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Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en sik rastlanan malign kanser tiirlerinden biridir.
Sirekli artmakta olan meme kanseri vakasi nedeniyle, birincil ve ikincil korunmada etkili tedaviler
gelistirmek hayati 6nem tagimaktadir. Kanser dnleme yonteminin her iki tiiriinii de birlestiren en iyi
yontemlerden biri, kimyasal miidahale gibi goriinmektedir. Bu kimyasal miidahalelerde de karsinojenez
stirecini engellemek, geciktirmek veya tersine ¢evirmek i¢in dogal veya yapay bilesikler kullanir. Dogal
kokenli kemoprevansiyon maddeler arasinda, genis spektrumlu bir anti-kanser aktivitesi gosteren
polifenol tiirevi olan kurkumin ve naftakinon yapili olan juglona biiyiik 6nem verilmektedir.

Diisiik molekiiler agirlikli (14-15 kDa) bir protein grubu olan FABP'ler, lipit baglayici protein
stiper ailesinin iiyeleridir. FABP'ler cesitli dokularda bulunur ve yag asidi metabolizmasinda énemli bir
rol oynar ayrica hiicre biiyiimesinin ve ¢ogalmasimin modiilasyonundan sorumlu olabilirler. FABP'lerin
kanser gelisiminde yer aldig1 bildirilmektedir. Bircok kanser tiirtinde artis veya azalis gostermektedir ve
bu nedenle tiimor markorii olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Yapilan ¢alismada kurkumin ve juglonun meme kanseri hiicre hatlarinda antikanser ve sitotoksik
etkileri sonucu hiicre canlihigma etkisini ve FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonu ve protein diizeyindeki
degisiklikleri aragtirmak amaglanmaktadir.

Caligmamizda MCF-7 meme kanseri hiicre hattina 0,1 — 40 uM kurkumin ve 1 — 40 uM juglon
muamelesi yapilmis ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinada 1 — 20 uM kurkumin ve 1 — 15 uM
juglon muamelesi yapilmustir. Bu farkli doz uygulamalar1 sonucu hiicre canliligina etkileri MTT analiz ile
tespit edilmistir. Hiicrelere 24 saat boyunca 1Csy degerlerine gore belirlenen farkli dozlarda kurkumin ve
juglon muamelesi yapilmig ve Real-time PCR ve Western blot yontemiyle FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyonlari ve protein diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak hesaplanmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kurkumin uygulamasi sonucunda, 1Csy dozu 22,41 puM olarak tespit
edilmis ve FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarmin arttigi, juglon uygulamasi sonucu 1Cs dozu 16,27
uM olarak tespit edilmis ve FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonunun ilk dozda azaldigi yiikselen dozlarda
arttg1 belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda, kurkumin uygulamasi sonucunda 1Csy dozu 10,43
uM, juglon uygulamasi sonucunda da ICsq dozu 3,38 uM olarak tespit edilmis ve FABP5 ve FABP9 gen
eksperesyonunun azaldigi belirlenmistir. Ekspresyon analizleri yapildiktan sonra, FABPS ve FABP9
proteinlerine ait 6zgiin antikorlar kullanilarak Western blot analizi yapilmistir. MCF-7 hiicre hattinda
kurkumin uygulamasinin FABP5 ve FABP9 protein diizeylerini kontrol grubuna gore azalttig1 tespit
edilmigtir. Ayn1 sekilde MCF-7 hiicre hattinda juglon uygulamasinin da FABP5 ve FABP9 protein
diizeylerinin kontrol grubuna gore azalttig1 tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ise kurkumin



uygulamasi sonucu FABP5 ve FABP9 protein diizeylerinde kontrol grubuna goére ilk dozlarda arttigi
goriiliirken sonraki dozlarda azaldigi tespit edilmistir. Benzer sekilde MDA-MB-231 hiicre hattinda
juglon uygulamasi sonucu FABP5 ve FABP9 protein diizeylerinde kontrol grubuna gore ilk dozlarda
arttig1 goriiliirken sonraki dozlarda azaldig: tespit edilmistir.

Caligma sonucunda hem MCF-7 hem MDA-MB-231 hiicre hattinda kurkumin ve juglon
uygulamasmin hiicre canliigim1 ve FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarimi ve protein diizeylerini
azalttig1 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: FABP5, FABP9, Juglon, Kurkumin, Meme Kanseri
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Breast cancer is one of the most common types of malignant cancer in women worldwide. Due
to the ever-increasing case of breast cancer, it is vital to develop effective treatments for primary and
secondary prevention. One of the best methods that combine both types of cancer prevention method
seems to be chemical intervention. In these chemical interventions, it uses natural or artificial compounds
to prevent, delay or reverse the carcinogenesis process. Among the chemoprevention substances of
natural origin, great importance is given to curcumin, which is a polyphenol derivative with a broad
spectrum anti-cancer activity, and a juglone with naphthaquinone.

FABPs, a low molecular weight (14-15 kDa) protein group, are members of the lipid-binding
protein superfamily. FABPs are found in a variety of tissues and play an important role in fatty acid
metabolism and may be responsible for modulation of cell growth and proliferation. FABPs are reported
to be involved in cancer development. It increases or decreases in many types of cancer and therefore it
has been stated that it can be used as a tumor marker.

The aim of this study is to investigate the effects of curcumin and juglone on cell viability as a
result of anticancer and cytotoxic effects in breast cancer cell lines, and the changes in FABP5 and
FABP9 gene expression and protein level.

In our study, MCF-7 breast cancer cell line was treated with 0.1 - 40 uM curcumin and 1 - 40
UM juglone, and the MDA-MB-231 breast cancer cell line was treated with 1 - 20 uM curcumin and 1 -
15 uM juglone. The effects of these different doses on cell viability were determined by MTT analysis.
Cells were treated with different doses of curcumin and juglone determined according to 1C50 values for
24 hours, and FABP5 and FABP9 gene expressions and protein levels were calculated by comparing with
the control group by Real-time PCR and Western blot method.

As a result of curcumin application in the MCF-7 cell line, ICsy dose was determined as 22.41
uM and FABPS and FABP9 gene expressions increased, as a result of juglone application 1Cs, dose was
determined as 16.27 uM and FABPS5 and FABP9 gene expression decreased at the initial dose and
increased in increasing doses. In the MDA-MB-231 cell line, the ICs, dose was determined as 10.43 uM
after curcumin application and 3.38 puM as a result of juglone application, and it was determined that
FABP5 and FABP9 gene expression decreased. After the expression analysis, Western blot analysis was
performed using specific antibodies of FABP5 and FABP9 proteins. It was determined that curcumin
application in MCF-7 cell line decreased FABP5 and FABP9 protein levels compared to the control
group. Likewise, it was found that juglone application in MCF-7 cell line decreased FABP5 and FABP9

Vi



protein levels compared to the control group. In the MDA-MB-231 cell line, it was observed that FABP5
and FABP9 protein levels increased in the initial doses compared to the control group as a result of
curcumin administration, but decreased in the following doses. Similarly, as a result of the application of
juglone in the MDA-MB-231 cell line, it was observed that FABP5 and FABP9 protein levels increased
in the initial doses compared to the control group, but decreased in the following doses.

As a result of the study, it was found that curcumin and juglone application decreased cell
viability and FABP5 and FABP9 gene expressions and protein levels in both MCF-7 and MDA-MB-231
cell lines.

Keywords: Breast Cancer, Curcumin, FABP5, FABP9, Juglone
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
o: Alfa
B: Beta
v: Gama
6: Delta
p:  Mikro
A Inkrement
K: Kappa
Kisaltmalar
ACS : American Cancer Society

ATCC : American Type Culture Collection
BRCA1 : Meme kanseri geni 1
BRCA2 : Meme kanseri geni 2

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA . Deoksiriboniikleik asit

EGFR : Epidermal biiylime faktorii reseptorii
ER . Ostrojen reseptdrii

FABP5 : Yag asidi baglayici protein 5
FABP9 : Yag asidi baglayici protein 9

FBS . Fetal sigir serumu

HER2 : Insan epidermal biiyiime faktorii tip 2 reseptdrii
MBI :  Molekiiler meme goriintiileme

MRI :  Manyetik rezonans goriintiileme

MRNA : Mesajci ribontikleik asit
NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

NCI : Ulusal Kanser Enstitiisii
NF-xB :  Nikleer faktor kappa B

PR . Progesteron reseptori
RNA :  Riboniikleik asit

PCR :  Polimeraz zincir reaksiyonu
WHO : Diinya Saglk Orgiitii
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirlerinde
birinci siradadir ve Amerika Birlesik Devletleri'ndeki kadinlarda yasam boyu 8'de 1 risk
ile en sik teshis edilen kanserdir. Yas, aile dykiisii ve hormonlara maruz kalma, meme
kanseri gelisme riskini etkiler. Kemoprevensiyon, profilaktik cerrahi, davranigsal
modifikasyon ve gelismis siirveyans gibi yiiksek riskli hastalar i¢in ¢oklu risk azaltma
yaklagimlar1 gelistirilmistir. Meme kanserinin hormon reseptorii pozitif tiimorleri,
HER?2 pozitif timoérleri ve hormon reseptorleri ve HER2 ekspresyonu olmayan tiimorler
dahil olmak tizere bircok farkli hastalik icerdigi giderek daha fazla fark edilmektedir.
Meme kanserinin tedavisi tibbi, radyasyon ve cerrahi onkologlar, patologlar ve
radyologlar1 igeren multidisipliner bir ¢alisma gerektirmektedir. Tedavi yaklasimlari
tanidaki hastaligin derecesine, tiimoriin patolojik o6zelliklerine ve komorbiditeler ve
hasta tercihleri gibi diger faktorlere baglidir. Cerrahi rezeksiyon aksiller degerlendirme
ile birlikte lumpektomi veya mastektomidir; ger¢eklestirilen prosediir bireysel hasta ve
tiimor ozelliklerine baghdir. Radyoterapi, lumpektomi uygulanan ¢ogu hasta i¢in ve
mastektomi geciren yiiksek riskli hastalarin bir alt grubu icin bir yardimcidir. Birden
fazla sistemik tedavi segenegi mevcuttur ve se¢imi hastaya ve hastalik 6zelliklerine
baghidir. Tamoksifen ve aromataz inhibitdrleri gibi anti-endokrin tedavileri
kemopreventizasyon ve erken evre veya metastatik hormon reseptorii pozitif meme
kanseri olan hastalarin tedavisi i¢in kullanilir. Sitotoksik kemoterapi, anti-HER2
tedavisi ve diger hedefe yonelik tedaviler de tedavi senegeklerine dahil edilir. Genel
olarak, meme kanseri olan c¢ogu hasta seckin hastalik sonuglarma sahiptir, ancak
metastatik hastaligin tedavisi i¢in daha etkili tedaviler bulmak i¢in siirekli arastirmalara
ihtiyag vardir (Henry ve ark 2020).

Calismamizda antikanser etkisi olan, kurkumin ve juglonun, MCF-7 ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda, farkli konsantrasyonlarda FABPS5 ve FABP9
gen ekspresyonunda ve protein diizeylerindeki degisiklikleri, gergek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve western blot analizleriyle ortaya koymayi amagladik.
Ayrica kurkumin ve juglon uygulamasiin, FABP5 ve FABP9 protein diizeylerine etkisi
degerlendirilerek, elde edilen tiim verilerinin 151¢1nda metabolik sinyal yolaklarinda ne
gibi etkileri oldugu aydinlatilarak kanser tedavisinde umut verici bir ajan olan bu

maddelerin diger ¢aligmalara katki saglamasi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasi ile karakterize bir
grup hastaliktir. Eger yayilma kontrol edilmezse, 6liimle sonuclanabilir. Kanserin
nedenleri tam olarak anlasilmasa da, g¢evresel (Orn. tiitlin kullanimi ve asir1 viicut
agirhigl) ve genetiksel (6rn. kalitsal genetik mutasyonlar) de dahil olmak {izere,
hastaligin olusumunu arttiran birgok faktor bilinmektedir. Bu risk faktorleri, kanser
biiylimesini baglatmak veya tesvik etmek i¢in aymi anda veya sirayla hareket
edebilmektedir (Cokkinides ve ark 2005).

2015 yilinda yaklasik 90,5 milyon insan kanser olmustur. Yilda yaklasik 14,1
milyon yeni vaka ortaya ¢iktig1 gdzlemlenmistir. Oliimlerin % 15,7'si ile yaklasik 8,8
milyon 6liime neden olmustur. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri akciger kanseri,
prostat kanseri, kolorektal kanser ve mide kanseridir. Kadinlarda en sik goriilen tipler
meme kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri ve serviks kanseridir. Cocuklarda,
non-Hodgkin lenfomanin daha sik goriildiigii Afrika harig, akut lenfoblastik 16semi ve
beyin tiimdrleri en yaygin olamidir. 2012'de 15 yas alt1 yaklasik 165.000 ¢ocuga kanser
teshisi konmustur. Kanser riski yasla birlikte onemli 6l¢lide artar ve bir¢cok kanser

geligmis tllkelerde daha sik goriiliir (Howlader ve ark 2017).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar i¢in 6nemli bir saglik tehdididir. Hem
yiiksek ¢6ziim kaynagi hem de diisiik kaynak ortaminda kadinlar arasinda kanserin en
yaygin nedenidir ve her iki cinsiyette de her yil diinya ¢apinda teshis edilen tahmini 10
milyon tiimoriin bir milyondan fazlasindan sorumludur. Ayrica, kiiresel olarak kadinlar
arasinda kanser liimiiniin birincil nedenidir ve 2000 yilinda yaklasik 375.000 6liimden
sorumludur (Bray ve ark 2004). Erken teshis ve meme kanseri biyolojisinin molekiiler
temellerinin anlagilmasindaki ilerlemelere ragmen, erken evre meme kanseri olan
hastalarin yaklagik %30'unda tekrarlayan hastalik vardir. Meme kanserinin sistemik
tedavisi, daha etkili ve daha az toksik tedavi sunmak i¢in sitotoksik, hormonal ve
immiinoterap6tik ajanlar1 iceren tedavilerin segilmesi hastanin ve tiimoriin klinik ve

molekiiler 6zelliklerinin dikkate alinmasini gerektirir (Gonzalez-Angulo ve ark 2007).



2.2.1. Meme Anatomisi

Meme; gogiis bolgesinde, 6n gogilis duvarinda ¢ift halde bulunan yapidir. Hem
erkeklerde hem de kadinlarda bulunurlar, ancak ergenligi takiben kadinlarda daha
belirgindir. Kadinlarda gogiisler, kadin iireme sisteminin yardimci bezi olan meme
bezlerini igerir. Meme bezleri emzirme ile ilgili anahtar yapilardir. Kadin memesi, siit
kanallar1 ve yag dokusu ad1 verilen 2 kisimdan olusur.

Yag Dokusu: Kadin memesi ¢ogunlukla yag dokusu adi verilen yag hiicreleri
koleksiyonundan olusur. Bu doku kopriicik kemiginden koltuk altina ve gogiis
kafesinin ortasina uzanir. Yag dokusunun miktar1t memenin boyutunu belirler.

Loblar, Lobiiller ve Siit Kanallari: Saglikli bir kadin memesi, lob denilen 12-
20 boliimden olusur. Bu loblarin her biri, emziren kadinlarda siit iireten bez olan bir¢ok
kiiciik lobtilden olusur. Hem loblar hem de lobiiller, siitii meme ucuna tasimak i¢in sap
veya tlip gorevi goren siit kanallartyla baglanir. Bu meme yapilar genellikle kanserin

olusmaya bagladig1 yerlerdir (NBC, 2020).

2.2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Farkli iilkelerde meme kanseri insidans oranlarinda dort ila bes kat varyasyon
vardir. 2000 yilinda yapilan bir ¢alisma ile toplanan veriler, cografi degisikliklerin
diinya ¢capinda meme kanseri insidansinda farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. En
yiiksek insidans oranlari, kuzey ve bati Avrupa, kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni
Zelanda ile Gliney Amerika'nin giiney iilkelerinde, 6zellikle Uruguay ve Arjantin'de
goriilmektedir. En diisiik meme kanseri insidans oranlar1 100.000'de yaklasik 10 ile
Quidong sicili de dahil olmak {izere ¢esitli Cin popiilasyonlarinda goriiliir. Ayrica
Zimbabve ve Uganda’daki Dogu Afrika popiilasyonlarinda, Kuzey Afrika’daki
Cezayir’de, Tayland ve Vietnam gibi bircok Kuzeydogu Asya popiilasyonlarinda,
Hindistan’daki bir¢ok popiilasyonda gozlemlenen oranlar da diisiiktiir (100.000°de 10-
30) (Bray ve ark 2004).

Amerikan Kanser Dernegi, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki insidans,
mortalite, hayatta kalma ve tarama verileri de dahil olmak iizere kadin meme kanseri
istatistikleri hakkindaki sonuglar1 agiklamistir. 2012 ve 2016 yillar1 arasinda meme
kanseri insidans orani, biiyiik 6l¢iide lokal evre ve hormon reseptorii pozitif hastaliginin

artis oranlar1 nedeniyle yilda %0,3 oraninda artmistir. Buna karsilik, meme kanseri



oliim orani azalmaya devam ederek 1989'dan 2017'ye kadar %40 diismiis ve 375.900
meme kanseri 6liimii gerceklesmistir. Ozellikle diisiis hiz1, beyaz kadinlarda gériilen
egilimin etkisiyle 1998'den 2011'e kadar yillik %1,9 diisiisten, 2011°den 2017'e kadar
%1,3'e yavaglamistir. Sonu¢ olarak, meme kanseri mortalitesindeki siyah-beyaz
esitsizligi, son otuz yilda arttiktan sonra 2011'den beri sabit kalmistir. Bununla birlikte,
daha diisiik insidans oranina (126.7 vs 130.8) ragmen 6liim oran1 siyahlarda % 40 daha
yiiksektir (100.000'de 28.4'e kars1 20.3 6liim); bu esitsizlik, 6liim oran1 beyazlarin iki
kat1 olan 50 yas alt1 siyah kadinlar arasinda artmaktadir. 2013 ve 2017’yi igeren 5 yillik
donemde, 6liim orani1 Hispanik'te (yilda % 2.1), siyahlarda (% 1.5), beyazlarda (% 1.0)
ve Asyalilar / Pasifik Adalarinda (% 0.8) dismiistiir fakat Amerikan yerlileri / Alaska
yerlileri istikrarli devam etmistir. Meme kanseri mortalitesindeki diisiisler, tiim
kadinlarin yiiksek kalitede korunma, erken teshis ve tedavi hizmetlerine erisimin
genisletilmesi ile hizlandirilabilecegi diistiniilmektedir (DeSantis ve ark 2019).

Irksal ve etnik azinliklar Amerika’daki cesitli ¢evre kirliliklerine yiiksek
seviyede maruz kalmaktadir. Meme kanseri i¢in artan risk ile iliskili olan farkli ¢evresel
kimyasallarin viicut yiikiinde etnik farkliliklar vardir. Siyahlar, birgok poliklorlu bifenil
(PCB), civa, poliamatik hidrokarbon (PAH) ve ftalat dahil olmak iizere birgok
kimyasalin beyazlardan veya Meksikali Amerikalilardan daha yiiksek viicut yiiki
seviyelerine sahiptir. Meksikali Amerikalilar pestisit diklorodifeniltrikloroetan
(DDT)’in daha yiiksek seviyelerine sahiptir (DeSantis ve ark 2016, Gray ve ark 2017).

Bu tarz ¢evresel kimyasallarda o bolgelerde meme kanseri oranini yiikseltmektedir.
2.2.3. Meme kanseri risk faktorleri

Yaghilik ve kadin olmak meme kanseri i¢in en giiglii risk faktorleridir. Artan
riskle iligkili potansiyel olarak degistirilebilir faktorler arasinda 18 yasindan sonra kilo
alim1 veya obez olma (menopoz sonrasi meme kanseri i¢in); menopozal hormon
tedavisi (kombine Ostrojen ve progestin); alkol tiiketimi; ve fiziksel hareketsizlik. Beyaz
tenli kadinlar, esmer tenli kadinlara gére %20 daha fazla risk altindadir. En az bir yil
boyunca emzirme riski azaltir (Cokkinides ve ark 2005).

-Cinsiyet: Meme kanseri i¢in kadin olmak en gii¢lii risklerden biridir.
Gilintimiizde her 8 kadindan 1’1 hayati boyunca meme kanseriyle karsi karsiya kalma

riskiyle yasamaktadir.



-Yas: Meme kanseri riski yagla birlikte artar; ¢cogu meme kanseri 50 yasindan
sonra teshis edilir.

-Ailede meme veya yumurtahk kanseri oykiisii: Meme kanseri kadinlarin
yiizde 15'inde ailede pozitif bir meme kanseri dykiisii oldugu gozlemlenmistir (Colditz
ve ark 2012).

-BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki ve diger meme kanseri yatkinhk
genlerindeki mutasyonlar: Meme kanseri olan tiim kadinlarin % 5 ila % 10'unda
BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin germline mutasyonu vardir (Blackwood ve Weber 1998).

