etkisini incelemek i¢in koloni deneyi yapilmistir. Robinin grubunda kontrol
grubuna gore koloni olusturma kapasitesi anlamli olarak baskilandigi tespit edilmistir (Sekil
4.7.1).
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Sekil 4.11. Robinin’in hiicrelerin koloni olusturma kapasitesine etkisi ** p<0,01.
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5. TARTISMA

Kadinlarda oldukga sik goriilen meme kanseri, mortalite oraniyla akciger kanserinden
hemen sonra kanser sebepli 6liimlerin ikinci sirasinda gelmektedir. Kadinlarda meme kanseri,
kolon kanseri, akciger kanseri, rahim kanseri ve karaciger kanseri gibi ¢esitli kanser vakalarinin
%51'ini olusturdugu tespit edilmistir. Sadece meme kanseri kadinlarda tan1 konan kanserlerin
%30'unu kapsamaktadir (Siegel ve ark., 2022).

Meme kanseri insidans1 15 yilda ~850.000°den 1.800.300’e artmistir. Ayrica en Onemli
risk faktorlerinden olan yasa bagli insidans orani ise %30’dan %45’e ¢ikmustir. Ozellikle

gelismekte olan iilkelerde yeni vaka insidans ve mortalite orani yasa ve cinsiyete bagli olarak

surekli artmaktadir (Chen ve ark., 2020).

En onemli risk faktorlerinden olan yas, obezite, hormon diizensizlikleri ve hormon
alimi, menopoza girme yasi, aile 6ykiisii, sigara ve alkol kullanimi1 meme kanserine yakalanma
ve kanserin ilerlemesinde ¢ok biiyiik bir rol oynamaktadir. Meme kanserinde kemoterapi,
radyasyon ve cerrahi tedavi gibi cesitli tedavi yollar1 kullanilmaktadir. Son zamanlarda meme
kanserinde asir1 eksprese olan biiylime faktorlerini inhibe etmeye yonelik tedaviler ve adjuvan
tedaviler yayginlassa da insidans ve mortalite oran1 yiiksek seyretmektedir. Bu yiizden alteratif

tedavi yollar1 aranmaktadir (Ramani ve ark., 2017).

Meme kanserinin basta HER2+, Luminal A, Luminal B, klaudin diisiik ve iiclii negatif
(UNMK) olmak iizere ve bircok alt tipi bulunmaktadir. Belirtilen alt tiplerinin ¢ogu dstrojen ve
progestron reseptorlerine sahiptir. Meme kanseri liimen hiicrelerinde 6zel olarak eksprese olan

proteinlerin genlerine sahiptir ve Limen A ve Limen B olarak iki sinifa ayrilmaktadir.

Ostrojen ve progestron reseptérlerince zengin olan fakat HER2 reseptorii olmayan
Luminal A tipi, bu kanserin ~%50'ini kapsamaktadir diger alt tiplere gore metastaz oran1 diisiik
ve 1yi prognozlu bir profile sahiptir. Diger bir alt tip olan Luminal B ise, tim meme kanseri
tiplerinin ~%10'una sahiptir. Diger Liimen tipine gore daha kot prognozludur. Belirtilen (¢
reseptére de (HERZ2, 6strojen ve progesteron) sahiptir. Bu o6zelliklerinin yaninda niiksetme ve
metastaz olasihig1 yiiksektir. HER2 reseptdrlerince zengin olan diger tip ise OR ve PR
reseptorlerince negatiftir. UNMK ya gére daha iyi prognozludur ve metastaz olasilig1 bu tiire
gore daha distiktiir (Allison, 2012; Eroles ve ark., 2012).
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UNMK tipi tiim meme kanseri tiirlerinin ~%25'sini olusturur. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatt1 bu gruba ait dzellikleri tasimaktadir. Ozellikle OR ve PR
reseptorlerince negatif olan bu grupta HER2 reseptorlerinin ifadesi ise ¢ok az veya hig
olmayabilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 hedefe yonelik tedaviler yapilamamaktadir. Meme
kanserinin tiim alt tiplerine kiyasla UNMK en kotii prognozlu olandir. Nilksetme olasilig1 ¢ok

yiiksektir ve metastaz yetenegi oldukca gelismistir (Zagami ve Carey, 2022).