-Alkol alimi: Ulusal Kanser Enstitiisii'ne (NCI) gore, ¢alismalar siirekli olarak
alkol tliketen kadinlarin tiilketmeyenlere gore daha yiiksek meme kanseri riskine sahip
oldugunu bulmustur (MNT, 2020).

-Meme doku yogunlugu (bir mamogramda 6l¢iilen yagli dokuya gore glandiiler
doku miktar1): Yogun gogiisler yag dokusundan daha fazla bag dokusuna sahiptir, bu da
bazen bir mamogramda tiimorleri goérmeyi zorlastirabilir. Yogun gdogiisleri olan
kadinlarin meme kanseri olma olasilig1 daha yiiksektir.

-Ostrojen (endojen): Ostrojene uzun siire maruz kalmanm meme kanseri riskini
artirdigir goriilmektedir. Bu nedenle hamilelik ve emzirme doneminde Ostrojen
maruziyetindeki diististen dolay1, 6zellikle 1 yildan fazla bir siire boyunca emzirme,
meme kanseri gelisme sansini1 azalttigi goriilmektedir (MNT, 2020).

-Menstriiel oykii (erken regl, ge¢ menopoz): Kadinlarda 12 yasindan onceki
erken regl donemleri ve 55 yasindan sonra menopoza baslama, kadinlar1 daha uzun siire
hormonlara maruz kaldig1 i¢in meme kanseri olma riskini artirir (Oncology 2012).

-Nulliparite: Hi¢ dogum yapmamis olmak veya ilk dogumun ge¢ yasta olmasi
meme kanseri riskini artirmaktadir. Bu riski azaltan sey ise hamilelik ve emzirme
doneminde Ostrojen diisiisiinden kaynaklanmaktadir.

-Hormon tedavisi oykiisii: National Cancer Institute (NCI)'in yaptigi
calismalara gore, oral kontraseptiflerin meme kanseri riskini biraz artirabilecegi
gosterilmistir. American Cancer Society (ACS)'de ise hormon replasman tedavisinin
(HRT), ozellikle 6strojen-progesteron tedavisinin (EPT) meme kanseri riskindeki artisla
iligkili oldugu bulunmustur.

-Obezite (menopoz sonrasi): Asiri kilolu veya obez olan yasl kadinlarin meme
kanseri olma riski normal kilodaki kadinlardan daha yiiksektir.

-Kisisel meme kanseri oyKkiisii, atipik hiperplazi gibi baz1 iyi huylu meme

hastaliklari: Daha 6nce meme kanseri hikayesi olan ve tedavi alan kadinlarin, diger



memelerinde kanser olasiliginin meme kanseri olmamis olanlara gére 3-4 kat daha
fazladir (Campbell 2002).

-Gogiiste radyasyon maruziyeti: Farkli bir kanser icin radyasyon tedavisi
gormek, yasamin ilerleyen donemlerinde meme kanseri gelisme riskini artirabilir

(MNT, 2020).
2.2.4. Meme Kanserinde Belirti ve Bulgular

Erken meme kanseri genellikle higbir belirti gostermez ve c¢ogunlukla
mamografi taramasi ile teshis edilir. Semptomlar ortaya ¢iktiginda, en yaygin olani
memedeki agrisiz bir yumru veya kitledir. Diger semptomlar arasinda kalinlagsma, sisme
veya kizariklik gibi memede kalic1 degisiklikler ve spontan akinti (6zellikle kanliysa),

6l¢eklilik veya retraksiyon gibi meme anormallikleri yer alabilir (MNT, 2020).
2.2.5. Meme Kanserinde Tam ve Teshis

1-Mamografi, meme kanserini erken bir asamada tespit etmek igin kullanilan
diisik dozda bir x-1511 prosediiriidiir. Bir mamografi sonucunda, gogiis kanseri
kiigtikken ve hatta bir yumru hissedilmeden once siklikla bulunabilir veya tespit
edilebilir. Erken tan1 meme kanserinden 0lme riskini azaltir ve tedavi seceneklerini
artirir. Kontrollii ¢alismalar sonucu mamografinin, meme kanseri oliimiini % 30
azalttigr tespit edilmistir (Tabar ve ark 2011). Bununla birlikte, herhangi bir tarama
aract gibi, mamografi de miikemmel degildir. Kanseri kagirabilir (yanlis negatif) veya
kanser yoklugunda anormal goriinebilir (yanlis pozitif); taranan kadinlarin yaklasik
%12'sinde anormal mamogram vardir, ancak anormal mamogrami olan kadinlarinda
%S5'inde kanser vardir. Ortalama meme kanseri riski tasiyan kadinlar i¢in, Diinya Saglik
Orgiiti (WHO) 40 ila 44 yaslarinda yillik mamografiye baslamalarin1 Onerir
(Cokkinides ve ark 2005).

2-Meme ultrasonu, memenin iginin bilgisayarda resmini yapmak i¢in ses
dalgalarimi kullanir. Mamogramlarda tanimlanmasi daha zor olan siv1 dolu kistlerin, kati
kiitleli timorlerle ayriminin yapilmasini saglar. Ultrason yaygin olarak kullanilir,
kolaydir ve bir kisiyi radyasyona maruz birakmaz. Ayrica diger bir¢ok secenekten daha
ucuzdur (Cokkinides ve ark 2005).

3-Meme MRI (manyetik rezonans goriintiilleme), memenin fotograflarini

¢ekmek i¢in miknatislar ve radyo dalgalar1 kullanir. MRI, meme kanseri olma riski



yuksek olan kadinlar1 taramak i¢in mamogramlarla birlikte kullanilir. Meme MRI'leri
kanser olmasa bile anormal goriinebileceginden, ortalama risk altindaki kadinlar i¢in
kullanilmazlar (Cokkinides ve ark 2005).

4-Klinik meme muayenesi, bir doktor veya hemsire tarafindan, topaklar veya
diger degisiklikleri hissetmek igin ellerin kullanildig1 bir muayenedir (Cokkinides ve
ark 2005).

5-Molekiiler meme goriintilleme (MBI), Sintiammografi veya gogse 0zgi
gama goriintiileme (BSGI) olarak da bilinen meme i¢in bir niikleer tip goriintiileme
testidir. Kana radyoaktif bir kimyasal enjekte edilir ve gogsii gormek i¢in 6zel bir
kamera kullanilir. Bu test esas olarak meme problemlerini (bir yumru veya anormal
mamogram gibi) takip etmenin veya teshis konmus meme kanserinin derecesini
belirlemenin bir yolu olarak incelenmektedir. Potansiyel bir dezavantaj, tiim viicudu
radyasyona maruz birakmasidir, bu nedenle bu testin her yil tarama i¢in kullanilmasi
muhtemel degildir (Cokkinides ve ark 2005).

6-Pozitron emisyon mamografisi (PEM), PET taramasina c¢ok benzeyen
memenin daha yeni bir gorlintiileme testidir. Radyoaktif bir partikiile bagl bir seker
formu, kanser hiicrelerini tespit etmek i¢in kana enjekte edilir. Bir PEM taramasi,
memedeki kii¢iik kanser hiicresi kiimelerini daha iyi tespit edebilir. MBI'da oldugu gibi,
tiim viicudu radyasyona maruz birakir, bu nedenle meme kanseri taramasi i¢in her yil
kullanilabilecek bir test olmasi pek olast degildir (Cokkinides ve ark 2005).

7-Kontrasth spektral mamografi (CESM) olarak da bilinen kontrasth
mamografi (CEM), iyot i¢eren bir kontrast boyanin, iki grup mamogram (farkli enerji
seviyeleri kullanarak) alinmadan 6nce, damara enjekte edildigi daha yeni bir testtir.
Kontrast, X-iginlarmi gogiislerdeki anormal alanlar1 gostermesine yardimer olabilir.
CEM, mamografiye kiyasla gelismis bir duyarliliga sahiptir ve o6zgilligl arttirir
(Gilbert ve Pinker-Domenig 2019). Bu test, standart bir mamogramda anormal goriinen
alanlara daha iyi bakmak veya meme kanseri teshisi konmus kadinlarda bir timdriin
boyutunun degerlendirilmesine yardimci olmak ig¢in kullanilabilir. Jochelson ve dig.
MRI ek timor odaklarmin saptanmasinda daha az duyarli olmasma ragmen, indeks
kanserinin saptanmasinda MRI ve CEM arasinda esit duyarlilik saptamistir (Jochelson
ve ark 2013). CEM daha yaygin olarak kullanilabilir, ¢iinkii yapilmasi daha hizlidir ve
MRI'dan daha ucuzdur (Cokkinides ve ark 2005).



8-Optik goriintiileme testleri 15181 gégse gecirir ve daha sonra dokuya donen
veya dokudan gecen 15181 Olger. Teknik radyasyon kullanmaz ve meme kompresyonu
gerektirmez (Cokkinides ve ark 2005).

9-Elektriksel empedans goriintiileme (EIT) memeyi elektriksel iletkenlik
acisindan tarar. Meme kanseri hiicrelerinin elektrigi normal hiicrelerden farkl ilettigi
fikrine dayanir. Test memeden ¢ok kiiciik bir elektrik akimi gegirir ve ardindan
memenin derisinde tespit eder. Bu, cilde bantlanmis kiiclik elektrotlar kullanilarak
yapilir. EIT’de radyasyon kullanilmaz veya gogiisleri sikistirmaz (Cokkinides ve ark
2005).

10-Elastografi, ultrason muayenesinin bir pargasi olarak yapilabilecek bir
testtir. Meme kanserlerinin ¢evredeki meme dokusundan daha siki ve sert olma
egiliminde oldugu fikrine dayanir. Bu test i¢cin meme hafifce sikistirilir ve ultrason
stipheli bir alanin ne kadar saglam oldugunu gosterebilir. Bu test, bolgenin kanser veya
iyi huylu (kanserli olmayan) bir tiimor olma olasiliginin daha yiiksek oldugunu
soylemekte yararli olabilir (Cokkinides ve ark 2005).

11-Biyopsi, mikroskop altinda bakilmasi ve daha fazla test yapilmasi igin
memeden doku veya sivinin alindig: bir testtir. Bu, hiicrelerin kanserli olup olmadigini
gosterir. Bu nedenle, biyopsi, kanserin hormona duyarli olup olmadigi da dahil olmak
tizere hangi kanser tiirliniin gelistigini gosterir. Teshis ayn1 zamanda kanseri olusturmak
icin evrelemeyi igerir: bir timoriin biliylkligiinii, ne kadar yayildigini, invaziv veya
noninvaziv olup olmadigimi gosterir ve bir kisinin iyilesme sansinin ve ideal tedavi
stirecinin bir resmini sunar (Cokkinides ve ark 2005).

12-Ostrojen ve progesteron reseptor testi: Kanser dokusunda dstrojen ve
progesteron (hormon) reseptorlerinin miktarin1 6l¢gmek i¢in bir testtir. Normalden daha
fazla Ostrojen ve progesteron reseptOrii varsa, kansere Ostrojen veya progesteron
reseptorii pozitif(+) denir. Bu tip meme kanseri daha hizli biiyliyebilir. Test sonuglari
Ostrojen ve progesteronu bloke ederek tedavinin kanserin biiylimesini engelleyip
engelleyemeyecegini gostermektedir (Cokkinides ve ark 2005).

13-Insan epidermal biiyiime faktorii tip 2 reseptorii (HER2 / neu) testi: Bir
doku 6rneginde HER2 / neu geni ve HER2 / neu protein miktarini1 6lgen bir laboratuvar
testidir. Normalden daha fazla HER2 / neu geni veya daha yliksek HER2 / neu proteini
varsa, kansere HER2 / neu (+) pozitif denir. Bu tip meme kanseri daha hizli biiyiiyebilir

ve viicudun diger bolgelerine yayilma olasiligi daha yiiksektir. Kanser, trastuzumab ve



pertuzumab gibi HER2 / neu proteinini hedefleyen ilaglarla tedavi edilebilir
(Cokkinides ve ark 2005).

14-Multigene testleri: Ayni1 anda bir¢ok genin aktivitesine bakmak igin doku
orneklerinin calisildig: testlerdir. Bu testler, kanserin viicudun diger bolgelerine yayilip
yayillmayacagini veya tekrarlayacagini tahmin etmeye yardimci olabilir. Bir¢ok cesit
multigene testi vardir (Cokkinides ve ark 2005).

-Onkotip DX: Bu test, dstrojen reseptorii pozitif ve lenf nod negatif olan erken
evre meme kanserinin viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmayacagini tahmin
etmeye yardimer olur. Kanserin yayilma riski ytliksekse, riski azaltmak i¢in kemoterapi
verilebilir (Cokkinides ve ark 2005).

-MammaPrint: Lenf nodlarina yayilmamis veya 3 veya daha az lenf noduna
yayilmis erken evre invaziv meme kanseri olan kadinlarin meme kanseri dokusunda 70
farkli gen aktivitesine bakilan bir laboratuvar testidir. Bu genlerin aktivite seviyesi,
meme kanserinin viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmayacagin1 veya geri gelip
gelmeyecegini tahmin etmeye yardimer olur. Test, kanserin yayilma veya geri donme
riskinin yiiksek oldugunu gosteriyorsa, riski azaltmak ic¢in kemoterapi verilebilir
(Cokkinides ve ark 2005).

Bu testlere dayanarak, meme kanseri asagidaki tiplerden biri olarak tanimlanir:

-Hormon reseptorii pozitif veya negatif (ER +/-, PR +/-): Hormon reseptorii
pozitif (+) veya hormon pozitif meme kanseri hiicrelerinde Ostrojen (ER) veya
progesteron (PR) reseptorleri veya her ikisi de bulunur. Hormon reseptorii negatif (-)
meme kanserlerinde ise ne 0strojen ne de progesteron reseptorii yoktur. Hormon pozitif
meme kanserleri, dstrojen seviyelerini diisliren veya Ostrojen reseptdrlerini bloke eden
hormon tedavisi ilaglariyla tedavi edilebilir ancak hormon negatif meme kanserlerinde
bu tedavi yararli degildir. Hormon reseptorii pozitif kanserler, hormon reseptorii negatif
olanlardan daha yavas biiyiime egilimindedir. Hormon reseptorii-negatif kanserleri
heniiz menopoz gegirmemis kadinlarda daha yaygindir (Cokkinides ve ark 2005).

-HER2 / neu pozitif veya HER2 / neu negatif: Normal HER2 protein
seviyelerinden daha yiiksek olan meme kanseri hiicrelerine HER2 pozitif (+) denir. Bu
kanserler diger meme kanserlerinden daha hizli biiyiime ve yayilma egilimindedir,
ancak HER2 proteinini hedefleyen ilaglarla tedaviye yanit verme olasilif1 ¢ok daha
yiiksektir (Cokkinides ve ark 2005).

-Uclii negatif veya iiclii pozitif (6strojen reseptorii, progesteron reseptorii ve

HER2 / neu negatif veya pozitif): Uglii negatif meme kanseri hiicrelerinin dstrojen
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veya progesteron reseptorleri yoktur ve ayrica HER2 adi verilen proteinden ¢ok fazla
tiretmezler. Bu kanserler, 40 yasindan kiigiik, Afrikali-Amerikali olan veya BRCA 1
geninde mutasyonu olan kadinlarda daha yaygindir (Li ve ark 2017). Uglii negatif meme
kanserleri, diger meme kanseri tiirlerinin ¢ogundan daha hizli biiyiir ve yayilir. Kanser
hiicrelerinde hormon reseptorleri bulunmadigindan, hormon tedavisi bu kanserlerin
tedavisinde yararli degildir. Ve ¢ok fazla HER2'ye sahip olmadiklart i¢in, HER2'yi
hedefleyen ilaglar da yardimci olmaz. Kemoterapi faydali olabilir. Uglii pozitif
kanserler ER-pozitif, PR-pozitif ve HER2-pozitiftir. Bu kanserler, HER2'yi hedefleyen
ilaglarin yani sira hormon ilaglariyla da tedavi edilebilir (Henry ve ark 2020).

TNM sistemi, primer timoriin biyikligini ve kanserin yakindaki lenf
diigiimlerine veya viicudun diger bolgelerine yayilmasini tanimlamak i¢in kullanilir.
Meme kanseri igin TNM sistemi tiimérii su sekilde tanimlar (Cokkinides ve ark 2005):

-Tiimor (T): Tiimoriin biiyiikligi ve yeri.

-Lenf Diigiimii (N): Kanserin yayildigi lenf diiglimlerinin biiyiikliigi ve yeri.

-Metastaz (M): Kanserin viicudun diger bolgelerine yayilmasi
2.2.6. Meme Kanserinde Tedavi

Meme kanserinde tedavi sekilleri; cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi,
hormon tedavisi, hedeflendirilmis terapi ve immiinoterapi olarak alt basliklara ayrilir.

A-Cerrahi

Cerrahi tedavi, genellikle tiimor 6zelliklerine (6r: boyut ve yayillma boyutu) ve
hasta tercihine bagli olarak degisiklik gosteren, doktorlarin kanser dokusunu kesip
cikardigi bir ameliyattir. Cerrahi tedaviyi igeren 2 tane ameliyat tiirii vardir.
Lumpektomi, tiimoriin ve ¢evresinde az miktarda saglikli dokunun ¢ikarilmasi islemidir.
Lumpektomi, kanserin yayilmasini 6nlemeye yardimci olabilir. Tiimor kiiglikse ve
cevresindeki dokudan ayrilmasi kolaysa bu bir secenek olabilir. Mastektomi, basit bir
mastektomi, lobiiller, kanallar, yag dokusu, meme basi, areola ve bazi cildin
c¢ikarilmasini igerir. Baz1 tiplerde, cerrah gogiis duvarindaki lenf diigiimlerini ve kaslar
da cikarabilir. Rekonstriiksiyon, mastektomiden sonra bir cerrah memeyi daha dogal
goriinmesi i¢in yeniden yapilandirabilir. Viicudun baska bir kismindan meme implanti
veya dokusu kullanabilirler (Cokkinides ve ark 2005).

Bir veya daha fazla koltuk alt1 lenf nodu genellikle tiimoriin memenin Gtesine

yayilip yayilmadigini belirlemek i¢in ameliyat sirasinda degerlendirilir. Meme koruyucu
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cerrahi geciren hastalarin ¢ogunda radyasyon onerilir. Erken evre meme kanseri (cilde,
gbgiis duvarina veya uzak organlara yayilmamis) olan kadinlar icin, ¢alismalar uzun
stireli sag kalimda meme koruyucu cerrahinin art1 radyasyon tedavisinin sonuglarinin
mastektomiye esdeger oldugunu gostermektedir. Mastektomi uygulanan hastalarin
c¢ogunda radyasyona ihtiya¢ duyulmasa da, bazen tiimor biiyiik oldugunda veya lenf
diigtimleri s6z konusu oldugunda 6nerilir. Meme rekonstriiksiyonunu secen mastektomi
geciren kadmnlarin, meme seklini diizeltmek icin kullanilan doku veya implant tipi de
dahil olmak tiizere cesitli segenekleri vardir. Rekonstriiksiyon mastektomi sirasinda
(hemen rekonstriiksiyon) veya daha sonra ikinci bir prosediir olarak (gecikmis
rekonstriiksiyon) yapilabilir, ancak genellikle birden fazla ameliyat gerektirir. Kanser
evresine, alt tipine ve bazen diger test sonuglarina (6rnegin, Oncotype DX) bagli olarak,
tedavi ayrica kemoterapi (ameliyattan dnce veya sonra), hormon (anti-0strojen) tedavisi,
hedeflenmis tedavi veya daha yakin zamanda immiinoterapi ( 6rnegin kontrol noktasi
inhibitorleri) igerebilir (Cokkinides ve ark 2005).

B-Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiylimelerini dnlemek
icin yiiksek enerjili x-1ismnlar1 veya diger radyasyon tiirlerini kullanan bir kanser
tedavisidir. Iki cesit radyasyon terapisi vardir. Dis radyasyon tedavisi, kansere dogru
radyasyon gondermek i¢in viicudun disinda bir makine kullanir. Dahili radyasyon
terapisi, dogrudan kanserin i¢ine veya yakinina yerlestirilen igneler, tohumlar, teller
veya kateterlerle kapatilmis radyoaktif bir madde kullanir.

Radyasyon tedavisinin verilmesi, tedavi edilen kanserin tipine ve evresine
baghdir. Dis radyasyon tedavisi meme kanserini tedavi etmek icin kullanilir.
Stronsiyum-89 (radyoniiklid) ile i¢ radyasyon tedavisi, kemiklere yayilan meme
kanserinin neden oldugu kemik agrisin1 hafifletmek igin kullanilir. Stronsiyum-89 bir
damara enjekte edilir ve kemiklerin ylizeyine gider. Radyasyon salinir ve kemiklerdeki
kanser hiicrelerini 6ldiiriir (Cokkinides ve ark 2005).

C-Kemoterapi

Kemoterapi, hiicreleri oOldiirerek veya boliinmelerini  durdurarak kanser
hiicrelerinin  biliyiimesini durdurmak i¢in ilaglar kullanan bir kanser tedavisidir.
Kemoterapi agizdan alindiginda veya bir damar veya kas i¢ine enjekte edildiginde,
ilaglar kan dolasimina girer ve viicuttaki kanser hiicrelerine ulasabilir (sistemik
kemoterapi). Kemoterapi dogrudan beyin omurilik sivisina, bir organa veya karin gibi

bir viicut bosluguna yerlestirildiginde, ilaglar esas olarak bu bolgelerdeki kanser
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hiicrelerini etkiler (bolgesel kemoterapi). Kemoterapinin nasil verildigi, tedavi edilen
kanserin tipine ve evresine baglidir. Meme kanserinin tedavisinde sistemik kemoterapi
kullanilir (Cokkinides ve ark 2005).

D-Hormon tedavisi

Hormon tedavisi, hormonlar1 ortadan kaldiran veya eylemlerini engelleyen ve
kanser hiicrelerinin biiyiimesini durduran bir kanser tedavisidir. Hormonlar, viicuttaki
bezler tarafindan yapilan ve kan dolagiminda dolasan maddelerdir. Baz1 hormonlar bazi
kanserlerin biiyiimesine neden olabilir. Testler, kanser hiicrelerinin hormonlarin
baglanabilecegi yerlere sahip oldugunu gosteriyorsa (reseptorler), hormon iiretimini
azaltmak veya calismalarim1 engellemek igin ilaglar, cerrahi veya radyasyon tedavisi
kullanilir. Baz1 meme kanserlerini biiyiiten dstrojen hormonu esas olarak yumurtaliklar
tarafindan yapilir. Yumurtaliklarin 6strojen liretmesini durdurmak i¢in yapilan tedaviye
yumurtalik ablasyonu denir. Hormon reseptorii pozitif meme kanseri olan kadinlarda, en
az 5 yillik adjuvan hormon tedavisi kanserin tekrarlama (geri gelme) riskini azaltir.

-Tamoksifen ile hormon tedavisi genellikle ameliyatla ¢ikarilabilen erken
lokalize meme Kkanseri olan hastalara ve metastatik meme kanseri (viicudun diger
bolgelerine yayilmis kanser) olanlara verilir. Tamoksifen veya Ostrojenlerle hormon
tedavisi viicudun her tarafindaki hiicreler iizerinde etkili olabilir ve endometriyal kanser
gelisme sansmi artirabilir. Tamoksifen alan kadinlar, herhangi bir kanser belirtisi
aramak icin her y1l pelvik muayeneye tabi tutulmalidir.

-Hormon reseptorii pozitif meme kanseri teshisi konmus bazi premenopozal
kadinlara luteinize edici bir hormon salgilatict hormon (LHRH) agonisti ile hormon
tedavisi verilir. LHRH agonistleri viicudun dstrojen ve progesteronunu azaltir.

-Hormon reseptorii pozitif meme kanseri olan bazi postmenopozal kadinlara
aromataz inhibitorii ile hormon tedavisi uygulanir. Aromataz inhibitorleri, aromataz adi
verilen bir enzimi androjenin Ostrojene doniistiirmesini engelleyerek viicudun
Ostrojenini azaltir. Anastrozol, letrozol ve eksemestan, aromataz inhibitorleri tliriidiir
(Cokkinides ve ark 2005).

Diger hormon tedavisi tiirleri arasinda megestrol asetat veya fulvestrant gibi
anti-ostrojen tedavisi yer alir.

E-Hedeflendirilmis Terapi

HER2 yolunu hedefleyen antikor tedavisi 1990'lardan beri kullanilmaktadir ve

HER2-pozitif metastatik meme kanseri tedavisinde devrim yaratmistir. Birkag HER2
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hedefli ajan (6rn., Trastuzumab, pertuzumab, ado-trastuzumab emtansin, lapatinib) bu
hastaligin tedavisi i¢in onaylanmigtir (Cokkinides ve ark 2005).

1-Monoklonal antikor tedavisi

-Trastuzumab: Meme kanseri olan hastalarin yaklasik % 20 ila % 25'inde HER2
/ neu'yu asir1 eksprese eden tiimorler vardir. Trastuzumab, HER2 / neu reseptdriine
baglanan bir monoklonal antikordur (Pegram ve ark 1998). Daha 6nce tiimorleri HER2 /
neu eksprese eden sitotoksik kemoterapi ile tedavi edilen hastalarda, trastuzumabin tek
bir ajan olarak uygulanmasi1 % 21'lik bir yanit orani ile sonuglanmustir.

-Pertuzumab: Pertuzumab, HER2 hiicre dis1 alaninda trastuzumabdan farkli bir
epitopa baglanan bir monoklonal antikordur. Pertuzumabin HER2'ye baglanmasi, diger
ligandla aktive edilmis HER reseptorleri, 6zellikle HER3 ile dimerizasyonu Onler.

-Ado-trastuzumab  emtansin:  Ado-trastuzumab  emtansin  (T-DM1),
trastuzumabin HER2 hedefli antitiimor 6zelliklerini mikrotiibiil engelleyici ajan DM1'in
sitotoksik aktivitesi ile birlestiren bir antikor-ilag konjugatidir. T-DM1, HER2'yi asir1
eksprese eden hiicrelere spesifik hiicre i¢i ilag iletimine izin verir, bu da terapotik
indeksi potansiyel olarak iyilestirir ve normal dokunun maruz kalmasini en aza indirir
(Cokkinides ve ark 2005).

2-Tirosin kinaz inhibitorii tedavisi

-Lapatinib, HER2 / neu ve epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin oral yoldan
verilen bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Lapatinib arti1 kapesitabin, trastuzumab
tedavisinden sonra ilerleyen HER2-pozitif metastatik meme kanseri olan hastalarda
aktivite gostermistir (Cokkinides ve ark 2005).

3-Germline BRCA Mutasyonu

-Olaparib ve talazoparib PARP inhibitorleri olarak bilinen ilaglardir. PARP
proteinleri normalde hiicrelerin igindeki hasarli DNA'min onarimina yardimci olur.
BRCA genleri (BRCA1 ve BRCA2) ayrica DNA'nin onarilmasina yardimcei olur (biraz
farkli bir sekilde), ancak bu genlerden birinde mutasyonlar bunun olmasini
engelleyebilir. PARP inhibitorleri, PARP proteinlerini bloke ederek calisir. Mutasyona
ugramig bir BRCA genine sahip tiimor hiicreleri zaten hasarli DNA'y1 onarmakta
zorlandigindan, PARP proteinlerini bloke etmek genellikle bu hiicrelerin dliimiine yol
acar (Cokkinides ve ark 2005).

F-immiinoterapi

Immiinoterapi, bir kisinin kendi bagisiklik sistemini kanser hiicrelerini daha

etkili bir sekilde tanimasi ve yok etmesini uyarmak icin ilaclarin kullanilmasidir.
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Immiin sisteminin énemli bir gorevi, bagisiklik sistemi hiicrelerinin viicuttaki normal
hiicrelere saldirmasin1  Onlemektir. Bu nedenle, bir immiin yanit baslatmak icin
bagisiklik hiicrelerinde acilmasi veya kapatilmasi gereken proteinler olan “kontrol
noktalar1” kullanir. Meme kanseri hiicreleri bazen immiin sistem tarafindan saldiriya
ugramamak icin bu kontrol noktalarmi kullanir. Immiinoterapi ilaglar1 bu kontrol
noktalarim1 hedefleyen ilaglar, meme kanseri hiicrelerine karst immiin yanitini geri
kazanmaya yardimci olur. immiinoterapi, bazi meme kanseri tiplerini tedavi etmek igin
kullanilabilir.

-Atezolizumab, bazi tiimor hiicrelerinde ve bagisiklik hiicrelerinde bulunan bir
protein olan PD-L1'i hedefler. Bu proteini bloke etmek, meme kanseri hiicrelerine karsi
bagisiklik tepkisini artirmaya yardimci olabilir. Bu, bazi tiimorleri kiigiiltebilir veya
biiyiimelerini yavaslatabilir. Atezolizumab, timor PD-L1 proteini yaptiginda gelismis
tclii negatif meme kanseri i¢in Abraxane (alblimine bagli paklitaksel) ile birlikte
kullanilabilir. Bazi insanlarda ilk tedavinin bir pargasi olarak kullanilabilir.
Atezolizumab, 2 haftada bir intravenoz (IV) infiizyon olarak verilir (Cokkinides ve ark
2005).

2.3. Kanser Hiicrelerinde Lipit Metabolizmasi

Kanser hiicreleri, proliferasyon ve sagkalim i¢in anormal taleplerini karsilamak
lizere metabolik yollarin1 yeniden programlarlar. Kanser hiicrelerinin hizlandirilmis
proliferasyon hizlarim1 desteklemek i¢in daha yiiksek bir metabolizma hizina ihtiyag
duyduklart uzun zamandir bilinmektedir. En bilinen metabolik degisiklik, 1920'lerde
Otto Warburg tarafindan ilk kez aciklanan “Warburg etkisi” olarak adlandirilan bir
olgudur. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla normoksik durumda bile glikoliz
icin daha fazla glikoz aldigin1 ve kullandigi bildirilmistir. Son zamanlarda, aerobik
glikolizin, kanser hiicrelerine sadece enerji saglamakla kalmayip, ayni zamanda
karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi makromolekiil sentezine yapi
taglar1 saglamak icin temel hiicresel metabolizma oldugu ileri siiriilmiistiir. Son
zamanlarda, lipit metabolizmasindaki degisikliklerin kanser gelisimi ve metastazi
tizerinde 6nemli rol oynadig1 ortaya ¢ikmustir. Bu degisiklik malign hiicrelerin diger bir
ortak 6zelligi olarak da kabul gormektedir (Currie ve ark 2013).

Glikoz metabolizmasi gibi, kanser hiicrelerindeki lipit metabolizmasi da yaygin

onkojenik sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlenir ve tiimorlerin baglamasi ve ilerlemesi
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icin 6nemli olduguna inanilmaktadir. Bazi lipojenik enzimler, yag asitlerini ve bunlarin
tiirevlerini sentezlemek icin glikoz ve glutamin metabolizmasindan iiretilen azaltilmig
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve asetil-CoA'y1 kullanir. Bu nedenle,
kanser hiicrelerinde artan lipogenez sadece lipit metabolize edici enzimlerin artisindan
kaynaklanmakla kalmaz, ayn1 zamanda diger yaygin metabolik yollara ve bunlarla
iliskili hiicre sinyal yolaklarina da dogrudan baglidir (Zhang ve Du 2012).

De novo yag asidi sentezini yapabilen tek memeli enzimi olan yag asidi sentaz
(FAS), cogu insan karsinomunda yiiksek oranda eksprese edilir. FAS, meme ve prostat
kanserinde kotli prognoz ile iliskilidir. Bu nedenle, kanserde FAS ve yag asidi
metabolizmasi, kanserin potansiyel tan1 ve tedavisinde odak noktasi olmustur (Zhang ve
Du 2012).

Hem lipid biyosentetik hem de mobilize edici aktivitelerin kanser hiicrelerinde
neden upregiile oldugu hala belirsizdir. Bu yollarin diizenlenmesi ile ilgili daha fazla
arastirma, antikanser ajanlarin gelisimi i¢in yeni terapotik firsatlar sunacaktir. Ayni
zamanda, tiimore bagli lipit metabolizmasi ozellikleri insan kanserlerinin tani ve

prognozunda kullanilabilir (Zhang ve Du 2012).

2.3.1. Yag Asidi Baglayici1 Proteinler (Fatty Acid Binding Proteins (FABPS))

Diisiik molekiiler agirlikli (14-15 kDa) bir protein grubu olan FABP'ler, lipit
baglayici protein siiper ailesinin iiyeleridir. FABP'ler ¢esitli dokularda bulunur ve yag
asidi metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Hashimoto ve ark. 2004). Lipit saperonlar1
olan FABPler doymus ve doymamis uzun zincirli yag asitlerine ve eikosanoidler,
endokannabinoidler ve monoasilgliseroller gibi diger hidrofobik ligandlara baglanir
(Makowski ve Hotamisligil 2005). Bu korunmus sitoplazmik proteinler, mitokondri,
peroksizom, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek gibi farkli hiicre organellerine yag asidi
taginmasinda aracilik eder. Hiicrelerdeki yag asidi hareketi, hiicresel fonksiyonlarin
birgok yoniinii etkileyen karmasik ve dinamik bir igslemdir (Furuhashi ve Hotamisligil
2008).

FABP'lerin genel gen yapisi, li¢ intron ile ayrilmig dort eksondan olugmus ve
yiiksek oranda korunmus bir yapiya sahiptir. Eksonlarin ve intronlarin pozisyonu, tim
FABP'ler i¢in benzerdir, ancak intron uzunlugu izoformlar arasinda degiskenlik
gostermektedir. Genellikle, eksonlarin uzunluklar nispeten kisadir, ekson 1 ile 23-24

amino asit, ekson 2 ile 57-58 amino asit, ekson 3 ile 34-36 amino asit ve ekson 4 ile 16-
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17 amino asit kodlanmaktadir. Insan FABP3, FABP8 ve FABP2'deki intron 1 uzunlugu,
sirastyla 3.4, 2.3 ve 1.2 kilobaz (kb) uzunluguna sahip olmasiyla, onemli Olgiide
farklilik gostermektedir (Smathers ve Petersen 2011). (FABP ailesi iiyelerinin
kromozomal haritalamasi hem farkli yerlerde hem de aymi kromozom bolgesinde
oldugunu gostermistir. FABP1, 2, 3, 6 ve 7'nin tiimii insandaki ayr1 kromozomlarda
bulunurken, FABP4, 5, 8 ve 9'un tiimii kKromozom 8q21°de lokalize halde bulunur. Bu
genleri igeren kromozom i¢inde daha ayrintili bir analiz, 300.000 baz ¢ifti (bp) bolgesi
iginde kiimelendigini ortaya ¢ikarmistir. Ayn1 bolgede, FABP8'e homolog olan ekstra
bir gen tanimlanmistir. Bu homolog gen, insan FABP ailesinin onuncu iiyesi FABP12
olarak adlandirilmistir. Protein kodlayan FABP'lere ek olarak, FABP3 ve FABPS i¢in
psodogenler tanmimlanmistir ve insanlarda fonksiyonel proteinleri kodlamamaktadir
(Smathers ve Petersen 2011).

Gene Common Aliases forp i Prewi L lisati Chromosomal OMIM MNumber
name symbols location 1Dy of amino
HGNC  acids
1]
FABPI  Liver FABP L-FABP hepatic FABE Z Liver, intestine, pancreas, 2pll 134850/ 127
protein, heme-binding kidney, lung, stomach 3555
protein
FABP2  Intestinal I-FABE gut FABP (gRABP) Intestine, liver 4q28—-q31 1 34640/ 132
FABP 3556
FABP3  Heart H-FABP, O-FABF, FABPII Cardiac and skeletal muscle, |p33—p31 134650/ 133
FABP mammary-derived growth brain, kidney, lung stomach, 3557
inhibicor (MDGI) testis, adrenal gland,

mammary gland, placenta,
ovary, brown adipose tissue

FABP4  Adipocyte  A-FABP aP2 Adipocytes, macrophages, Bq2l 600434/ 132
FABP dendritic cells, skeletal 3559
musde fibres
FABPS  Epidermal E-FABE keratinocyte-type Skin, tongue, adipocyte, 8g21.13 605 168/ 135
FaBP FABP (KFABF), macrophage, dendritic cells, 3560
psoriasis-associated-FABP mammary gland, brain,
(PA-FABP) stomach, intesting, kidney,

liver, lung heart, skeletal
musde, testis, retina, lens,
spleen, placena

FABPS  lleal FABP  |IL-FABF. lleal lipid-binding lleum, ovary, adrenal gland,  5q23-q35 600422/ 128
protein (ILLBP), intestinal stomach 3561
bile acid-binding protein
(1-BABPF), gastrophin

FABP7  Brain FABP B-FABP, brain lipid-binding Brain, central nervous 6q22—q23 GO2965/ 132
protein (BLBP), MRG system (CMNS), glial cell, 3862
retina, mammary ghand

FABPE  Myelin M-FABFE peripheral myelin Peripheral nervous system,  Bq2l.3—qX2 | 170715/ 132
FARBP protein 2 (PMPZ) Schwann cells 7
FABP?  Testis FABP T-FABE testis lipid-binding Testis, salivary gland, Bg21.13 —3563 132
protein (TLEF), PERF, mammary gland
PERF 15
FABPI2 — —_ Retinoblastoma cell* retima  8q21.13 —/34524 140

(ganglion and inner nuclear
layer cells),” testicular germ
cells,” cerebral cortex
kidney” epididyrrif'

Sekil 2.1. Insan Geni Nomenklatiir Komitesi (HGNC) ve Insanlarda Cevrimi¢i Mendelyal
Kalitim (OMIM) veritabanlarinda listelendigi sekliyle insan FABP genleri (%: insandaki ekspresyonu, °:
kemirgenlerdeki ekspresyonu) (Smathers ve Petersen 2011)
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FABP’ler ayrica hiicre biiylimesinin ve ¢ogalmasinin modiilasyonundan sorumlu
olabilirler. FABP'lerin kanser gelisiminde yer aldig1 bildirilmektedir. Prostat, mesane ve
bobrek hiicreli karsinom gibi kanser hiicrelerinde artis gosterdigi bulunmustur

(Kawaguchi ve ark 2016) ve bazi durumlarda tiimor markorii olarak kullanilabilirler.

Memb'ran ?0131:]2:1 :: - Proteinlerin yag
sentezi J vt
Inflamatuvar yamt )
Hiicre biiyiimesi I -
ve Proliferasyon Metabolik Sinyal yolaklars
regillasyon sinyalleri I
Proliferasyon.
Biyame, Sagkahm,
Invazyon ve
‘ R Anjivogenez
Yag asitleri
& asidi Sinvallevici bilegikler
Ymag amd:as : ve Regiilator
v 2 proteinler
?neqx ; Proliferasyon
= ve Invazyon

Sekil 2.2. Organizmadaki yag asidinin ¢esitli fonksiyonlar1 (Amiri ve ark 2018)

1-FABP1

Karaciger yag asidi baglayici protein (L-FABP) veya FABP1, hepatositlerin ve
dis mitokondriyal zarin sitoplazmasinda ve ayrica enterositlerde bol miktarda
ekspresyonu bulunan ¢oziiniir bir proteindir (Santos ve Schulze 2012). Ayrica, FABP1
bobregin tiibiiler hiicreleri ve akcigerin alveoler epiteli gibi bir¢ok dokuda bulunur
(Chmurzynska 2006, Furuhashi ve Hotamisligil 2008). FABP ailesinin diger iiyelerinin
aksine, FABP1 iki uzun zincirli yag asidi molekiiliine (LCFA) baglanir (Kawaguchi ve
ark 2016). Birincil ve ikincil yag asidi baglama bolgelerinin birbirine bagimli oldugu
goriilmektedir, ¢linkii her iki alifatik zincir, ligandlar, enzimler veya membran sistemleri
ile uygun hidrofobik etkilesimler olusturur (De Santis ve ark 2004). Bir arabulucu

olarak, FABP1 hipolipidemik ilaglar, lipitler ve yag asitleri gibi ligandlarmi ¢ekirdek
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gibi farkli hiicresel bolgelere sunar ve yag asidi depolamasi, bozunmasi ve embriyonik
gelisiminde anahtar rol oynar (Hashimoto ve ark 2004, Tolle ve ark 2011). L-FABP
ekspresyonunun downregiilasyonu hepatoseliiler karsinomun (HCC) neredeyse
%10'unda tiimor ilerlemesi sirasinda fenotipik degisikliklere neden olur. Ayrica, kiiciik
HCC'lerde L-FABP ekspresyonunun downregiilasyonu, zayif farklilasma ve yiiksek B-
katenin ve glutamin sentetaz ekspresyonu (GS) ile anlamli sekilde iliskilidir (Inoue ve
ark 2014). L-FABP'in kolorektal kanser gelisiminde, adenom asamasinda downregiile
olan farkli bir marker olarak rol oynadig1 gdsterilmis olmasina ragmen, L-FABP cesitli
kanserlerde asir1 eksprese edilir. HCC dokularinda yiiksek L-FABP ekspresyonu, pozitif
olarak VEGF-A ile korelasyon gosterir. L-FABP'nin timor olusumundaki roliine
membran raftlar lizerinde VEGFR2 aracilik eder. VEGFR2 aktivasyonu araciligiyla
Akt / mTOR / P70S6K / 4E-BP1 ve Src / FAK / cdc4?2 yolaklarinin aktivasyonu, hem
anjiyogenez hem de migrasyon aktivitesi icin gerekli bir molekiil olan VEGF-A'y1
upregiile eder (Dong ve ark 2007).