UNMK hiicreleri karmasik ve ¢ok diizensiz olan bir genoma sahiptir. Ayrica timor
icindeki heterojenitesi de oldukca yuksektir (Geyer ve ark., 2017). Yapilan arastirmalara gore
UNMK hastalarinda tanidan sonra ilk 5-6 yil i¢inde baska dokulara metastaz goriilmekte ve
dolayisiyla 6lim orani daha yuksektir (ElI-Mesidy ve El-Kashif, 2009). Hastalara sadece
kemoterapi ve radyasyon gibi tedaviler uygulanabilmektedir. Reseptérler yonunden negatif
olan bu tipe ¢ogu yeni strateji uygulanamamaktadir. Bu yuzden yeni alternatif ve etkili terapotik

strateji ve tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Apoptoz, hiicre i¢i ve dis1 birtakim yolaklar sayesinde hiicre ¢ogalmasi ve hiicre igi
dengede ¢ok 6nemli bir gorevi olan hiicre 61im yoludur. Apoptoza giden bu sistemde meydana
gelen problemler, dengesiz hiicre artisina ve bunun sonucunda timor olusumuna yol
agmaktadir. Apoptozun hem i¢ hem de dis tetikleyicileri mevcuttur (Pfeffer ve Singh, 2018).
Igsel yolaktan tetiklenen apoptoz BCL-2 tarafindan yonetilmektedir. Bu yolakta BAX ve BAK
aktive edilir ve hiicre yiizeyine sitokrom-c’nin salinmasini tesvik eder. Bu sayede APAF1 aktif
olur ve CASP3, CASP6, CASP7, CASP8, CASP9 ile CASP10’u aktive eder ve boylece apoptoz
gergeklesir (Carneiro ve El-Deiry, 2020). Apoptozun bir diger yolu olan digsal yolda FAS
ekspresyonu gibi hiicre dis1 birtakim sinyaller gerekmektedir. Baz1 6liim ligandlartyla 6liim
reseptorleri etkilesime girer ve bu etkilesime adaptor proteinde katilir ve DISC kompleksi
olusur ve bu kompleks kaspazlari aktiflestirir (Fulda ve Debatin, 2006).

Bu tez ¢alismasinda da Robinin’in apoptoz (BAX, BCL2, CASP3, CASP7, CASPS,
CASP9, CYCS, FADD, FAS ve P53) gen ifadesi degisimine etkisi arastirilmis ve BAX,
CASP3, CASP7, CASP8, CYCS ve FADD genlerinde anlamli yukar: regiilasyon gozlenirken
BCL-2 gen ifadesinin ise anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Ayrica protein seviyesini
belirlemek i¢in ELISA kullanilmis, BAX, CASP7 ve CYCS seviyesinde anlamli artis
gozlemlenmistir. Ayrica CASP3, CASP8 ve P53 protein seviyesi western blot yontemi ile

belirlenmis olup anlamli yukar: regiilasyon tespit edilmistir.
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ER’de katlanmamis proteinlerin birikmis olmasi hiicreleri igsel ya da dissal yol
araciligryla apoptoza siiriikleyebilir. Katlanmamis proteinlerin birikmesiyle reaktif oksijen
tirleri ve hicre i¢i denge bozulur ve hiicrede UPR tepkisi gergeklesir. ER stresi olarak
adlandirilan bu olay da reaktif oksijen tirleri ile hiicre hemostazinda dengesizlige neden
olabilir. Hiicrede UPR (Katlanmamis Protein Tepkisi) aktivasyonu gelisir. Buna bagli olarak,
hiicrelerde ATF4, ATF6, CALR, CHOP ve EIF2A gibi genlerin ekspresyonunda yukari
regulasyon gozlenmektedir (Evyapan ve ark., 2019; Kim ve Kim, 2018). Bu tez projesinde de
ER stres (ATF4, ATF6, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, HSP47, IRE1, PERK ve XBP1)
genlerinin ifadesi gRT-PCR ile tespit edilmistir ve ATF4, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, IRE1

ve XBP1 gen ifadelerinde anlamli artis gdzlenmistir.