2-FABP2

Ince bagirsak epitelindeki bagirsak yag asidi baglayici protein (I-FABP), yiiksek
seviyelerde (sitozolik proteinlerin % 2'sine kadar) ifade edilen sitozolik bir proteindir
(Darimont ve ark 2000). I-FABP esas olarak villus uglarinda ifade edilirken, L-FABP
kriptlerde daha derinlere yerlesmistir (Storch ve Thumser 2000). I-FABP, yag asitlerini,
muhtemelen c¢arpisma mekanizmasiyla L-FABP'den daha verimli bir sekilde
membranlara tranfer eder (Storch ve ark 1996). Hem I-FABP hem de L-FABP, nispeten
yiiksek afiniteye sahip uzun zincirli yag asitlerine baglanir ve bagirsak epitelinde
sitozolik hareketleri ve metabolizmalarinda rol oynayabilir (Hsu ve Storch 1996). Peptit
tirozin tirozin [Noropeptid Y (NPY) ve pankreas polipeptidi (PP) i¢eren 36-amino asit
diizenleyici peptid ailesinin bir {iyesi olan PYY], luminal serbest yag asitlerinin
varliginda, ince bagirsaklarin endokrin hiicreleri tarafindan salgilanan bir bagirsak
hormonudur. Bu peptitlerin biyolojik etkisi, yag asidi asimilasyonu ve metabolizmasini
ve bagirsak hareketliliginin ve gastrointestinal / pankreas salgilarinin inhibe edilmesini
igerir (Halldén ve Aponte 1997). Yiiksek I-FABP yogunlugu bagirsak malignitesine
neden olabilir (Bingold ve ark 2015).

3-FABP3

Yag asidi baglayici protein 3 (FABP3), kalp tipi yag asidi baglayici protein veya
H-FABP, MDGI veya O-FABP, 1p32 p33 kromozomu iizerinde bulunur (Furuhashi ve
Hotamisligil 2008). FABP3, ozellikle miyokard ve iskelet kaslarinda ifade edilen
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sitozolik bir proteindir (Wang ve ark 2014). Bu dokularda FABP3, yag asidi
taginmasinda, hiicre biiylimesinde, hiicre sinyallemesinde ve gen transkripsiyonunda
onemli bir rol oynar (Qian ve ark 1999). FABP3'iin yag asidi ve asil-CoA tagimimindaki
rolii enerji taleplerine verilen cevaplara baglidir. Bu, hiicre proliferasyonunu inhibe
eden ve hiicresel metabolizmay1 yavaslatan negatif bir biiyiime sinyalini uyarir (Song ve
ark 2012). FABP3'iin asir1 ekspresyonu, proliferasyonu inhibe eder, apoptozu uyarir ve
olgun kardiyomiyositlerde kardiyak onciillerinin farklilagmasini indiikler (Zhu ve ark
2011). Bu sarkoplazmik protein, apoptotik gen ekspresyonunun indiiksiyonu yoluyla
artmis bir miyokard hiicre apoptosisi baslatarak embriyoda kalbin morfogenezi {izerinde
etkili olabilir. Ayrica, bu hiicrelerde FABP3, ATP {iretimi sirasinda yag asidini
tasiyarak mitokondriyal enerji metabolizmasina katilir. Memeli hiicrelerinde apoptozda
mitokondrinin anahtar rolii ile ilgili olarak, FABP3'lin asir1 ekspresyonuna bagh
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu miyokardiyal hiicre apoptozisini tesvik edebilir.
Daha sonra, embriyonik kalp gelisiminde gecikmeye yol acar. P19 hiicrelerinde asir1
eksprese edilen FABP3'lin mitokondriyayr daha diisiik hiicresel ATP iiretmeye ve
MMP'de etkileyici bir azalmaya yonlendirdigi bildirilmistir. FABP3 asir1 ekspresyonu,
ROS seviyesini 6nemli dl¢lide arttirir ve MMP'yi azaltir. Ayrica FABP3, meme epitel
hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder ve embriyonik miyokard hiicrelerinin apoptozunu
tesvik eder (Song ve ark 2012). FABP3'in kalp gelisiminde anahtar bir rol
oynayabilecegi varsayilmistir ancak FABP3'in insan mezenkimal kok hiicrelerinde
(MSC'ler) tam rolii agikliga kavusmamustir. Hiicre biiylimesi ve anjiyogenezdeki iki
faktor olan, hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF1A) ve VEGF, FABP3 ve FABP4'iin
birlikte asir1 ekspresyonunu destekler (Cerrada ve ark 2013). Ayni alt familyadan olan
FABP4 ve FABP3 protein yapisinda olduk¢a homolog olduklar1 gosterilmistir (Tamama
ve ark 2011).

4-FABP4

Yag asidi baglayici protein 4 (FABP4), adiposit yag asidi baglayict protein (A-
FABP) veya aP2, yag asidi depolamasi, islemi ve ¢oziiniirlestirmeyi i¢erir (Hotamisligil
ve ark 1996, Uehara ve ark 2014). A-FABP, insiilin direnci, tip 2 diabetes mellitus ve
kardiyovaskiiler hastalik ile ilgilidir. FABP4, makrofajlarda oldugu gibi olgun
adipositlerde de eksprese edilir (Uehara ve ark 2014). FABP4'in en yaygin fizyolojik
ligand1 esterlesmemis yag asitleridir. Bu protein, esterlesmemis yag asitlerini hiicre
zarindan farkli hiicre organellerine veya diger proteinlere tagiyan periferik bir zar

proteini olabilir. FABP4, fosforlanmis bir tirozin kalintisi yoluyla sinyal iletimi ile ilgili
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olabilir. Uzun zincirli yag asitleri ve metabolitleri, sinyal yollarinda birincil ve ikincil
haberciler olarak hareket edebilir (De Santis ve ark 2004). FABP4 normal dokularda
glikoz ve lipid metabolizmasi, sinyal iletimi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptotik siire¢lerde ve
prostat kanseri, meme kanseri ve mesane kanseri gibi bazi kanserlerde yer almistir
(Uehara ve ark 2014, Guaita-Esteruelas ve ark 2018). FABP4 ekspresyonunun seviyesi,
insan prostat kanseri hiicrelerinde normal hiicrelere gore daha disiiktiir. Ayrica,
FABP4'iin asir1 ekspresyonu, insan prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikler (Das
ve ark 2001, De Santis ve ark 2004, Uehara ve ark 2014). FABP4 ekspresyon
seviyesindeki azalma, timor evresi ve histolojik mesane kanseri derecesi ile anlamli
olarak iligkilidir (Boiteux ve ark 2009). Endojen FABP4, bir tiimor baskilayici gibi
goziikse de, eksojen FABP4 kanser hiicresi gelisiminde rol oynamistir. Dolagimdaki
FABP4'in ortalama konsantrasyonu, insan serumunda FABP4'in bol miktarda
salgilanmasindan dolay1 obezite ile iliskilidir (Hancke ve ark 2010, Uehara ve ark
2014). Bir epidemiyolojik ¢alisma, serumdaki FABP4 seviyesinin meme Kkanseri
hastalarinda saglikli gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gdstermistir. Ayrica,
timor boyutu ve lenf nodu iliskisi ile pozitif olarak baglantilidir. (Hancke ve ark 2010).
Eksojen FABP4, serum kaynakli prostat kanser hiicresi invazyonunu arttirir. Bu
nedenle, FABP4 inhibitoriiniin 6nerilen bir tedavi stratejisi olarak kullanilmasi, kanser
hiicresi gelisimini azaltabilir. Yeni bir prognostik faktor olarak yiiksek serum FABP4
seviyelerinin obezite, meme kanseri riski ve meme kanseri gelisimi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Uehara ve ark 2014). Olasi bir timor baskilayici olarak FABP4,
muhtemelen TNF-o aracili bir yolakdan apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerinde
hiicre biiylimesinin inhibisyonunda rol oynayabilir. Bu sonugla birlikte prostat kanseri
hiicrelerinde, A-FABP'min asir1 eksprese edilmesi, hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilir ve apoptozu indiikleyebilir (Das ve ark 2001).

FABP4, bir niikleer reseptor peroksizom proliferator-aktif reseptér (PPARY)
hedef geni olarak tanimlanmistir. PPAR agonistleri, pTl'de FABP4 ekspresyonunu
artirabilir. Bu nedenle mesane tiimdrleri gibi bazi kanserlerin tedavisi icin ¢ekici bir
terapotik strateji olabilir. Sentetik PPARy agonistleri (rosiglitazon ve troglitazon) hem
birincil insan monositlerinde hem de monositik hiicre hattinda FABP4 mRNA'sin1
artirabilir. FABP4, tedavi sirasinda mesane kanserinin teshisi, prognozu ve
gozlemlenmesi igin yeni bir molekiiler belirte¢ olarak ve ayrica potansiyel bir terapotik
hedef olarak kullanilabilir (Boiteux ve ark 2009). FASN ve A-FABP, meme kanseri

hiicrelerinde ve invaziv duktal karsinomda (IDC) tiimor boyutu ve lenf nodu metastazi



21

yanisira invazyon ve metastaz ile iliskili olabilir (Hancke ve ark 2010). FABP-4'in en
onemli fonksiyonlarindan biri, katalitik aktivitesi i¢cin hormona duyarli lipaz (HSL) ile
etkilesimi ve enflamatuar tepkileri diizenleyen birka¢ sinyal yolunun modiilasyonudur
(Lass ve ark 2011).

5-FABP5

Yag asidi baglayict protein 5 (FABPS), Epidermal FABP (E-FABP), deri yag
asidi baglayici protein (C-FABP) veya sedef hastaligi ile iliskili yag asidi baglayici
protein olarak adlandirilir (Fang ve ark 2010). Ayrica anormal keratinosit farklilasmasi
ile karakterize bir cilt hastalig1 olan sedef hastaliginda diizenleyici bir protein olarak da
bilinir. FABPS, hiicresel yag asidi hareketini ve cilt hemostazi ve metabolizmasini
modiile etmek i¢in 6nemli bir molekiil olarak tanimlanan sitozolik non-enzimatik bir
proteindir (Kawaguchi ve ark 2016). FABPS, sitozolden niikleer PPARB/d'ya hem
doymus hem de doymamis LCFA (Long-chain fatty acids) sunar. Doymus LCFA
(SLCFA) inhibe ederken, doymamis LCFA (ULCFA) FABP5 / PPARPB/6 yolunu aktive
eder. SLCFA, gastrik kanserde PPARP/d aktivasyonunun inhibe edilmesi yoluyla
FABPS eksprese eden karsinoma hiicrelerinin tiimdrijenite 6zelliklerini baskilar (Levi
ve ark 2015). FABP5 kolorektal kanserde hastalik evresine bagli bir sekilde artis
gosterir. FABPS, kolorektal kanser hiicrelerinde PPARB/d'ye bagimli sinyal yolu ile
hiicre biiylimesini ve invazyonu énemli 6l¢iide arttirir (Kawaguchi ve ark 2016). Meme
kanseri fare modeline iliskin gozlemler, FABPS ekspresyonunun, ErbB2min
amplifikasyonuna bagli olarak meme tiimorlerinde yiiksek oranda arttigin1 gostermistir.
Bir tiimor baskilayici olarak Kruppel benzeri faktor (KLF2), FABP5'in ekspresyonunu
azaltir (Kawaguchi ve ark 2016). FABP5, cilt, mesane, pankreas, prostatik, mide,
hepatoseliiler karsinom, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, bas ve boyun kanseri,
melanom ve endometriyal kanser gibi bir¢ok insan kanserinde yiiksek oranda eksprese
edilir (Levi ve ark 2015). FABPS5, yag asidi metabolitleri ile hiicre sinyal yolu
tizerindeki etkisi araciligiyla hiicre dongiisii diizenlemesi, proliferasyon, apoptoz ve
mide kanserinin invazyonuna dahil olabilir. FABP5'in sessizlestirilmesi, G0/G1'de
hiicre dongiisii durmasi vasitasiyla invazyon, proliferasyon ve hiicre biiyiimesini azaltir
ve gen ekspresyonundaki degisikliklerle mide kanseri hiicrelerinin apoptozunu arttirir
(Zhao ve ark 2017). FABP5'in yiiksek ekspresyonu daha biiyiik timor boyutu ve daha
yiiksek metastazli tiimor seviyesi ile iliskilidir. FABPS, ligandi dogrudan PPARP/S 'ya
aktararak cekirdege tasir. Ayrica, FABPS5, PPARB/6’nin hedef genlerinden biridir.



22

FABPS5 ekspresyonunun artmasi, PPARB/6’nin aktif olmasina aracilik eder (Schug ve
ark 2008).

Hepatoseliiler karsinoma (HCC)'da FABPS5'in timdr olusumu rolii, Epitel
mezenkimal gegisi (EMT) indiiksiyonuna aracilik eder. HCC dokularinda FABPS5'in
asir1 ekspresyonu, timor gelisimi, invazyon ve metastaz ile iliskilidir. Yinelenme igin
bagimsiz ve 6nemli bir faktor olan asir1 eksprese edilmis FABP5'li hastalar, daha kdoti
ilerleme ve daha yiiksek tekrarlama oranlarina sahiptir. Bu nedenle, FABPS, HCC
tedavisi stratejisi i¢in dikkate deger bir belirte¢ ve molekiiler hedef olarak kullanilabilir
(Jeong ve ark 2012). HCC'nin yan1 sira prostat kanseri hiicreleri ve dokularinda FABPS,
ligandlar1 niikleer PPARPB/d'ya iletip kanser hiicresi ¢cogalmasini indiikleyerek upregiile
edilmistir. FABP5'in downregiilasyonu, prostat kanserinin gelisimini ve tlimorijenitesini
inhibe eder. FABPS5'in asir1 ekspresyonu, ayrica prostat kanseri hiicrelerinde spesifik
proteinl (SP1) ve c-Mycnin upregilasyonu, DNMT3A veya DNMT3B
downregiilasyonunun bir sonucu olarak promotor bolgesinde CpG loci'nin malignite
indiikli DNA hipometilasyonuna aracilik eder. Dolayisiyla, FABPS'i inhibe edebilen
bilesen, belirli kanser tiirlerinin tedavisi igin yeni bir strateji olarak kullanilabilir (Myers
ve ark 2016).

FABP5, insan prostat karsinomlarinda, metastazda yer aldigi disiiniilen bir
onkogen olarak upregiile edilir (Forootan ve ark 2010). FABP-5 ekspresyonunun
baskilanmasi, VEGF ekspresyonunun azalmasiyla prostat kanserinin tiimorijenligini ve
metastazin1 inhibe eder (Adamson ve ark 2003). Prostat kanserinin 6ngoriilmesinde
potansiyel bir belirte¢ olarak onerilebilir ve prostat kanserinin ilerlemesini inhibe etmek
i¢cin bir hedef olarak kullanilabilir (Morgan ve ark 2008). PPARy ve ligandlarinin,
prostat kanseri gibi bir¢ok kanserin tiimdrjenitesindeki rolilyle birlikte, FABPS, prostat
kanseri hiicresindeki FABPS5-PPARy-VEGF sinyal iletim ekseninde anjiyogenezi
arttirir. Karsinomlarda yiiksek PPARYy ekspresyonu, VEGF ekspresyon seviyesinin
artmasiyla anjiyogenezi tesvik eder. Androjen reseptor bagimli yolak ile
karsilagtirildiginda, FABPS5-PPARY-VEGF sinyallesme ekseni, kastrasyon direngli
prostat kanseri hiicrelerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Forootan ve ark 2014).
Farelerin tedavisinde kullanilan kimyasal bir inhibitor olan SBFI26, FABP5'e
baglanmas1 ve yag asidi alimmin inhibisyonu ve daha sonra FABP5-PPARy sinyal
yolunun engellenmesi yoluyla FABP5'in aktivitesini baskiladigi bildirilmistir. Daha
sonra bunun sonucu, PPARy aktivasyonunu ve kanseri destekleyen down-stream genleri

engellemistir (Al-Jameel ve ark 2017).
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Malign prostat ve meme kanseri dokularinda FABP5 mRNA ekspresyon diizeyi,
benign hiicrelere gore yaklasik 5-17 kat daha yiiksektir. Metastatik bir faktor olarak
FABPS5, FABP5 mRNA ve proteinleri asir1 eksprese eden hiicrelerde metastazi
indiiklemektedir. Malign kanser hiicrelerinde yiiksek FABPS ekspresyonu, VEGF
ekspresyonunun upregiilasyonu araciligiyla anjiyogenezi artirabilir (Jing ve ark 2001).

FABP'ler prostat kanseri hiicrelerinde, normal prostat hiicrelerinden farkl
ekspresyon orneklerine sahiptir. Prostat kanseri hiicrelerinde, normal prostat hiicreleri
ile karsilastirildiginda FABP1 ve FABP2 upregiile edilirken, FABP4 ve FABPS
downregiile edilir. Bu FABP'ler, prostat kanserlerinin proliferatorii ve apoptotik
regiilatorii olarak gérev yapar (Das ve ark 2001).

Liraz Levi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, FABP5'in insan meme
kanserlerinde yiiksek oranda regiile edildigi ve meme tiimor olusumunda FABPS'in
patofizyolojik 6nemine dair genetik kanit sagladigi gosterilmistir. FABP5'in ektopik
ekspresyonunun, PPARG&'nin hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu Ve invazyonunu
arttirma kabiliyetini biylittiigii yer olan 3T3 fibroblastlarinda onkojenik oldugu
bulunmustur. FABP5'in EGFR ile indiiklenen meme tiimor biiyiimesi icin gerekli olup
olmadigini belirlemek i¢in, FABP5-null fareler, meme tiimorleri kendiliginden gelisen
MMTV-ErbB2 / HER2 onko fareler ile karsilastirillmistir. FABP5 ablasyonu, EGFR
downstream efektor sinyallerinin aktivasyonunu azalttigi, hiicre proliferasyonunu
saglayan PPARS hedef genlerinin ekspresyonunu azaltti§i ve meme tlimor gelisimini
baskiladig1 belirtilmistir. Bulgular FABP5'in meme tiimor gelisimi i¢in kritik oldugunu
ve yeni antikanserojen ilaglar olarak FABPS5 inhibitorlerinin gelisiminin 6nemli
oldugunu ortaya koymustur (Levi ve ark 2013).

6-FABP6

Yag asidi baglayic1 protein 6 (FABP6), ileal safra asidi baglayict protein (I-
BABP), gastrotropin, Keratinosit-FABP (K-FABP) karacigerde sentezlenir ve luminal
lipidlerle miseller olusturduklar1 kiigiik bagirsaklar icinden safra asidi ile salgilanir
(Hendrick ve ark 2016). FABP6'nin geni, ileal lipit baglayici protein igin eksprese edilir.
FABP4 gibi, FABP6 adipositlerde ve makrofajlarda eksprese edilir. FABP6 ile
karsilastirildiginda, FABP4 yag hiicrelerinde ¢ok daha fazla miktarda bulunur, ancak
makrofajlarda esdeger FABP4 ve FABP6 seviyeleri bulunur. Hem FABP4 hem de
FABP6, garpisma etkilesimi ile zarlara yag asidini transfer eder.

FABP6, diyetsel yaglarin verimli sindirimi ve emiliminde 6nemli bir rol oynar.

FABPO, ileal epitel hiicrelerinde safra asitlerinin hiicre i¢i tasiyicisi olarak, kolesteroliin
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katalizlenmesine ve metabolize edilmesine yardimci olur. FABP6, ileal enterositlerin
kuyruk sinirinda bulunan safra asidi tasiyicisi ile de iliskilendirilebilir (Horvath ve ark
2014). Safra asitlerinin deneysel modellerde kolon kanserojenezini ve kanser gelisimini
indiikledigi bildirilmistir. (Galloway ve ark 1986). Safra asitleri kolon epitel
hiicrelerinde iltihaplanmaya neden olur ve dolayli olarak genetik modiilasyona yol agan
oksidatif DNA hasarina neden olur (Fang ve ark 2007). Safra asitlerinin kolorektal
kanserin karsinojenezinde ve FABP6'nin ileal epitelde safra asidinin hiicre i¢i tastyici
rolii nedeniyle, FABP6 kolorektal kanserde kritik bir rol oynayabilir (Kanda ve ark
1998). Safra asitleri, FABP6'nin ekspresyonunu spesifik olarak diizenler. FABP6,
kolorektal kanser tiimorlerinin gelisimi sirasinda kana salinabilir. Bu nedenle FABP6,
erken donem kolorektal kanserin prognozu ve tanist veya antikanser tedavisinin
degerlendirilmesi i¢in bir molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilir. Sasirtic1 bir sekilde,
daha yiiksek FABP6 ekspresyon seviyelerine sahip tiimérler, diisiik ekspresyona sahip
tiimorlerden daha kiicik boyuttadir. FABP6 mRNA'sinin ekspresyonu, lenf
diigiimlerinden tiiretilen metastatik hiicrelerde biiyiik 6l¢iide azalmistir (Ohmachi ve ark
2006).

7-FABP7

Yag asidi baglayici protein 7 (FABP7), Beyin FABP (B-FABP), meme kaynakli
biiyiime inhibitori ile iliskili gen (MRG) (Alshareeda ve ark 2012), biiyiik hidrofobik
ligand baglayici protein ailesinin bir iyesidir (Takaoka ve ark 2017), niikleer
reseptorlerle etkilesimleri yoluyla transkripsiyonu modiile eder (Goto ve ark 2006).
FABP7, sinir sisteminin gelismesi yoluyla glia hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edilir. Birka¢ ¢aligma melanomlarda FABP7'nin downregiilasyonunu bildirmis olmasina
ragmen, bazi ¢alismalar melanom hastalarindan alinan cerrahi numunelerde FABP7'nin
yiiksek ekspresyon seviyesini bildirmistir (Kaloshi ve ark 2007). FABP7'nin, in vitro
olarak melanom hiicrelerinde proliferasyon ve invazyonu diizenleyebilen melanositik
lezyonlarda eksprese edildigi dogrulanmigtir (Goto ve ark 2006). PKC (protein kinaz
C), MAPK / ERK1/2 yolunun iyi bilinen bir aktivatoriidir (Mauro ve ark 2002).
FABP7, PKC ve MAPK / ERK1/2 sinyal yolu yoluyla diizenlenir, bu daha sonra
melanom hiicrelerinde proliferasyon ve invazyon gelisimini uyarir. Bir PKC aktivatorii
olan Phorbol-12-miristat-13-asetat (PMA), MAPK / ERK1/2'yi upstream aktivatorii
MEK1'den bagimsiz olarak aktive eder (Jergensen ve ark 2005) ve proliferasyonu
arttirir ve melanom hiicrelerinin FABP7'nin diizenlenmesi araciligiyla bagimsiz hayatta

kalmasini indiikler. Aym1 zamanda, PKC yoluyla MAPK / ERK1/2 yolu aktivasyonu,
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melanom hiicrelerinin apoptozunu bagimsiz bir sekilde azaltmaya katkida bulunur.
Ayrica, FABP7 ekspresyonu, melanom biyopsilerinin proliferasyonu ve tiimor
biyiikligi ile iliskiliydi. FABP7'in tedavi i¢in potansiyel bir hedef olarak
sunulabilecegini one stirmektedir (Slipicevic ve ark 2008).

Ote yandan, PKC aktivasyonu FABP7'yi bir MAPK / ERK1/2’den bagimsiz bir
sekilde negatif olarak diizenleyebilir. PMA muamelesi, aktif ERK1/2 varliginda bile
FABP7'yi downregiile edebilir. Bu downregiilasyonun PMA/PKC aracilig1 ile olmasi
muhtemeldir, ancak MAPK / ERK1/2'den bagimsizdir. Bu kanitlar FABP7'nin melanom
hiicrelerinde bagimsiz olarak her iki sinyal yolu ile diizenlenebilecegini 6ne siirmiistiir.
Bazi raporlar, MAPK / ERKI1/2 yolunun aktivasyonunun PPARa/y aktivitesinin
artmasima neden olabilecegini gostermistir. Benzer sekilde, PKC, PPARa'ya bagh
transkripsiyonu hem pozitif hem de negatif olarak diizenleyebilir. PPARy'nin kendi
tepki elementi olan PPRE'ye baglanmasi, hiicre hatlarinda FABP1 ve FABP4'i upregiile
ettigi gosterilmistir. Bu nedenle, FABP7'nin de bu mekanizma ile diizenlenebilecegi
varsayilmaktadir (Haunerland ve Spener 2004).

FABP7'nin niikleer ekspresyonu spesifik olarak daha invaziv tiimorlerde EGFR
amplifikasyonu 1ile ilgilidir. Gelismekte olan beyinde, olgunlasmamis ndronlarin
migrasyonunda yer alan radyal glial fiber sisteminin kurulmasi i¢in FABP7 gereklidir.
EGFR aktivasyonu, FABP7 niikleer translokasyonunu indiikler ve migrasyonu
destekler. FABP7, radyal glia tarafindan eksprese edilir ve glial-klavuzlu néronal
migrasyonda rol oynar. Cogunlukla genomik amplifikasyon yoluyla EGFR aktivasyonu,
FABPT7'yi upregiile eder ve niikleer translokasyonunu glioblastomda indiikler (Kaloshi
ve ark 2007). FABP7 ekspresyonunun inhibisyonu, FABP7'nin EGFR'nin neden oldugu
glioblastoma invazyonuna katkisint 6ne siirerek EGF'nin neden oldugu glioma hiicre
migrasyonunu baskilar (Morihiro ve ark 2013). FABP7'nin belirgin bir ekspresyon
Orneginin, prostat kanserinin evresine bagl oldugu gosterilmistir. FABP7’ nin yiiksek
seviyesi orta (Gleason'un prostat kanseri siniflandirmasina gore skor 5-7) ve ilk
derecede (skor 1-4) oldugu belirlendi. Aksine, kotii sekilde farklilagmis (skor 8-10)
prostat kanserinde downregiile oldugu gosterildi. Bu bilgilerle, B-FABP'yi prostat
kanserinde evre tan1 markorii olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir (Das ve ark
2001). Ayrica, FABP7'nin renal hiicreli karsinomlar igin spesifik bir biyobelirte¢ oldugu
gosterilmistir (Phuchareon ve ark 2014). Ek olarak, FABP7'nin artan ekspresyonu,
melanom hiicrelerinin proliferasyonu ve invazyonu ile iliskilidir. Her ne kadar

Prognostik bir strateji olarak sitoplazmik ve niikleer FABP7 immiin reaktivitesini
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degerlendirmek Onemli olsa da, FABP7'in diger onemli tiimér markerleri ile
kombinasyon halinde olas1 klinik degerini tanimlamak icin ileri ¢aligmalara ihtiyag
oldugunu gostermektedir (Alshareeda ve ark 2012).

8-FABP8

Yag asidi baglayict protein 8 (FABPS), PMP2 (Periferik Miyelin Protein 2);
Miyelin yag asidi baglayict protein (M-FABP); MP2 (Miyelin P2 Protein), periferik
miyelinin baslangigta {ic ana miyelin proteini olarak tanimlanan kiigiik, bazik ve
sitoplazmik bir lipit baglayic1 proteindir. FABPS geni ve protein yapilari, FABP'lerin
korunan yapilarma benzerdir (Majava ve ark 2010). Insan FABPS geni, 8g21.3-q22.1
kromozomuna konumlanmistir (Hayasaka ve ark 1993). FABPS8, hidrofobik bir ligand
baglayici ¢ekirdek olarak gorev yapan ve bir hidrofilik yiizey ile ¢evrili 10 iplik¢ikli bir
antiparalel p-varilden olusur (Ruskamo ve ark 2014). PMP2'nin kolesterol, oleik asit,
retinoik asit ve retinol ile baglandig1 gosterilmistir. Cift lipit katmanina baglanan PMP2,
membran dinamiklerini azaltir (Suresh ve ark 2010). PMP2, Guillain-Barre
'Sendromunun (GBS) bir hayvan modeli olan deneysel otoimmiin ndriti (EAN) uyarmak
icin bir hedef antijen olarak kabul edilmistir. PMP2, diger periferik miyelin
proteinleriyle karsilastirildiginda benzersiz bir ekspresyon diizenine sahiptir (Knoll ve
ark 2010). Ik olarak, sadece Schwann hiicrelerinin bir kisminda bulundugu
gosterilmistir.

9-FABP9

Yag asidi baglayici protein 9 (FABP9), Testis-FABP (T-FABP) veya PERF15,
FABP ailesinin prostat kanserinin ilerlemesinde ve gelisiminde énemli bir role sahip
olan, az anlasilmig bir {yesidir. FABP9, karsinomlarda, iyi huylu prostat
hiperplazisinden (BPH) ¢ok daha yiiksektir (Slipicevic ve ark 2008). FABP9, memeli
sperminin niikleer zarfinin i¢ akrozomal zarinda ve dis yiizeyinde bulunan major bir
proteindir. FABP9'un artmis ekspresyonu, artmis malignite derecesi ile anlamli sekilde
iligkilidir ve prostat karsinomunda artmis glutamin sentetaz ile iliskilidir. FABP9
ekspresyonunun prostat kanserinde yararli bir prognostik faktdr olabilecegi
diistiniilmektedir (Al Fayi ve ark 2016).

10-FABP10

Yag asidi baglayici protein 10 (FABP10), memeli olmayan omurgal: tiirlerinde
karaciger ile siirli bir dokuya 6zgii ekspresyon 6rnegi gostermistir. Memeli tiirlerinde
FABP10 tespit edilmemistir. In vitro baglanma analizlerine dayanan bir ilk ¢alismada,

yayin baligit FABP10'un tek bir yag asidi molekiiline baglandigi (DI Pietro ve ark
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1997), tavuk FABP10'un ise FABP'ler arasinda FABP1 ile ortak bir 6zelligi olan iki
ligand molekiiliine baglandig1 gosterilmistir.

11-FABP11

Yag asidi baglayict protein 11 (FABP11) ekspresyonu, atretik folikiilleri
cevreleyen somatik hiicrelerde ¢ok fazla artis gosterir. Ayrica, vldir (vitellogenin
reseptorii)’in yumurtalik transkript seviyeleri, ¢ok diisiik yogunluklu bir lipoprotein
reseptorii ve FABP11, previtelogenez ve atrezide folikiil yiizdesi ile anlamli bir pozitif
korelasyon gostermistir (Agulleiro ve ark 2007).

12-FABP12

Yag asidi baglayict protein 12 (FABP12), yakin zamanda FABP ailesine
eklenmistir. Bugiine kadar, bu proteinin fonksiyonel 6zellikleri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (Liu ve ark 2008). FABP4, FABP5, FABP8 ve FABPY9 ile aym
kromozomal bdlgeye haritalanmistir (8q21.13). FABP12 insanda, sicanda ve farede
tanimlanmis, ancak tavuk ve zebra baligi genomlarinda muadili tanimlanmamaistir.
FABP12 mRNA retinada ve testiste yiiksek diizeylerde tanimlanmis olsa da, sican ve
fare dokularinin beyin korteksi, bobrek ve epididimisinde diisiik seviyelerde oldugu
tahmin edilmistir. Aym1 zamanda, FABP12'nin transkripti insan retinoblastom
hiicrelerinde de tanimlanmustir. FABP12 geni, tek bir ata genden FABP protein ailesinin

evrimsel sapmalarina iliskin daha iyi kanit saglar (Asmaa ve ark 2017).

2.4. Juglon

Allelopati, bir bitkinin iirettigi 6zgiin bir maddeyle, baska bir bitkiyi etkilemesi
seklinde goriilen bitkiler arasindaki dogal etkilesimleri ifade eder. Ceviz (Juglandaceae)
ailesinin birgok tiiyesi juglon (5-hidroksi-1,4-naftakinon) denilen bir allelokimyasal

uretir.

T

OH

Sekil 2.3. Juglonun kimyasal yapisi(Thakur 2011)
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Juglon, Juglandaceae familyasinda, 6zellikle siyah cevizde (Juglans nigra)
yapraklarda, koklerde, kabuklarda, meyvelerde (epikarp) ve bitki kabugunda dogal
olarak bulunan naftokinon yapili bir bilesiktir ve birgok bitki tiirii i¢in toksik veya
bliyiime engelidir. Bazen bir herbisit olarak, kumas ve miirekkepler icin bir boya olarak
ve gidalar ve kozmetikler igin bir renklendirici olarak kullanilir (Oliveira ve ark 2008).

Juglonun son zamanlarda giiclii antitiimor aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir (Kamei ve ark 1998) (Ji ve ark 2011). Juglon; fare asit hepatomu, fare
S180 kat1 sarkomu, SGC-7901 insan mide kanseri hiicreleri, HL-60 insan 1dsemi
hiicreleri ve HCT-15 insan kolon karsinom hiicrelerine kars1 gii¢lii antikanser aktivitesi
sergilemistir (Segura-Aguilar ve ark 1992) (Kamei ve ark 1998, Ji ve ark 2011).
Juglonun antikanser aktivitesinin, bilesigin timdr hiicrelerini dogrudan 6ldiirme,
apoptozu indiikleme, hiicre dongiisiiniin S-fazin1 inhibe etme, potasyum kanalin1 bloke
etme (insan periferik kan lenfositlerinde) yetenegine bagl oldugu bulunmustur (Ji ve
ark 2011).

Juglon, farkli meme kanseri modelleri {izerinde antikanser etkileri sergilemistir.
MCF-7’de, juglon G1 evresinde hiicre dongiisiinii durdurmus ve ROS giidiimlii
apoptozu desteklemistir. MCF-7 tlizerine yapilan kapsamli bir ¢alisma, juglonun Bax /
Bcl2 oranini, hiicre igi kalsiyum (Ca2 +) seviyelerini, sitokrom ¢ (Cyt-c) salinimini ve
kaspaz-3 aktivasyonunu arttirdigint ve intrinsik apoptotik yolun aktivasyonunu
sagladigimi kanitlamigdir. Bu sonuglar, meme kanseri tedavisinde uygulamalarla
birlikte, juglon kaynakli apoptoz mekanizmasi hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir (Ji
ve ark 2016). MCF-7'de hiicre proliferasyonunu, koloni olusumunu ve migrasyon
kabiliyetini inhibe ettigini gostermistir. Juglon-aracili oksidatif stres O3'i (FOXO3)
tetiklemis, bu da p53'i modiile etmis ve hiicresel homeostatik dengeyi degistirerek
apoptozu tetiklemistir.

Bir baska c¢alisma da, juglon sitotoksisitesinin kismen DNA hasarina
atfedildigini  gostermistir.  Aslinda  juglonun, MCF-7 hiicrelerinde DNA'ya
interkalasyonu sonucunda oksidatif boliinmeye neden oldugunu belirtmistir. Ancak
biyomarker fosforile-H2A histon ailesi liyesi X (-H2AX) seklinde higbir ¢ift iplik
kopmasi kaydedilmemistir. Buna karsilik, juglon askorbat ile kombinasyon halinde test
edildiginde yiiksek seviyelerde -H2AX kaydedilmistir. Nitekim juglonun antikanser
profili (proliferasyon inhibisyonu, sitotoksisite ve ROS indiiksiyonu agisindan) yiiksek

ihtimalle bu iki bilesik arasinda ilging bir sinerjistik aktivite oldugunu agiklayan
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askorbat vasitasiyla gelistirildigi diistintilmektedir (Sajadimajd ve ark 2016, Catanzaro
ve ark 2018).

2.5. Kurkumin

Kurkumin, Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan iiretilen parlak sar1 bir
polifenol kimyasaldir. Zencefil ailesinin Zingiberaceae iiyesi olan zerdecal (Curcuma
longa) kurkumin (%77), demetoksi kurkumin (%17) ve bisdemetoksi kurkumin (%3)
olmak tizere ¢esitli kurkuminoidleri igermektedir ve kurkumin baslica kurkuminoididir.
Curcuma longa L. (C. longa), evde hazirlanan ilaglarla ¢esitli hastaliklarin tedavisinin
yapildigi, Ayurveda, Unani ve Siddha tibbinda yaygin olarak kullanilan tibbi bir
bitkidir. Geleneksel Asya tibbinda, kurkumin romatizma, karaciger hastaligi, bocek
wsiriklari, Oksiirtik, siniizit, anoreksiya ve safra bozukluklar1 gibi ¢oklu hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (YILDIZ ve KONUKLUGIL 2018).

Yaklasik 6.850 yayin ile onlarca yildir kurkumin hakkinda yapilan kapsamli
aragtirmalar tibbi ve saglik faydalari konusunda daha fazla bilgi saglamistir. Anti-
inflamatuar, anti-trombotik, anti-diyabetik, anti-oksidatif, analjezik, hepato-protektif ve
antitlimorijenik fonksiyonlar dahil olmak {izere cesitli biyolojik fonksiyonlar igin
uygulandiginda arzu edilen tibbi etkileri ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (Bahrami ve ark
2019). Gegtigimiz ¢eyrek yiizyilda gesitli klinik g¢alismalarda kurkuminin kanser,
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, oral liken planus, artrit ve B-talasemi gibi bircok
hastaliga karsi cok yénlii rol oynadigi gosterilmistir. Ozellikle oral, akciger, meme,
prostat, pankreas, kolorektal ve bagboyun skuamoz hiicreli karsinom olmak iizere
kurkuminin antikanser potansiyeli c¢esitli kanser tiirlerinde basarili bir sekilde
sergilenmistir. Sitokinler (tiimor nekroz faktorii-a, interlokin (IL) -1p, IL-6), apoptotik
proteinler, NF-kB, siklooksijenaz (COX)-2, STATS3, endotelin-1, malondialdehit
(MDA), C-reaktif protein (CRP), prostaglandin E2, glutatyon S-transferaz (GST),
prostata 0zgii antijen (PSA), vaskiiler hiicre yapisma molekiilii (VCAM-1), glutatyon,
pepsinojen, fosforilaz kinaz, transferrin reseptorti, trigliserit, kreatinin, antioksidanlar,
aspartat transaminaz (AST) ve alanin transaminaz (ALT) gibi coklu hiicre sinyal
molekiillerini modiile etme yeteneginin kanitini gosteren ¢ok sayida aragtirma makalesi
yayinlanmigtir. Bu farkli mekanizmalarin hepsi birbiriyle baglantili olabilir (Gupta ve
ark 2011, Javeri ve Chand 2016).
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Kurkumin ilk kez 1810 yilinda izole edilmistir ve kimyasal yapis1 1973 yilinda
Roughley ve Whiting tarafindan belirlenmistir. Erime noktasi 183 °C, molekiiler
formiili C21H200s ve molekiiler agirligt 368,37 g/mol'dir. Ayrica kurkumin suda
¢Oziinmeyen bir lipofilik polifenoldiir ve etanol, dimetil stilfoksit (DMSO), asetik asit

ve kloroformda ¢6ziinmektedir (Araujo ve Leon 2001).
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Sekil 2.4. Kurkuminin kimyasal yapis1 (Fuchs ve ark 2009)

Kurkumin'in en ilging 6zelliklerinden biri, ¢esitli sinyal yollarina miidahale etme
ve ¢esitli biyoaktif molekiilleri hedefleme yetenegidir. Kurkumin, endoplazmik
retikulum stresini bloke ederek oksidasyona kars1 hiicresel homeostazi korur (Wang ve
ark 2016). Kurkumin ayrica karaciger ve bobrek gibi organlarda fibrozu baskilar (Zhou
ve ark 2014, Parsamanesh ve ark 2018), yag fonksiyon bozuklugunu azaltir ve insiilin
duyarliligi ve glikoz metabolizmasindaki iyilesmelerle hiperglisemiyi azaltir (Ding ve
ark 2016). Biriken kanitlar kurkuminin tiimor gelisiminin gesitli asamalarini, yani
proliferasyon, anjiyogenez, yayilma ve apoptozu inhibe etmede etkili olabilecegini
gostermektedir (Barati ve ark 2019).

Kurkumin siklooksijenaz-2 (COX-2), DNA polimeraz, sitokinler ve tiimor
gelisimi i¢in 6nemli olan hiicresel sinyal proteinlerine (NF-xB, sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon aktivator (STAT) proteinleri, aktivator proteini 1 (AP-1), Nrf-2, B-
katenin ve peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptér y (PPAR vy)) dogrudan
baglanir (Jacob ve ark 2008, Shehzad ve ark 2010). Kurkumin, NF-kB, AP-1 ve hiicre
sagkalimu ile ilgili birkag diizenleyici geninin [Bcl-2, Bcl-xL, apoptoz inhibitori (IAP)
ve hiicresel FLICE inhibitor protein (cFLIP)], proliferasyonun [siklin D1 (CycD1) ve c-
Myc], invazyonun [matris metaloproteinazlar (MMP-9) ve iirokinaz tipi plazminojen
aktivator (uPA)] ve Akt/protein kinaz B (PKB) ve IkBa ( NF-kB inhibitorii) kinaz
(IKK) 'ya miidahale ederek anjiyojenezin [vaskiiler epitelyal biiylime faktorii (VEGF)]
indiiksiyonunu bloke eder (Han ve ark 2002, Thangapazham ve ark 2006, Bhandarkar
ve Arbiser 2007). Kurkumin benzer sekilde hepsi kanser gelisimi ve ilerlemesi igin ¢ok

onemli olan protein kinaz C (PKC), MAPK, makrofaj uyarici 1 (MST1), zeste homolog
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2 arttiricis1 (EZH2) ve STATS3 sinyalleme kaskadlarin1 azaltir (Squires ve ark 2003, Seo
ve ark 2010, Yu ve ark 2013).

Kurkuminin gesitli saglik yararlarmma ve faz 1 klinik deneylerinde insanlarda
yuksek dozlarda (12 g/giin) bile giivenilir olmasina ragman, zayif emilimi, diistik
¢Oziinlirligli ve hizli sistemik eliminasyonu nedeniyle klinik uygulamalarinin sinirl
oldugu gosterilmistir. Biyoyararlanimmi arttrmak i¢in bazi yeni kurkumin
formiilasyonlar1 patentlenmistir (Anand ve ark 2007). Bu konudaki c¢alismalar,
fitozomal kurkuminin emilimini geleneksel kurkumin iriinlerinden 29 kat daha fazla
artirarak s6z konusu sorunlar1 ortadan kaldirmaya yardimer oldugunu dogrulamistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, geleneksel kurkumin sinirlamasinin istesinden gelmek icin
klinik ¢aligmalarin ¢ogunda fitozomal kapsiillenmis kurkumin kullanilmistir (Dulbecco

ve Savarino 2013).