Kanser hiicrelerinin apoptoz yoluna girebilmesi i¢in flavonoid bilesiklerin kullanmak
oldukga akilli bir yaklasimdir. Bu konuda farkli flavonoid bilesiklerin etkinlikleri
arastirilmaktadir. Flavonoid bilesikler bitki kdkenli, bitkilere renk bazen de aroma verebilen
ikincil metabolitlerdir. Flavonoidlerin antikanser, antiinflamatuar, antidiyabetik ve
antibakteriyel vb. bir¢ok 6zelliginin oldugu kanitlanmistir (Batra ve Sharma, 2013; Panche ve
ark., 2016). Flavonoidler meme kanseri patogenezinde bir¢ok yolak ile etkilesime girebilir,
hiicre proliferasyonu ve metastaz gibi bircok koti prognozu engelleyebilir ve kanser

hiicrelerinin 6limiinii dogal yollar aktive ederek indiikleyebilir (Ravishankar ve ark., 2013).

Dogal fenolik bir bilesik olan ve birgok bitkide bulunan Robinin, bazi ¢alismalarda
antikanser, antiinflamatuar etkisi ve bir¢ok biyolojik aktivitesi kanitlanmis biyoflavonoid
grubundadir. Robinin, birgok sinyal yolaklariyla etkilesime girebilmektedir. Ornegin tirozin
protein kinazlar1 ve bagisiklik sisteminde rol oynayan 6nemli enzim reaksiyonlarinin {izerinde
etkili bir bilesik olabilmektedir (Gil ve Eom, 2023; Kumar ve Pandey, 2013; Panche ve ark.,
2016).

Vigna unguiculata yapragindan izole edilen Robinin’in bir diger 6zelligi de viicutta
inflamatuar yangiy1 hafifletmek ig¢in asir1 artmis TLR2 ve TLR4’ln ekspresyonunu
baskilayabilir (Janeesh ve ark., 2014). Apoptozu aktif edebilmenin bir diger yolu ise apoptozun
icsel ve digsal yolagini engelleyen TLR’lerin yiiksek ekspresyonunu baskilamaktir (Zhang ve
Bliska, 2003). TLR'ler, normalde bagisiklik hiicrelerinde ifade edilir ve bagisiklik sisteminde
cok onemli reseptorlerdir (Mifsud ve ark., 2014; Palm ve ark., 2015; Shi ve ark., 2020).
Kimokin ve sitokinlerin (TGF-p, IL-6 gibi) salinimini saglayarak bagisiklik yanitini diizenleyen

TLR’lerin 10 Uyesi bulunmaktadir. Ayrica TLR’ler yalnizca inflamatuar sistemde degil timor
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hiicrelerinde de eksprese olmaktadir. Bu durum kanser gelisimini dolayisiyla metastazi

destekleyebilmektedir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2009).

Robinin’nin  kalp dokusundaki lipid peroksidasyonunu ve inflamasyonunun
belirteglerinden siklooksijenaz-2 (COX-2) ile lipoksijenaz-15 (LOX-15) diizeylerini 6nemli
Olclide baskiladigr belirlenmistir. Bunun yansira TGF-B1 yolagmi diizenleyerek
kardiyotoksisiteyi azalttigr gézlenmistir. Ayrica bu c¢alismada Robinin’in oksitlenmis diisiik
yogunluklu lipoprotein (ox-LDL) uyarimu ile ekspresyonu artan TLR2 ve TLR4 ekspresyonunu
baskilayarak TLR-NF-xB yolagini inhibe ettigi belirlenmistir (Abhirami ve Ayyappan, 2024).

Yapilan bir g¢alismada Robinin’nin ox-LDL ile uyarilmis insan periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde (PHMH) TLR2, TLR4 ve NF-kB yolag1 iizerindeki etkileri
arastirilmistir ve sonugta, Robinin’in 6 pg/mL konsantrasyonunda sitotoksik olmadigi ve 24
saatlik uygulamada anti-inflamatuar etki gosterdigi bulunmustur. Ayrica MCP-1, TNF-a, IL-6
ve ICAM-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin protein ekspresyon seviyeleri baskilanmaistir.
TLR2 ve TLR4 diizeyleri ise mRNA diizeyinde baskilanmistir. Robinin, ox-LDL’nin sebep
oldugu NF-kB yolagmin aktivasyonunu, ROS ve lipid peroksidasyonunu azaltmstir.
Dolayistyla COX, LOX, iNOS ve PGE2 gibi inflamatuvar belirte¢ seviyelerini baskilamistir
(Janeesh ve ark., 2014). Ayrica, adjuvan artrit modeli kullanilarak yapilan bir arastirmada,
robinin metotreksat bilesigi ile kombine uygulandiginda plazma IL-17 seviyesinde azalmaya
neden olarak anti-inflamatuar etki gosterdigi belirlenmistir (Tsiklauri ve ark., 2021). Ancak,
Robinin’in antikanser etkisi iizerine olan aragtirmalar oldukg¢a sinirlidir. Bu kapsamda bir
caligmada, insan meme kanseri hiicrelerinde Robinin ve kaempferol flavonoidlerinin sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile es zamanl olarak tayini yapilmig
ancak hiicre proliferasyonu ve antikanser etkisine dair bir ¢alisma yapilmamistir (Tsiklauri ve