2.6. MCF-7 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

MCF-7, 1970 yilinda 69 yasinda Kafkas bir kadinin meme dokusundan izole
edilmis bir meme kanseri hiicre hattidir (Soule ve ark 1973). Hastaya primer hiicre
kiltlirii baglamadan 7 yil once sag memesinde mastektomi yapilmistir ve ¢ikarilan
dokunun iyi huylu oldugu tespit edilmistir. 4 yil sonra, ikinci bir operasyon plevral
eflizyonda malign bir adenokarsinomu ortaya ¢ikarmis ve bu doku sonunda MCF-7
hiicre hattin1 olusturmustur. Hiicre hattinin izole edildigi hasta meme kanseri i¢in
radyoterapi ve hormonoterapi ile tedavi edilmistir (Levenson ve Jordan 1997).

MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) hiicre hattinin isimlendirilmesi, 1973
yilinda Dr. Soule ve meslektaglari tarafindan kurulan Michigan Kanser Vakfi'nin
adlarindan tiiretilerek yapilmistir (Soule ve ark 1973).

MCEF-7 hiicreleri, meme epiteline 6zel ¢esitli ideal 6zellikleri koruyan hiicre hatti
olarak meme kanseri laboratuar ¢aligmalart i¢in kullanimi uygundur. Genis Olciide
incelenen, meme adenokarsinomundan tiirevlendirilmis bir epitelyal kanser hiicre hatti
olan, MCF-7 farklilasmis meme epitelinin 6zelliklerine sahiptir. MCF-7 hiicrelerinin,
hiicre sitoplazmasindaki Gstrojen reseptorleri araciligiyla dstradiol formundaki 6strojeni
isleme yetenegi vardir. Bu, MCF-7 hiicre hattinin bir dstrojen reseptorii (ER) pozitif
hiicre hatt1 olmasina neden olur. MCF-7 ayrica progesteron reseptorii pozitif ve HER2

negatiftir (Shirazi ve ark 2011).
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MCF-7, MDA-MB-231 veya LCC15-MB gibi diger meme kanseri hiicre
hatlarina kiyasla diisiik metastatik potansiyele ve minimal invaziviteye sahip olmasi
nedeniyle zayif agresiflik gosterir (Gest ve ark 2013). MCF-7 hiicrelerinin kolay
prolifere olmasima ragmen, genellikle yavas biiyliyen bir popiilasyon oldugu
gozlemlenmistir. MCF-7’nin karakteristik olarak iki katma ¢ikmasi 30-40 saat
stirmektedir.

MCF-7 hiicre hatt1 genetik olarak, baslangigtaki izole edilen kopyasi ile tam
olarak ayni degildir. Baslangicta, o zamandan beri 16 kromozoma kadar indirgenmis 85
kromozom igeren bir karyotipe sahip olmasina ragmen bugiin ise MCF-7 hiicre hattinda
69 kromozom igeren bir karyotip bulunmaktadir. Ayrica, MCF-7 hiicre hattinda,
Michigan Kanser Vakfi ve ATCC hiicre hatt1 arasinda genetik farkliliklar vardir. Bu
farkliliklar, ATCC hiicre hattinin, diger MCF-7 hiicre hattindan daha farkli bir
kaynaktan elde edildigini gosterir.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM glutamin,
0.01 mg/ml insiilin, %1 penisilin / streptomisin karisimi igeren diigiik glikozlu
Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyerine (DMEM) ekilebilir ve 37°C'de %5 CO2
atmosferinde inkiibe edilmesi gerekir. Besiyeri yenilenmesi haftada 2 kez yapilmali,
hiicreler ise haftada 1:3 ekim oraninda pasajlanmalidir. Alternatif bir hiicre kiiltiir
besiyeri olarak, antibiyotikler ve %10 FBS ile desteklenmis DMEM veya RPMI-1640

kullanilabir.

2.7. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

MDA-MB-231 hiicre hatti, metastatik bir meme adenokarsinomasi olan 51
yasinda beyaz bir kadinin plevral efiizyonundan olusturulan (Cailleau ve ark 1978) ve
insanda en sik kullanilan epitelyal meme kanseri hiicre hattidir.

MDA-MB-231 &strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR)
ekspresyonundan ve HER2 (insan epidermal biiyiime faktorii reseptori 2)
amplifikasyonundan eksik oldugu i¢in agresif, invaziv ve zayif diferansiye ii¢lii negatif
meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir. Diger invaziv kanser hiicre hatlarina benzer
sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazivligine, ekstraseliiler matriksin proteolitik
degredasyonuna aracilik eder. Uclii negatif meme kanseri, smirl tedavi seceneklerine

sahip agresif bir meme kanseri formudur. Bu nedenle, iiclii negatif meme kanserinin



33

molekiiler temelini anlamak ve etkili yeni ilag¢ gelisimi i¢in ¢ok donemlidir (Chavez ve
ark 2010).

MDA-MB-231 hiicreleri, 2mM glutamin ve %15 fetal sigir serumu (FBS) ile
desteklenen Leibovitz’in L-15 besiyerinde 37°C'de biiyiitiiliir. Bu besiyeri, CO, dengesi
olmayan ortamlarda hiicrelerin biiyiimesini destekler. MDA-MB-231 hiicreleri 1-3x10*
hiicre/cm® arasinda  bir yogunlukta ekilmeli ve 9%70-80 konfluent oldugunda

pasajlanmalidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka

Giivenlik Kabini Smuf II Metisafe
Karbondioksitli Inkiibator Thermo Scientific
Isik Mikroskobu Olympus
Inverted Mikroskop Nikon Eclipse TS100
Su Banyosu WiseBath
Multiplate Okuyucu Biotech

Thermal Cycler Bio-Rad

Vorteks Heidolph
Real-time PCR Roche

Santrifiiy Niive

Mikrosantrifiij (Sogutmalr)

Thermo Scientific

Manyetik Karistirier (Isiticily) Stuart

(Calkalayict WiseShake
Hassas Terazi Kern

Otomatik Pipet Thermo Scientific
Nanodrop Spektrofotometri Thermo Scientific
-80 Derin Dondurucu Hater

-20 Dermn Dondurucu Arcelik

+4 Buzdolabi Ugur

Sekil 3.1. Kullanilan cihaz ve markalari

3.2. Hiicre Kiiltiri

Calismamizda kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ATCC
(American Type Culture Collection)’ den temin edildi. MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre
hatlart1 %10 fetal sigir serum (FBS) ve %]l antibiyotik (penisilin (100 U/ml),
streptomisin (100 pg/ul)) eklenmis RPMI-1640 besiyeri ile 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde kiiltiire edildi.
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3.2.1. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flaskta yapisik halde bulunan hiicrelerin tlizerine 1-2 ml %0,05 tripsin-EDTA
uygulandi. Hiicrelerin kalkmasi i¢in 2-3 dakika 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra flasktaki tripsin-EDTA ve hiicre karisimi falkon tiipe
alindi. Falkon tiipiin {izerine flaska eklenen tripsin-EDTA miktarinin 2 kat1 kadar taze
besiyeri eklendi ve 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
siipernatant uzaklastirildi ve peletin iizerine 1 ml besiyeri eklendi. Hiicreler kriyotiipe
alind1 ve {lizerine 1/9 oraninda DMSO damla damla eklenerek yavas bir sekilde pipetaj
yapildi. iginde DMSO’lu hiicre soliisyonu bulunan kriyotiip +4°C ve -20°C’de kademeli
olarak dondurulduktan sonra -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Dondurulmus hiicreleri igeren kriyotiip 37°C su banyosunda hizli bir sekilde
¢cOzdiirtldii. Coziilen hiicreler 5 ml taze besiyeri bulunan falkon tiipe aktarildi ve 1500
rom’de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve
peletin lizerine uygun miktarda taze besiyeri eklenerek ¢ozdiiriildii. Hiicreler uygun
biiyiikliikteki flaska alindi ve 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi.
Hiicreler kontrol edilerek 1 veya 2 giinde bir eski besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri

eklendi.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicre pasajlart %80-90 doygunluga ulastiktan sonra hiicrelerin
kiiltiirdeki devamlilig1 i¢in pasajlama islemi yapildi. Flask igerisindeki eski besiyeri
uzaklastirildi ve flaska ilave edilen 1-2 ml 1X DPBS ile hiicreler yikandi. Flasktaki
fazlalik bosaltildiktan sonra hiicrelerin yapistiklari alandan kaldirilmasi igin 1-2 ml
%0,05 tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek 37°C’de %5 CO2’li etiivde 3-4 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin tamaminin kalktigindan emin
olmak i¢in inverted mikroskop altinda inceleme yapildi. Kalkmis hiicrelerin bulundugu
siispansiyon halindeki hiicre ve tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml hacimli falkon tiip
icerisine alindi. Sollisyonun {izerine tripsinin inhibisyonu i¢in tripsin hacminin 2 kati
besiyeri eklenerek hiicrelerin homojen dagilmasi i¢in pipetaj yapildi ve 1500 rpm’ de 4

dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siiprnatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti lizerine
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yaklasik 10 ml taze besiyeri ilavesinden sonra yavasga pipetaj yapilarak ¢ozdiiriildii.
Tripan mavisi boyasi ile hiicre sayim lami kullanilarak inverted mikroskobu altinda
hiicre sayim1 yapildi ve belirlenen hiicre yogunluguna gore hiicrelerin flasklara ekim
islemi gerceklestirildi. Hiicrelerin gelisimlerini siirdiirebilmeleri i¢in 37 °C’de %5

CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi.

3.3. Juglon Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kat1 kimyasal madde halinde satin alinan juglon (MA: 174,15, Sigma H47003)
konsantrasyonu 40 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢6ziinmesi saglandi.
Hazirlanmis olan bu juglon stok soliisyonu steril ortamda 0,22 um’ lik steril filtrelerden
gecirildi  ve -20°C° de muhafaza edildi. Calismamizda kullanilan farkli
konsantrasyondaki juglon soliisyonlari, stok solisyondan RPMI-1640 besiyeri ile

seyreltilerek hazirlandi.

3.4. Kurkumin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kat1 kimyasal madde halinde satin alinan kurkumin (MA: 368,38 g/mol, Merck
C7727) konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziinmesi saglandi.
Hazirlanmis olan kurkumin stok soliisyonu steril ortamda 0,22 um’ lik steril filtrelerden
gecirildi  ve -20°C° de muhafaza edildi. Calismamizda kullamilan farkh
konsantrasyondaki kurkumin soliisyonlari, stok soliisyondan RPMI-1640 besiyeri ile

seyreltilerek hazirlandu.

3.5. MTT Analizi

MTT analizi; hiicre canliligi, proliferasyonu ve sitotoksisitesinin bir gostergesi
olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilir. Bu kolorimetrik analiz, sar1
tetrazolium tuzunun (3- (4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolym bromid veya
MTT) 'nin metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine
indirgenmesine dayanmaktadir. Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen
NAD(P)H'ye bagli oksidorediiktaz enzimleri igerir. Uygulanan maddenin sitotoksik
etkisiyle hiicrede oksidorediiktaz aktivitesinin etkilendigi durumlarda mor renkli

formazan olusamamakta, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
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formazan olusumu goriilmektedir. Formazan olusumu ise, spektrofotometre ile optik

yogunlugu dlciilerek tespit edilir.
3.5.1. Juglonun Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Juglonun MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla MTT testi uygulandi. 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 100
ul besiyeri igerisinde yaklagik 6x10% hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat
37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilarak hiicrelerin yiizeye yapismalari
saglandi. Inkiibasyon sonrasi eski besiyeri pipet ile ¢ekildi. Kuyucuklardaki MCF-7
hiicre hattina 1, 5, 10, 20, 40 uM ve MDA-MB-231 hiicre hattina 1, 5, 10, 15 uM juglon
konsantrasyonu igceren besiyerlerinden 100 pl ilave edilerek 24 saat 37°C’de %5 CO2’li
etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 etken madde iceren besiyeri pipetle
cekilerek uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pl MTT soliisyonu eklenerek 4 saat 37°C’de
%5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan MTT
sollisyonunun tamami uzaklastirilarak yerine 100 ul DMSO eklendi ve oda sicakliginda
karanlik ortamda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi mor renkli formazan
kristallerinin sar1 renge doniisiimii gerceklesti ve mikroplate okuyucuda 570 nm dalga
boyunda absorbans olgiimii yapildi. Juglon muamelesi yapilmis gruplarin absorbans
degerlerinin kontrol grubu absorbans degerine boliintip 100 ile ¢arpilmasi ile yiizde
hiicre canlilig1 hesaplandi. Microsoft Excel programi yardimui ile uygulanan doz ve %
hiicre canlilig1 egrisi grafigi olusturularak %50 baskilayict konsantrasyon (ICsg) degeri

tespit edildi.
3.5.2. Kurkuminin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Kurkuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini
belirlemek i¢cin MTT testi uygulandi. 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 100 pl
besiyeri igerisinde yaklasik 6x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat 37°C’de
%5 CO2’li etlivde inkiibasyona birakilarak hiicrelerin yiizeye yapismalari saglandi.
Inkiibasyon sonrasi eski besiyeri pipet yardimi ile uzaklastirildi. Kuyucuklardaki MCF-
7 hiicre hattna 0,1, 1, 5, 10,15, 20, 25 ve 40 uM ve MDA-MB-231 hiicre hattina 1, 5,
10, 15 ve 20 uM kurkumin konsantrasyonu igeren besiyerlerinden 100 pl eklenerek 24
saat 37°C°de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonrasi etken madde

iceren besiyerinin tamami uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pul MTT soliisyonu
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eklenerek 4 saat 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. 4 saat sonrasinda
kuyucuklardan MTT soliisyonunun tamami pipet ile ¢ekilerek yerine 100 pl DMSO
eklendi ve oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
mor renkli formazan kristallerinin sar1 renge doniisimii gergeklesti ve mikroplate
okuyucuda 570 nm dalga boyunda absorbans Slgiimii yapildi. Kurkumin muamalesi
yapilmis gruplarin absorbans degerlerinin kontrol grubu absorbans degerine boliiniip
100 ile carpilmasi ile yilizde hiicre canliligi hesaplandi. Microsoft Excel programi
yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre canliligi egrisi grafigi olusturularak %50

baskilayici konsantrasyon (ICsp) degeri tespit edildi.

3.6. Gen Ekspresyon Analizleri

Farkli konsantrasyonlarinda juglon ve kurkumin uygulamalarinin, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde FABP5 ve FABP9 genlerinin ekspresyon diizeyleri lizerine
etkilerini belirlemek amaciyla Roche Light Cycler 1.2 cihazi kullanilarak kantitatif
Real-Time PCR (qPCR) ¢alismasi yapildi.

3.6.1. Total RNA Izolasyonu

6 kuyucuklu platelere bir kuyucukta 3 ml besiyeri icerisinde yaklasik 3x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki hiicrelere belirlenen I1Csy degerlerine gore
juglon muamelesi i¢in MCF-7 hiicre hattina 5, 10 ve 15 pM ve MDA-MB-231 hiicre
hattina 1, 2 ve 3 uM juglon konsantrasyonu igeren besiyerinden; kurkumin muamelesi
i¢cin ise MCF-7 hiicre hattina 5, 10 ve 15 uM ve MDA-MB-231 hiicre hattina 1, 5 ve 10
puM  kurkumin konsantrasyonu iceren besiyerinden 3 ml eklendi. Madde
uygulamasindan sonra plateler 24 saat 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona
birakildi. Hiicrelerin 24 saat inkiibasyonundan sonra RNA izolasyonu asamasina gegildi
ve RNA izolasyonu i¢in TRidity G soliisyonu (Applichem, A4051) kullanildi.

1. Platedeki hiicrelerin iizerinden madde muamelesini bitirmek icin besiyeri pipet
yardimu ile ¢ekildi ve bir miktar PBS eklenerek hiicreler yikandi.

2. Her kuyucuga 1ml tripsin eklendi ve 3-4 dk 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe
edildi.
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Kuyucuk yiizeyinden kaldirilan hiicreler bir falkon tiipe alindi, tizerine 2-3 ml
besiyeri eklendi ve 1500 rpm’de 4 dk santifiij edildi.

Stipernatant atild1 ve hiicrelere 2 kez PBS ile yikama yapildi.

Her bir falkon tiipe 1 ml TRidity G soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

Hiicre ve TRidity G siispansiyonu 1,5 ml’lik tiipe aktarildi ve iizerine 200 pl
kloroform eklendi. Tiipler nazikce alt iist edilerek karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler 12000 g’de 15dk +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiipe alindi.

Stipernatant tizerine 250 ul 2-propanol ilave edildi ve 10 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler, 12000 g’de 10dk +4°C’de
santrifiij edildi.

Santriflij sonrasi silipernatant uzaklastirildi ve pelletin iizerine 50 pl %70’lik
etanol eklendikten sonra 12000 g’de 5 dk +4°C’de tekrar santifiij edildi.

Tekrar slipernatant atildiktan sonra geriye kalan RNA pelleti kurumaya birakildi.
Kuruma isleminden sonra RNA pelleti 50 pl niikleaz icermeyen dH20O ile
cozdiiriildi.

Nanodrop spektrofotometrede RNA konsantrasyonu ve safliklari belirlendi.

RNAlar, stabil kalabilmeleri i¢in -80°C’de muhafaza edildi.

3.6.2. cDNA Sentezi

Total RNA’dan ¢cDNA sentezi, 2-kademeli RT-PCR Kiti (Vivantis, RTPL12)

kullanilarak, kitin mevcut protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirildi.

1.

[lk olarak her numune igin spektrofotometrede odlgiilen RNA
konsantrasyonlarina gore 5 pg RNA i¢in hesaplamalar yapildi.

Daha sonra 200 pl’lik per tiiplerine belirlenen miktarda niikleaz icermeyen
dH20, 1 pl 40 uM oligod(T) primer ve 1 pul 10 mM dNTP miks eklendi ve en
son belirlenen miktarda 5 pg RNA eklenerek pipetaj yapildi.

Tamamui 15 pl olan karisim denatiirasyon i¢in 65°C’de 5 dk inkiibe edildi.
Denatiirasyon asamasindan sonra tiipler 2 dk buz {izerinde bekletilerek

reaksiyonun sonlandirilmasi saglandi.
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5. Buzdan alinan tiiplerin iizerine, 2 ul 10X Buffer M-MuLV, 0,5 ul 100 iiniteM-
MuLV Reverse Transcriptase enzimi ve 7,5 ul niikleaz icermeyen dH2O ile
hazirlanan 10 pl cDNA sentez miksi ilave edilerek pipetaj yapildi.

6. Karisimi iceren per tiipleri cDNA sentezi i¢in 42°C’de 60 dk inkiibe edildi.

7. 1 saatin sonunda reaksiyonu sonlandirmak i¢in tiipler 85°C’de 5 dk inkiibe edildi

ve sentezlenen cDNA’lar PCR’da kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.6.3. Real-Time PCR

Real-time PCR, SYBR Green qPCR Master Miks (Thermo, K0251) kullanilarak
gerceklestirildi. Caligmada ekspresyonu arastirilan FABP5 ve FABP9 hedef genler ve

referans olarak kullanilan f-actin’e 6zgii primerler asagida gosterilmistir.

p-aktin
Fw: 5- ACTCTTCCAGCCTTCCTTC -3’
Rw: 5°- ATCTCCTTCTGCATCCTGTC -3’

Fatty Acid Binding Protein 5 (FABPS)
Fw: 5’- CAG TTC AGC AGC TGG AAG GA -3’
Rw: 5’- TGC TTT CCT TCC CAT CCC AC -3’

Fatty Acid Binding Protein 9 (FABP9)
Fw: 5’- CGG AAC ATG GCA GGG TTAGT -3’
Rw: 5°- ACT TTC CGG TTG TCT GCT GT -3’

Real-Time PCR karistmimi hazirlamak i¢in belirlenen miktarlarda niikleaz
icermeyen dH20, forward ve reverse primerler ve SYBR Green qPCR Master Miks
karistirildi. Karigim 96-well PCR platedeki kuyucuklara dagitildi ve sentezlenen cDNA
pipetaj yapilarak kuyucuklara ilave edildi. Hazirlanan reaksiyon karigimini iceren 96-
well PCR plate Roche Light Cycler 1.2 cihaz igerisine yerlestirildi. Hedef genlerin ve
referans genin amplifikasyonu, Cizelge 2.3.’de belirtilen protokol kullanilarak yapildi.
PCR islemi tamamlandiktan sonra hedef genler olan FABP5 ve FABP9 genlerinin
ekspresyon diizeyleri C; degerleri lizerinden yorumlandi. Referans gen olarak kullanilan

B-aktin’in gen ekspresyonuna goére normalizasyon islemi yapildi. Kontrol grubu ile
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juglon ve kurkumin muamelesi yapilmis gruplarda gen ekspresyon diizeyleri -AAC;

metodu kullanilarak hesaplandi.