ark., 2011).

Meme kanseri agisindan yapilan arastirmalarda TLR2, 6zellikle UNMK hiicrelerinde
cok yiiksek seviyede ifade edilir. Ornegin MCF7 hiicrelerine gore bu tez calismasinda
kullanilan MDA-MB-231 hiicre hattinda TLR2 nin asir1 ifadesi gortilmiistiir. Meme kanserinde
TLR2'nin yuksek ekspresyonu, NF-kB yolunu pozitif olarak etkilemektedir ve dolayistyla IL-
6 ve TGF-p gibi sitokinlerin ifadesini de arttirmaktadir (Xie ve ark., 2009). TLR2 gibi UNMK
hicrelerinde TLR4’nin ifadesi de artis gostermistir. Dolayisiyla kanser hiicrelerinin

proliferasyonunu ve metastazini arttirabilmektedir
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Robinin’in TLR2/TLR4 inhibitorii olma ozelligini kullanarak, kanser gelisimini
destekleyen TLR2 ve TLR4’(n hedef alinmasi, yeni bir terapotik ajan olabilme ihtimalini
giiclendirmistir. Zhang ve ark. (2023) yaptigi bir ¢aligmada, Robinin, Mia-PACA2 ve PANC-1
pankreas kanseri hiicre hatlarinda antikanser etkiler gosterdigi belirlenmistir. Bu etkilerin,
Ozellikle TLR2 Gizerinden PI3K/AKT sinyal yolunu baskilamasiyla iligkili oldugu goriilmiistiir.
Yapilan in vitro analizlerde Robinin (1 uM, 24 saat), Mia-PACA2 ve PANC-1 hicre
cogalmasin1 ve gogiinii anlamli diizeyde baskilamis, EMT (Epitelyal Mezenkimal Gegis)
belirtegleri olan a-SMA ve Snail’in ekspresyon seviyesini ise azaltmistir. Ayrica hiicrelerde IL-
6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokin seviyeleri de baskilanmistir. Bir TLR2 agonisti olan
CU-T12-9’un Robinin’in etkilerini kismen geri dondirebilmesi i¢in kullanilmis ve boylece bu
etkinin TLR2 araciligiyla gerceklestigi kanitlanmistir. Ayni ¢alismada yapilan hayvan
deneylerinde ise, Robinin uygulamasinin tiimoér hacminde anlamli azalmaya neden oldugu
ayrica, vimentin ve a-SMA gibi EMT ile iliskili proteinlerin seviyesinde baskilanmaya sebep
oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, Robinin, TLR2-PI3K/AKT yolunu hedef alarak pankreas
kanseri hicrelerinde timor buyumesini, gogii, inflamasyonu ve EMT’yi baskilamistir. Bu
Ozellikleriyle pankreas kanseri tedavisinde potansiyel bir adjuvan ajan olarak
degerlendirilmektedir (Zhang ve ark., 2023).

Robinin ile yapilan baska bir ¢alismada ise Robinin’in tiroit kanseri hiicre hatt1 (TPC-1
ve SW1736) lzerinde etkisi arastirilmigtir. Tiroit kanseri hicrelerinin proliferasyonunu doza
bagli olarak baskilamis, ayrica TPC-1 ve SW1736 tiroit kanseri hiicrelerinde oksidatif stresi
arttirmig ve hiicrelerdeki membran biitiinliigiinii de bozmustur. Robinin’in belirtilen tiroid
kanseri hiicre hatlarinda uygulanmasiyla, 20 uM/mL konsantrasyonda hiicre proliferasyonu
azalmis ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeylerinde anlamli artis gézlenmistir. Oksidatif
stresin artis1, hiicresel stres ve apoptozun baslatilmasiyla bagdastirilmistir. Hiicrelerde meydana
gelen morfolojik degisiklikler ve ¢ekirdek hasari, Robinin’in apoptotik siirecleri etkin sekilde
tetikledigini gostermistir. Molekiiler diizeyde yapilan deneylerde, kaspaz 8 ve kaspaz 9’un
mRNA seviyesindeki artis, Robinin’in apoptoz sinyal yollarini aktive ettigini ortaya koymustur.
Ayrica, Bcl-2, c-Myc ve siklin D1 gibi proliferasyon ve antiapoptozla iliskili proteinlerin
seviyeleri baskilanmig olup Bax ve kaspaz 3 ekspresyon seviyesi artmistir. Bu da Robinin’in

mitokondriyal yol izerinden apoptozu tetikledigini gostermektedir (Shen ve ark., 2022).
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Bu tez ¢alismasinda Robinin TLR2/TLR4 inhibit6rii olma 6zelligi in vitro meme kanseri
hicrelerinde degerlendirilmistir. qRT-PCR ve western blot analizlerine gore Robinin meme
kanseri hiicre hattinda TLR2 ve TLR4 gen ifadesi MRNA ve protein diizeyinde baskiladig:
tespit edilmistir. Ayrica Robinin hiicrede ER stres ve apoptoz genlerinde 6nemli degisimlere

neden olarak ER stresine yol agmis ve hiicreyi apoptoza siirtiklemistir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonug

Bu tez ¢alismasinin sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinde Robinin’in antikanser etkisi
arastirtlmistir. Sonug olarak TLR2 ve TLR4 inhibit6rii olarak kullanilan Robinin meme kanseri
hiicre hattinda proliferasyona etkisi arastirilmis, hiicre gogalmasini baskiladigi tespit edilmistir
ICso degeri 48. saat icin 16,67 pM olarak bulunmustur. Ayrica hiicrelerde koloni olusumu
kapasitesini azaltmistir. Robinin meme kanserinde TLR2 ve TLR4’ii anlamli olarak baskilamig

olup bu durumun apoptoz ve ER stresine etkisi aragtirilmustir.

Apoptoz yolaginda bulunan genlerin ifadesi qRT-PCR analizi degerlendirilmistir. BAX,
CASP3, CASP7, CASP8, CYCS ve FADD gibi 6nemli apoptoz genlerinde anlamli artig
g0Ozlenirken BCL-2 gen ifadesi ise baskilanmistir. ELISA ve western blot analizi sonucunda,
BAX, CASP3, CASP7, CASP8 CYCS ve P53 protein diizeylerinde ise anlamli artis oldugu
tespit edilmistir.

Robinin’in antikanser ozelliginin anlasilmast igin ayrica ER stresine olan etkisi
arastirtlmistir. Sonug olarak: ATF4, CALR, CHOP, EIF2A, GRP78, IRE1 ve XBP1 gen

ifadelerinde anlamli yukar: regiilasyon gozlenmistir.
6.2. Oneriler

Yukarida belirtilen sonuglara goére; Robinin’nin meme kanseri hiicre hattinda
proliferasyonu baskilayip apoptozu ve ER stresini aktive ettigi goriilmiis olup bu fenolik
bilesigin meme kanseri agisindan terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegini gdsteren 6n
bulgular elde edilmistir. Ancak, Robinin etkinliginin daha iyi anlagilmast i¢in in vivo deneylere
ve ileri diizey arastirmalara ihtiyag vardir. Ayrica Robinin’in etkisi birgok kanser turiinde heniiz
arastirtlmamistir. Bu dogrultuda in vitro olarak hedef yolaklarin belirlenip uygun kanser

hiicrelerinde etkisinin arastirilmasi onerilmektedir.
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8. EKLER

8.1. EK 1 Etik Kurul Karari

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI
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Karar Savisi:2024/5130:(Basvuru ID: 20523) N.E.U. Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri B&liimii Tibbi
Biyoloji Anabilim Dah Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ercan KURAR'In “Meme Kanseri Patogenezinde
Robinin’in Antikanser Etkisinin Arastirilmas)” baghikl: yiiksek lisans tez ¢alismasi ile ilgili dilekgesi
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