Denatiirasyon 95°C’de 10 dk
Amplifikasyon 94°C’de 30 sn
(45 dongii) 60°C’de 30 sn

72°C’de 30 sn
Soguma 40°C’de 30 sn

Cizelge 3.2. Genler i¢in uygulanan Real-Time PCR protokolii.
3.7. Western Blot ile Protein Kantitasyon Analizi

Western blot elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde yiiriitiilen proteinlerin,
destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metodlarla
gosterilmesidir (Burnette, 1981; Harlow ve Lane, 1988). Blotlamadan once ¢alisilan
numunedeki proteinler elektriksel ortamda jel iizerinde yiiriitiilmektedir. Proteinlerin
elektroforezleri, proteinlerin ayristirllmas1 ve saflastirilmasinda kullanilan temel
biyokimyasal yontemlerden biri olan, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jelde (SDS-
PAGE) gergeklestirilmektedir (Harlow ve Lane, 1988). Proteinlerin elektroforezinde
kullanilan SDS-PAGE, proteinin molekiiler agirligiyla orantili olarak elektrik akimi ile
art1 kutuba dogru gé¢ etmesini ve jelde bulunduklar1 yerde bantlar olusturmasini saglar.
Western blot teknigi elektroforez islemini takip eden 4 asamada gergeklestirilir. Bu
asamalar; jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik
olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in nitroseliiloz membranda protein baglanmamis
bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve

proteinlerin goriintiilenmesi seklindedir.
3.7.1. Hiicre Lizatlarin Hazirlanmasi

Hiicrelerin hazirlanmasi i¢in oncelikle 6 kuyucuklu plate’e her bir kuyucukta
yaklagik 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat 37°C’de %35 CO2’li etiivde
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki MCF-7 hiicre hatt1 igin 5, 10 ve 15

UM konsantrasyonlarinda juglon ve 5, 10 ve 15 pM konsantrasyonlarinda kurkumin,
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 iginse 1, 2 ve 3 uM konsatrasyonlarda juglon ve 1, 5 ve 10
UM konsantrasyonlarinda kurkumin uygulanarak 24 saat 37°C’de %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. 24 saat bitiminden sonra muameleyi ortadan kaldirmak icin
juglon ve kurkumin igeren besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile yikama islemi yapildi.
Daha sonra 3-4 dk tripsin muamelesi ile hiicreler kuyucuk ylizeyinden kaldirildi ve bir
falkon tiipe alindi. Hiicreler, 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatant atild1 ve PBS eklenerek 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Yikama islemi 2
kez yapildi. Tekrar siipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti 2x10"/ml oranina uygun
miktarda Ripa Lysis Buffer System (Santa Cruz, sc-24948) ile ¢6zdiiriildii ve proteaz
inhibitor kokteyli eklendi. Siispansiyon 1,5 ul’lik tiiplere alind1 ve 16,000 g’de 20 dk
4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra protein miktar tayini analizini yapmak
icin kiiciik bir lizat hacmi alindi. Her hiicre lizat1 i¢in protein konsantrasyonu belirlendi

ve hiicre lizatlar1 -80°C’de muhafaza edildi.
3.7.2. Hiicrelerin Protein Analizleri

Elektroforez islemlerine baslamadan once jele yiiklenecek protein miktarlarinin
analizi i¢in BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23225)’1 kullanildu.

Hiicrelerin protein sonuglarini hesaplayabilmek i¢in kitin icerigindeki prosediire
gore 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 pg/ml alblimin standartlar1 hazirlandi. Ardindan da
calismada kullanmak i¢in 50 birim A reaktifi ile 1 birim B reaktifi birlestirilerek protein
reaktifi hazirlandi.

Kullanilacak soliisyonlar hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu platelere gruplar 3
tekrarli olacak sekilde her kuyucuga 200 pl hazirlanmis olan protein reaktifi eklendi ve
tizerlerine 10 pl standart veya hiicrelerden ilave edildi. Daha sonra 37°C’de %5 CO2’li
etlivde ve karanlikta 30 dk inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonunda 562 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda absorbansi
Olctildii ve her gruptaki 3’li tekrarlarin ortalamalar1 alindi. Alblimin standartlarinin
sonuclarina gore kalibrasyon grafigi ¢izildi ve her numunenin jele yiiklemek icin gerekli

olan protein miktar1 grafik denklemine goére hesaplandi ve esitlemeleri (30 ng) yapildi.
3.7.3. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Proteinleri molekiiler boyutlarina gore ayirmak igin %4’lik st jel (dH20,
akrilamid-bis, 0,5M Tris (6,8 pH), %10 SDS, %10 amonyum persiilfat (APS), Temed)
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ve %10’1luk alt jel (dH20, akrilamid-bis, 1,5M Tris (8,8 pH), %10 SDS, %10 amonyum
persiilfat (APS), Temed) kullanild1.

Ilk 6nce %10’liik alt jel hazirlandi ve jel kalibi igerisine pipet yardimmi ile
eklendi. Jelin polimerizasyonu i¢in 20 dk bekletildi. Daha sonra %4’likk iist jel
hazirland1 ve alt jel polimerize olduktan sonra pipet yardimui ile jel kalibina ilave edildi.
Kuyucuklarin olugmasi i¢in jel taragi takildi ve tekrar 20 dk polimerizasyon igin
bekletildi.

Hazirlanan jelin tizerindeki tarak cikartildi ve jel kalibi elektroforez kabina
yerlestirildi. Olusan kuyucuklara molekiiler agirlik belirteci ile birlikte 30 pg protein
ornekleri yiiklendi. Kabin igerisine yiiriitme tamponu (tris base, glisin, %10 SDS, distile

su) eklendi ve jel 120 V’de 2 saat yiirlimeye birakildi.
3.7.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Transfer i¢in kullanilacak olan PVDF (Poli-viniliden difloriir) membran1 1 dk
metanol ile aktive edildi ve jel ve membran yiiklemeden 6nce transfer tamponu (tris
base, glisin, %20 v/v metanol) ile calkalandi. Bir miktar transfer tamponunun igine
koyulan transfer kasetine sirasi ile siinger, 2 tane kurutma kagidi ve jel yerlestirildi.
Jelin iizerine aktive edilmis PVDF membran ve tekrar 2 tane kurutma kagidi ile siinger
yerlestirildi. Kaset kapatildiktan sonra transfer kabina takildi ve {izerine transfer

tamponu ilave edildi. 100 V, 200 mA’ de 2 saat transfer islemi gerceklestirildi.
3.7.5. Bloklama

Bloklama islemi, proteinlerin transferinden sonra membranla antikorlar
arasindaki spesifik olmayan baglanmalar1 en aza indirmek i¢in uygulanir.

Transfer kasedinden ¢ikarilan PVDF membrani lizerindeki proteinlerin transferi,
Ponceau S boyamasi kullanilarak kontrol edildi. Daha sonra PVDF membran1 1X TBST
(%0,1 Tween20) yikama tamponu igerisinde 2 kez 10 dk calkalayicida birakildi.
Yikama soliisyonu dokiildiikten sonra membran iizerine %5 BSA (Bovine Serum
Albumin) ve 1X TBST ile hazirlanan bloklama tamponu eklenir. 1 saat ¢alkalayicida
birakilir. Bloklama yapildiktan sonra membrana 2 kez 1X TBST ile 10 dakika yikama
yapilir.
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3.7.6. Primer ve Sekonder Antikor Inkiibasyonu

Primer antikorlar (E-FABP Antibody sc-365166, T-FABP Antibody sc-390196
Santa Cruz) 1X TBST ve %5 BSA ile diliie edilerek hazirlandi ve membran iizerine
ilave edildi. Membran antikorla muamelesi i¢in gece boyunca 4°C’de inkiibe edildi.
Primer antikor muamelesinden sonra tutunmayan fazla antikorlar1 uzaklastirmak icin 3
kez 1X TBST ile 5 dk calkalayicida yikama islemi yapildu.

HRP (horse-radish peroksidaz) konjuge sekonder antikorlar (m-IgGx BP-HRP
sc-516102 Santa Cruz) 1X TBST ve %5 BSA ile diliie edilerek hazirlandi ve membran
tizerine eklendi. Membran 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Muameleden
sonra fazla antikorlar1 uzaklagtirmak i¢in 3 kez 1X TBST ile 5 dk calkalayicida yikama
1slemi yapildi.

3.7.7. ECL ile Goriintiileme

Sekonder antikor ile konjuge horse-radish peroksidaz (HRP) enzimi, ECL
¢Ozeltisi iginde bulunan Lumigen PS-3 substratin1 katalizler. Bu reaksiyon sonucu agiga
¢ikan luminol 1s1maya yol agar. Bu 1s1ma 6zel filmler ile saptanir.

A reaktifi ve B reaktifinin belli oranlarda karigtirilmasiyla ECL soliisyonu
hazirlandi. Karanlik ortamda seffaf dosya arasina yerlestirilmis membran {lizerine 1 ml
ECL soliisyonu eklendi. Membrani kaplayacak sekilde X-ray filmi kapatildi ve 3-4 dk
bekletildi. Membranin iizerine koyulan X-ray filmi banyo edildi ve protein bantlarinin

goriiniir hale gelmesi saglanarak degerlendirme yapildi.

3.8. istatistiksel Analiz

MTT, Real-Time PCR ve western blot analizi sonucunda elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanilarak
yapildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Farkli konsantrasyonda
juglon ve kurkumin muamelesi yapilmis gruplar ile negatif kontrol olarak juglon ve
kurkumin muamelesi yapilmamis grup kullanildi ve bu madde muamelesi yapilmig
gruplar ve negatif kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak karsilastirma yapmak ic¢in

nonprarametrik- kruskal wallis analizi uygulandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. BULGULAR

Calismada yapilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda juglon ve
kurkuminin sitotoksik etkisini gésteren MTT analizi sonuglar1 ve FABPS ve FABP9 gen
ekspresyonu ve protein diizeyini gosteren Real-Time PCR analizi ve Western blot

analizi sonuglar1 asagida verilmistir.
4.1.1. MCF-7 Hiicre Hatt1 Uzerinde Kurkuminin Sitotoksik Etkileri

MCF-7 hiicre hattina 1Csy dozunu belirlemek i¢in 0,1, 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 40
uM konsantrasyonlarinda kurkumin muamelesi yapildi ve 24 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra MTT analizi uygulandi ve spektrofotometrede 570 nm dalga
boyunda absorbanslar1 o6lgiildii. Kontrol grubu ve kurkumin muamelesi yapilan
gruplarin absorbans sonuglarina gore % hiicre canlilig1 hesaplandi.

24  saatlik  Kurkumin  uygulamasindan  sonra  farkli  kurkumin
konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicre hattinin hiicre canliligi yiizdeleri 0,1 pM igin
%92,32, 1 uM i¢in %75,55, 5 uM i¢in %62,8, 10 uM i¢in %59,3, 15 uM i¢in %57,11,
20 uM igin %56,11 ve 25 uM i¢in %45,11 ve 40 uM i¢in %39,18 olarak tespit edildi.
%50 inhibisyon konsantrasyonu yani ICsy dozu 22,41 uM olarak hesaplandi (p<0.05)
(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. MCF-7 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarimin hiicre canliligina etkisi
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4.1.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 Uzerinde Juglonun Sitotoksik Etkileri

MCF-7 hiicre hattina 1Csp dozunu belirlemek i¢in 7,5, 10, 15 ve 20 uM
konsantrasyonlarinda juglon muamelesi yapildi ve 24 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra MTT analizi uygulandi ve spektrofotometrede 570 nm dalga
boyunda absorbanslar1 6l¢iildii. Kontrol grubu ve juglon muamelesi yapilan gruplarin
absorbans sonuglarina gore % hiicre canlilig1 hesaplandi.

24 saatlik juglon uygulamasindan sonra farkli kurkumin konsantrasyonlarinda
MCEF-7 hiicre hattinin hiicre canlilig1 yiizdeleri 7,5 uM i¢in %98,97, 10 uM icin %90,6,
15 uM i¢in %54,95, 20 uM i¢cin %27,89 olarak tespit edildi. %50 inhibisyon
konsantrasyonu yani 1Cso dozu 16,27 uM olarak hesaplandi (p<0.05) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. MCF-7 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarinin hiicre canliligina etkisi
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4.1.3. MDA-MB-23 Hiicre Hatt1 Uzerinde Kurkuminin Sitotoksik Etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattina 1Csy dozunu belirlemek igin 1, 5, 10, 15 ve 20 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin muamelesi yapildi ve 24 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra MTT analizi uygulandi ve spektrofotometrede 570 nm dalga
boyunda absorbanslar1 o6lgiildii. Kontrol grubu ve kurkumin muamelesi yapilan
gruplarin absorbans sonuglarina gore % hiicre canlilig1 hesaplandi.

24 saatlik  kurkumin  uygulamasindan  sonra  farkli  kurkumin
konsantrasyonlarinda MDA-MB-231 hiicre hattinin hiicre canlilig1 yiizdeleri 1 uM igin
%82,56, 5 uM i¢in %72,36, 10 uM ig¢in %64,73, 15 uM i¢in %33,85, 20 uM i¢in %20,8
olarak tespit edildi. %50 inhibisyon konsantrasyonu yani ICso dozu 10,43 puM olarak
hesapland (p<0.05) ( Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarimin hiicre canliligina etkisi



48
4.1.4. MDA-MB-23 Hiicre Hatt1 Uzerinde Juglonun Sitotoksik Etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattina 1Csg dozunu belirlemek i¢in 0,1, 1, 5, 10 ve 15 uM
konsantrasyonlarinda juglon muamelesi yapildi ve 24 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra MTT analizi uygulandi ve spektrofotometrede 570 nm dalga
boyunda absorbanslar1 dl¢iildii. Kontrol grubu ve juglon muamelesi yapilan gruplarin
absorbans sonuglarina gore % hiicre canlilig1 hesaplandi.

24 saatlik juglon uygulamasindan sonra farkli juglon konsantrasyonlarinda
MDA-MB-231 hiicre hattinin hiicre canlilig1 ytizdeleri 0,1 uM i¢in %100,45, 1 uM igin
%92,28, 5 uM i¢in %27,2 10 uM igin %5,78, 15 uM icin %5,26 olarak tespit edildi.
%50 inhibisyon konsantrasyonu yani ICsp dozu 3,38 uM olarak hesaplandi (p<0.05)
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarmin hiicre canliligina etkisi
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4.1.5. MCF-7 Hiicre Hattinda Kurkumin Uygulamasinin FABPS ve FABP9
Gen Ekspresyonlarina Etkileri

MCF-7 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine goére 5, 10 ve 15 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi
uygulandi. 24 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi ve
sonrasinda cDNA sentezi ger¢eklestirildi. Elde edilen cDNA’larla Real-Time PCR’da
MCF-7 hiicrelerinde kurkumin uygulamasi sonucu FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyonlarina bakildi. Real-Time PCR sonuglarindan elde edilen C; degerlerine gore
MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik kurkumin uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol
grubunda FABPS5 ve FABP9’un [-aktin’e normalizasyonu ile -AAC; degerleri
hesaplandi. Daha sonra kurkumin muamelesi yapilmig gruplar ile kontrol grubu arasinda
FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarinin istatiksel olarak degerlendirilmesinde kruskal
wallis tek yon varyans analizi kullanildi.

Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik 5 pM, 10 uM, 15 pM’lik
konsantrasyonlarda kurkumin uygulamasi yapilan gruplardaki FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla FABP5 gen ekspresyonunda
sirastyla 7.63; 6.35; 6.3 kat artis tespit edildi ve FABP9 gen ekspresyonunda ise
sirastyla 9.55; 8.61; 8.55 Kat artis tespit edildi. Her iki gen i¢in de kontrole gore anlamli
bir artis tespit edilmesine ragmen gruplar arasi anlaml fark tespit edilmemistir (Sekil

4.5).
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Sekil 4.5. MCF-7 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarinin FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyonlariin kontrol grubuna gore degisimi



50

4.1.6. MCF-7 Hiicre Hattinda Juglon Uygulamasinin FABPS ve FABP9 Gen
Ekspresyonlarina Etkileri

Mcf-7 hiicre hattina belirlenen ICsp degerine gore 5, 10 ve 15 uM
konsantrasyonlarinda juglon muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi uygulandi.
24 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi ve sonrasinda cDNA
sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’larla Real-Time PCR’da MCF-7 hiicrelerinde
juglon uygulamasi sonucu FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarina bakildi. Real-Time
PCR sonuglarindan elde edilen C; degerlerine gore MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik
juglon uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol grubunda FABPS ve FABP9’un B-aktin’e
normalizasyonu ile -AAC; degerleri hesaplandi. Daha sonra juglon muamelesi yapilmis
gruplar ile kontrol grubu arasinda FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarinin istatiksel
olarak degerlendirilmesinde kruskal wallis tek yon varyans analizi kullanildi.

Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik 5 pM, 10 uM, 15 pM’lik
konsantrasyonlarda juglon uygulamasi yapilan gruplardaki FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla FABP5 gen ekspresyonunda
sirasiyla 4.04 kat azalis tespit edilirken, 4.38; 4.03 kat artis tespit edildi ve 5 uM ve 10
UM konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda istatiksel olarak anlamli (p=0,011) bir fark
oldugu belirlendi. FABP9 gen ekspresyonunda ise sirasiyla 1.25 kat azalig tespit
edilirken, 7.37; 6.92 kat artis tespit edildi ve 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlari
arasindaki sonuglarda istatiksel olarak anlamli (p=0,007) bir fark oldugu belirlendi.

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MCF-7 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarinin FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore degisimi (*: p<0,05, **: p<0,01)
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41.7. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Kurkumin Uygulamasinin FABPS ve
FABP9 Gen Ekspresyonlarina Etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine gore 1, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi
uygulandi. 24 saat sonunda MDA-MB-231 hiicrelerinden RNA izolasyonu yapild1 ve
sonrasinda cDNA sentezi ger¢eklestirildi. Elde edilen cDNA’larla Real-Time PCR’da
MDA-MB-231 hiicrelerinde kurkumin uygulamasi sonucu FABPS5 ve FABP9 gen
ekspresyonlarina bakildi. Real-Time PCR sonuglarindan elde edilen C; degerlerine gore
MDA-MB-23 hiicre hattinda 24 saatlik kurkumin uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol
grubunda FABP5 ve FABP9’un [-aktin’e normalizasyonu ile -AAC; degerleri
hesaplandi. Daha sonra kurkumin muamelesi yapilmis gruplar ile kontrol grubu arasinda
FABPS5 ve FABP9 gen ekspresyonlarinin istatiksel olarak degerlendirilmesinde kruskal
wallis tek yon varyans analizi kullanildi.

Buna gore; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik 1 pM, 5 uM, 10 pM’lik
konsantrasyonlarda kurkumin uygulamasi yapilan gruplardaki FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla FABP5 gen ekspresyonunda
sirastyla 3.37; 4.19; 7.14 kat azalis tespit edildi ve 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlari
arasindaki sonuclarda istatiksel olarak anlamli (p=0,007) bir fark oldugu belirlendi.
FABP9 gen ekspresyonunda ise sirastyla 0.35; 1.5; 3.82 kat azalis tespit edildi ve 1 uM
vel0 uM konsantrasyonlari arasindaki sonuglarda istatiksel olarak anlamli (p=0,007) bir
fark oldugu belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MDA-MB-231 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarmm FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyonlarinin kontrol grubuna goére degisimi (**: p<0,01)
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4.1.8. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Juglon Uygulamasinin FABPS ve
FABP9 Gen Ekspresyonlarina Etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine gore 1, 2 ve 3 uM
konsantrasyonlarinda juglon muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi uygulandi.
24 saat sonunda MDA-MB-231 hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi ve sonrasinda
cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’larla Real-Time PCR’da MDA-MB-
231 hiicrelerinde juglon uygulamasi sonucu FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarina
bakildi. Real-Time PCR sonuglarindan elde edilen C; degerlerine gore MDA-MB-23
hiicre hattinda 24 saatlik juglon uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol grubunda FABPS
ve FABP9’un [-aktin’e normalizasyonu ile -AAC; degerleri hesaplandi. Daha sonra
juglon muamelesi yapilmig gruplar ile kontrol grubu arasinda FABPS5 ve FABP9 gen
ekspresyonlarinin istatiksel olarak degerlendirilmesinde kruskal wallis tek yon varyans
analizi kullanildi.

Buna gore; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik 1 pM, 2 pM, 3 puM’lik
konsantrasyonlarda juglon uygulamasi yapilan gruplardaki FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla FABP5 gen ekspresyonunda
sirastyla 6.19; 9.27; 10.81 kat azalig tespit edildi ve 1 uM ve 3 uM konsantrasyonlari
arasindaki sonuclarda istatiksel olarak anlamli (p=0,007) bir fark oldugu belirlendi.
FABP9 gen ekspresyonunda ise sirastyla 2.58; 6.71; 13.3 kat azalis tespit edildi ve 1
uM ve 3 uM konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda istatiksel olarak anlamli

(p=0,007) bir fark oldugu belirlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarinin FABP5 ve FABP9 gen
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore degisimi (**: p<0,01)
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4.1.9. MCF-7 Hiicre Hattinda Kurkumin Uygulamasimin FABP5 ve FABP9

Protein Diizeylerine Etkileri

MCF-7 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine goére 5, 10 ve 15 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi
uygulandi. 24 saat sonunda Ripa Lysis Buffer ve proteaz inhibitor kokteyli kullanilarak
hiicre lizatlar1 hazirlandi. Hiicre lizatlarindaki protein miktar tayini yapildi ve western
blot analizi asamalar1 gergeklestirildi. Daha sonra FABP5 ve FABP9 protein bant
yogunluklar1 goriintiilendi ve hedef proteinlerle birlikte normalizasyon islemleri igin -
aktin proteinin tespiti de yapildi. Image J programi kullanilarak FABPS5 ve FABP9 bant
yogunluklar1 B-aktin bant yogunluklari ile normalize edildi ve SPSS 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programinda istatiksel analizleri yapildi.

Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda 24 saat 5, 10 ve 15 uM konsantrasyonlarinda
kurkumin uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol grubu arasinda FABP5 ve FABP9
protein diizeyleri sonuclar1 su sekildedir:

FABPS5 protein diizeylerinde, kontrol grubuna gore 5, 10 ve 15 uM kurkumin
uygulamasi yapilan gruplarin hepsinde azalma oldugu goriildi. 5 uM ve kontrol grubu
arasindaki sonuclarda (p=0,04) ve 10 uM ve kontrol grubu arasindaki sonuglarda
(p=0,02) istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi. 10 pyM ve 15 uM
konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda da istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
belirlendi (p=0,04) (Sekil 4.9.). FABP9 protein diizeylerinde ise, kontrol grubuna goére
5, 10 ve 15 puM kurkumin uygulamasi yapilan gruplarin hepsinde azalma oldugu
goriildii. 10 uM ve kontrol grubu arasindaki sonuglarda (p=0,04) ve 15 uM ve kontrol
grubu arasindaki sonuglarda (p=0,003) istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu

tespit edildi (Sekil 4.9.)
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Sekil 4.9. MCF-7 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarinin FABP5, FABP9 ve B-aktin
protein seviyeleri tizerindeki etkisini gdsteren protein bant yogunluklari
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4.1.10. MCF-7 Hiicre Hattinda Juglon Uygulamasimin FABPS5 ve FABPY9

Protein Diizeylerine Etkileri

MCF-7 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine goére 5, 10 ve 15 uM
konsantrasyonlarinda juglon muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi uygulandi.
24 saat sonunda Ripa Lysis Buffer ve proteaz inhibitor kokteyli kullanilarak hiicre
lizatlar1 hazirlandi. Hiicre lizatlarindaki protein miktar tayini yapildi ve western blot
analizi asamalar1 gergeklestirildi. Daha sonra FABP5 ve FABP9 protein bant
yogunluklar1 goriintiilendi ve hedef proteinlerle birlikte normalizasyon islemleri igin 3-
aktin proteinin tespiti de yapildi. Image J programi kullanilarak FABPS5 ve FABP9 bant
yogunluklar1 B-aktin bant yogunluklari ile normalize edildi ve SPSS 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programinda istatiksel analizleri yapildi.

Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda 24 saat 5, 10 ve 15 uM konsantrasyonlarinda
juglon uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol grubu arasinda FABP5 ve FABP9 protein
diizeyleri sonuglari su sekildedir:

FABPS5 protein diizeylerinde, kontrol grubuna goére 5, 10 ve 15 uM juglon
uygulamasi yapilan gruplarin hepsinde azalma oldugu goriildii. 10 uM ve kontrol grubu
arasindaki sonuglarda (p=0,003) ve 15 puM ve kontrol grubu arasindaki sonuglarda
(p=0,04) istatiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit edildi. (Sekil 4.10.) FABP9 protein
diizeylerinde ise, kontrol grubuna gore 5, 10 ve 15 uM juglon uygulamas: yapilan
gruplarin  hepsinde azalma oldugu gorildi. 5 puM ve kontrol grubu arasindaki
sonuclarda (p=0,002) ve 10 uM ve kontrol grubu arasindaki sonuglarda (p=0,04)
istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. 5 pM ve 15 uM
konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda da istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu

belirlendi (p=0,04) (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. MCF-7 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarinin FABP5, FABP9 ve B-aktin protein
seviyeleri lizerindeki etkisini gosteren protein bant yogunluklari
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4.1.11. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Kurkumin Uygulamasinin FABP5 ve
FABP9 Protein Diizeylerine Etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine gore 1, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi
uygulandi. 24 saat sonunda Ripa Lysis Buffer ve proteaz inhibitor kokteyli kullanilarak
hiicre lizatlar1 hazirlandi. Hiicre lizatlarindaki protein miktar tayini yapildi ve western
blot analizi asamalar1 gergeklestirildi. Daha sonra FABP5 ve FABP9 protein bant
yogunluklar1 goriintiilendi ve hedef proteinlerle birlikte normalizasyon islemleri igin -
aktin proteinin tespiti de yapildi. Image J programi kullanilarak FABPS5 ve FABP9 bant
yogunluklar1 B-aktin bant yogunluklari ile normalize edildi ve SPSS 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programinda istatiksel analizleri yapildi.

Buna gore; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat 1, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol grubu arasinda
FABPS5 ve FABP9 protein diizeyleri sonuglari su sekildedir:

FABP5 protein diizeylerinde, kontrol grubuna goére 1 ve 5 uM
konsantrasyonlarinda kurkumin uygulamasi yapilan gruplarda yiikselme goriliirken, 10
uM konsantrasyonlarinda kurkumin uygulamasi yapilan grupta azalma oldugu goriildii.
1 uM ve 10 uM konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda (p=0,006) ve 5 uM ve 10 uM
konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda (p=0,017) istatiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edildi. (Sekil 4.11.) FABP9 protein diizeylerinde ise, kontrol grubuna gore 1 ve 10
UM konsantrasyonlarinda kurkumin uygulamasi yapilan gruplarda azalma oldugu
goriiliirken 5 puM konsantrasyonlarinda kurkumin uygulamasi yapilan grupta ise
yiikselme oldugu goriildii. 10 uM ve kontrol grubu arasindaki sonuglarda (p=0,025)
istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. 5 pM ve 10 puM
konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda da istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu

belirlendi (p=0,003)(Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. MDA-MB-231 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarinin FABPS5, FABP9 ve B-
aktin protein seviyeleri lizerindeki etkisini gosteren protein bant yogunluklari
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4.1.12. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Juglon Uygulamasinin FABPS ve
FABP9 Protein Diizeylerine Etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattina belirlenen ICsy degerine gore 1, 2 ve 3 uM
konsantrasyonlarinda juglon muamelesi yapildi ve 24 saat inkiibasyon islemi uygulandi.
24 saat sonunda Ripa Lysis Buffer ve proteaz inhibitor kokteyli kullanilarak hiicre
lizatlar1 hazirlandi. Hiicre lizatlarindaki protein miktar tayini yapildi ve western blot
analizi asamalar1 gergeklestirildi. Daha sonra FABP5S ve FABP9 protein bant
yogunluklar1 goriintiilendi ve hedef proteinlerle birlikte normalizasyon islemleri igin -
aktin proteinin tespiti de yapildi. Image J programi kullanilarak FABPS5 ve FABP9 bant
yogunluklar1 B-aktin bant yogunluklari ile normalize edildi ve SPSS 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programinda istatiksel analizleri yapildi.

Buna gore; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat 1, 2 ve 3 uM
konsantrasyonlarinda juglon uygulamasi yapilan gruplar ve kontrol grubu arasinda
FABPS5 ve FABP9 protein diizeyleri sonuglari su sekildedir:

FABP5 protein diizeylerinde, kontrol grubuna goére 1 ve 3 uM
konsantrasyonlarinda juglon uygulamasi yapilan gruplarda azalma oldugu goriiliirken, 2
uM konsantrasyonlarinda juglon uygulamasi yapilan grupta yiikselme oldugu goriildii.
Kontrol grubu veya gruplarin kendi aralarindaki kiyaslamalarda istatiksel olarak anlamli
bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.12.). FABP9 protein diizeylerinde ise, kontrol
grubuna gore 1 ve 2 uM konsantrasyonlarinda juglon uygulamas: yapilan gruplarda
yiikselme oldugu goriiliirken, 3 uM konsantrasyonlarinda juglon uygulamasi yapilan
grupta ise azalma oldugu goriildii. 2 pM ve kontrol grubu arasindaki sonuglarda
(p=0,04) istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. 1 uM ve 3 uM
konsantrasyonlar1 arasindaki sonuglarda (p=0,04) ve 2 uM ve 3 uM konsantrasyonlari
arasindaki sonuglarda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (p=0,002)

(Sekil 4.12.).
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4.2. TARTISMA

Meme kanserinin, diinya ¢apinda kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii olarak,
2008 yilindan itibaren diger kanser tiirlerine oranla kadinlarda goriilme oraninin
%23’linii, kanserden dolay1 gergeklesen Oliim oranlarinin ise %14’linii olusturdugu
saptanmustir (Jemal ve ark 2011). Meme Kanserinin teshis ve tedavisindeki ilerlemelere
ragmen bu hastaliktan dolay1r olusan Oliim oranlar1 son 20 yil igerisinde artis
gostermistir (Al-Hajj ve ark 2003).

Hastaliga ¢oziim olabilmesi i¢in endokrin tedavisi ve kemoterapi uygulanmasi
sonucunda bile sonug¢ 6liimle neticelenebilmektedir. Son on yil igerisinde bu hastaligin
tedavisinde kullanilmasi i¢in pek ¢ok ila¢ gelistirilmistir. Bu sekilde uygulanan anti-
timor ilaglart ile kanser kemoterapisi hizla ilerlemekte ve boylece pek c¢ok kanser
tirinde daha pozitif sonuglar goézlenmektedir. Cogunlukla birgok kanser tiiriinde
uygulanan kemoterapi basarili sonuglar olustururken, bazi durumlarda bu ilaglar normal
doku ve hiicrelerde yan etkiler olusturabilmektedir. Ayn1 zamanda viicudun ilaca karsi
gelistirdigi direng nedeniyle de tedavi etkisini gosterememektedir. Klinik agisindan da
¢ok ciddi bir problem olan ilag direncinin nedenleri ve mekanizmalar1 hala daha
aragtirilmaktadir. Bundan dolay1 parenteral veya oral yolla alinan farkli 6zellik ve
yapidaki antioksidan maddeler araciligiyla ROS seviyeleri azaltilmaya ve antioksidan
aktiviteleri arttirilarak kemoterapdtiklerin olusturdugu yan etkiler azaltilmaya veya
tamamen engellenmeye ¢alisiimaktadir (Tsuruo ve ark 2003).

Kurkuminin; antioksidan (Dinkova-Kostova ve Talalay 2008), anti-enflamatuar
(Pulido-Moran ve ark 2016), kanser kemoprevansiyonu (Hu ve ark 2015) ve anti-kanser
aktiviteleri (Lopez-Lazaro 2008) dahil olmak fizere bir¢ok farmakolojik aktivitesi
bildirilmistir. In vitro ve in vivo olarak yapilan ¢alismalarda beyin, meme, karaciger,
pankreas, gastrointestinal, bas ve boyun, kolon, prostat ve deri gibi farkli organlardaki
cesitli kanser hiicrelerinin kurkumin tarafindan baskilandigi belirtilmistir. Kurkuminin
transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri, proenflamatuar sitokinler, enzimler, ayrica
serbest radikaller ve insan kanserinde yer alan protein hedefleri dahil olmak iizere
30'dan fazla proteinle etkilesime girdigi bulunmustur (Shanmugam ve ark 2015,
Bahrami ve ark 2019) ve anjiogenez de dahil olmak iizere bir¢ok tiimor gelisim siirecini
engelleyen bir ajan oldugu tespit edilmistir (Aggarwal ve Harikumar 2009).

Kurkumin, kaspazlarin aktivasyonu ve mitokondriyal sitokrom C salinimi

yoluyla kanserli hiicrelerde apoptozu baslatir (Anto ve ark 2002). Ayrica glutatyon S-
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transferazlarinin (GST) (Hayeshi ve ark 2007) asir1 ekspresyonu araciligiyla, sitokrom
P450 (CYP) enzimlerini (Thapliyal ve Maru 2001) veya oksidatif stresi ve
enflamasyonu iptal ederek hem tiimor olusumunu hem de ilerlemeyi baskilayabildigi
gozlemlenmistir (Ruby ve ark 1995).

Hu ve ark. tarafindan yapilan calismada; MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarina uygulanan kurkuminin, proliferasyonu azalttigt ve koloni olusumunu
engelledigi ayrica MDA-MB-231 hiicre hattinda ise migrasyon ve invazyonu inhibe
ettigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismamizda da hem MCF-7 hem de MDA-MB-231
hiicrelerinde kurkuminin hiicre canliligini azalttigini belirledik. Calismamizda iki hiicre
hatti gruplarinda da MTT analizi sonucunda hiicre yogunlugunun, kurkumin
uygulanmayan grupta en yiiksek degere sahip oldugunu ve bu degerin kurkumin
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak diistiiglinii tespit ettik. 24 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda MCF-7 hiicre hatinda kurkuminin ICsy degerinin 22,41 uM, MDA-
MB-231 hiicre hattinda ise kurkuminin 1Cso degeri 10,43 uM olarak tespit ettik. Hu ve
ark. yaptig1 calismada 24 ve 48 saat kurkumin uygulamas: sonucunda MCF-7 hiicre
hattinda 1Csp degerini 20 uM, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise 15 pM olarak
bulmuslardir. Tez caligmamizda buldugumuz sonuclar Hu ve ark. sonuclari ile benzerlik
gostermistir. Iki ¢alismada da ¢ikan sonuglara gore kurkumine MDA-MB-231 hiicreleri,
MCF-7 hiicrelerine gore daha duyarli oldugu goriisiine varilmistir (Hu ve ark 2019).

Juglon, farklt meme kanseri modelleri iizerinde antikanser etkileri sergilemistir.
MCF-7°de, juglon G1 evresinde hiicre dongiisiinii durdurmus ve ROS giidiimlii
apoptozu desteklemistir. MCF-7 iizerine yapilan kapsamli bir ¢alisma, juglonun Bax /
Bcl2 oranini, hiicre i¢i kalsiyum (Ca2 +) seviyelerini, sitokrom ¢ (Cyt-c) salinimini ve
kaspaz-3 aktivasyonunu arttirdigini ve intrinsik apoptotik yolun aktivasyonunu
sagladigim1  kanitlamigdir. Bu sonuglar, meme kanseri tedavisinde uygulamalarla
birlikte, juglon kaynakli apoptoz mekanizmasi hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir.
(M10) MCF-7'de hiicre proliferasyonunu, koloni olusumunu ve migrasyon kabiliyetini
inhibe ettigini gostermistir. Juglon-aracili oksidatif stres O3 (FOXO3) tetiklemis, bu
da p531 modile etmis ve hiicresel homeostatik dengeyi degistirerek apoptozu
tetiklemistir.

Y. B. Ji ve ark. yapmis oldugu ¢aligmada juglonun MCF-7 hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gozlemlenmistir. MCF-7 hiicre hattinda 24 saat juglon
uygulamasinin hiicre lizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in yaptiklar1t MTT

analizi sonucuna gore ICsp degeri 11.99 uM olarak bulmuslardir. Yapmis oldugumuz
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calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 24 saatlik juglon
uygulamasindan sonra yapilan MTT analizi sonuglarina gore, juglon uygulanmayan
grupta en yiiksek hiicre yogunlugu goriiliirken juglon konsantrasyonlar: yiikseldikce
hiicre yogunlugunun azaltig1 tespit edilmistir. Juglonun sitotoksik etkisine gore
belirlenen 1Csp degerleri MCF-7 hiicre hattinda 16,27 uM, MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise 3,38 puM olarak hesaplanmistir. Y. B. Ji ve ark. calismasi ile tez
calismamizin MTT analizi sonuglart esdeger goriinmektedir. Bizim c¢alismamizda da
juglonun MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttig1 sonucuna
vartlmustir (Ji ve ark 2016).

FABP ailesinin birkag {iyesinin kanserde farkli sekilde ifade edildigi
bildirilmistir. Mesane kanserinde FABP4 ekspresyon kaybi rapor edilirken, FABP1 ve
FABP2 prostat ve meme kanserlerinde asir1 eksprese edildigi gézlemlenmistir (Das ve
ark 2001, Hammamieh ve ark 2005). FABP7 meme dokusunda belirgin bir sekilde
eksprese edilir (Shi ve ark 1997). MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
FABP7'nin asirt ekspresyonu, biiylime inhibisyonu (Wang ve ark 2000) ve onemli
morfolojik degisikliklerle sonuclanmistir. FABP7’yi asirt eksprese eden hiicrelerde
kontrol hiicrelerine gore daha giiglii bir biiyiime inhibisyonu gézlenmistir. FABP7'nin
meme kanseri hiicrelerinin in vivo biliyiimesini modiile edip edemeyecegini belirlemek
icin Shi ve ark. insan meme kanseri hiicrelerini FABP7 ¢cDNA ile transfekte etmis ve
atimik nud farelerde tiimor proliferasyonunu incelemistir. Daha 6nce H-FABP igin
gozlemlendigi gibi, FABP7'nin asir1 ekspresyonu, bu model sistemdeki tiimor
biiyiimesini agik¢a inhibe etmistir (Shi ve ark 1997).

FABPS5 cilt, mesane, pankreas, prostatik, mide, hepatoseliiler karsinom, kii¢lik
hiicreli olmayan akciger kanseri, bas ve boyun kanseri, melanom ve endometriyal
kanser gibi bircok insan kanserinde yiiksek oranda eksprese edilir. FABPS, yag asidi
metabolitleri ile hiicre sinyal yolu tiizerindeki etkisi araciligiyla hiicre dongiisii
diizenlemesi, proliferasyon, apoptoz ve mide kanserinin invazyonuna dahil olabilir.
FABP5'in susturulmasi, G0/Gl'de hiicre dongiisii durmasi vasitasiyla invazyon,
proliferasyon ve hiicre biiyiimesini azaltmis ve gen ekspresyonundaki degisikliklerle
mide kanseri hiicrelerinin apoptozunu arttirmistir. FABP5'in yiiksek ekspresyonu daha
biiyiikk tiimor boyutu ve daha yiiksek metastazli tiimor seviyesi ile iligkilidir. Meme
kanseri fare modeline iliskin gozlemler, FABPS ekspresyonunun, ErbB2min

amplifikasyonuna bagli olarak meme tiimdrlerinde yliksek oranda arttigini1 géstermistir.
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Sigan meme epitel hiicrelerine odaklanan bir c¢alisma, FABPS asir1
ekspresyonunun, uygun kosullar altinda, bazi insan kanserlerinde metastazi
indiikleyebilecegini bulmustur: iyi huylu, metastatik olmayan bir sican meme epitel
hiicre hattt FABPS ile transfekte edilmistir. Singenik sicanlara agilamanin ardindan, bu
hayvanlarin neredeyse iigte birinde metastaz gelisirken, transfekte edilmemis hiicrelerle
muamele edilen tiim hayvanlarda metastatik olmama 6zelligini devam ettirmistir (Jing
ve ark 2001). Meme kanseri hastalarinda prognostik bir belirte¢ olarak FABPS'in 6nemi,
bir gégiis dokusu kohortunda yapilan incelenme sonucu, yiiksek FABPS diizeylerinin
timor derecesi ve kotii prognoz ile iligkilendirilmesiyle belirlenmistir (Liu ve ark 2011).
Yiiksek FABPS5 seviyeleri sadece meme karsinomunun tiimorjenik oOzelliklerinde
onemli bir belirleyici olmakla kalmaz (Levi ve ark 2013), ayn1 zamanda yiiksek FABPS
diizeylerine sahip pankreas kanseri hiicre alt tipleri, timdr bliyiimesinin inhibisyonu
eksikligine paralel olarak hiicrelerin migrasyonu ve invazyonuyla iliskili bulunmustur
(Gupta ve ark 2012). FABPS5'in kanser hiicresi hatlarindaki rolii hakkindaki kanitlar
15181nda, FABPS yeni bir prognostik belirteg olarak islev gorebilir ve FABPS'in inhibe
edilmesi, meme karsinom hiicrelerini retinoid terapiye duyarli hale getirmek icin
potansiyel bir kombinasyon tedavisi olarak islev gorebilir (Thulasiraman ve ark 2014).

Kanserde retinoid tedavisinin kullanimi, retinoidlerin farklilagsmayi, apoptozu ve
hiicre dongiisii durmasini indiikleme yetenegi ile desteklenmektedir. Yapilan bir
calismada kurkuminin, {iglii negatif meme karsinom (TNBC) hiicrelerinde FABPS ve
PPARP/6 ekspresyon seviyesini baskiladigi gézlemlenmistir. Bu FABPS / PPARY yolu,
aktif EGFR ile meme karsinom hiicrelerinin proliferasyonunun indiiksiyonu igin kritik
oneme sahiptir. FABPS / PPARP/6 yolunu hedefleyerek, kurkumin, retinoik asidin
PPARP/d'ya verilmesini 6nlemis ve retinoik asite baglt PPARB/S hedef geni VEGF-A'y1
baskilamistir. Elde edilen sonuglar, FABPS / PPARP/6 yolunun kurkumin tarafindan
baskilanmasinin retinoik aside direngli tiglii negatif meme kanseri hiicrelerini retinoik
asit aracili bliylime silipresyonuna duyarli hale getirdigini gostermektedir. Bu sonuglar
1s181inda, kurkuminin meme kanserinde retinoid asit direncini tersine ¢evirdigi
mekanizmalar1 anlayarak, retinoid asit direngli TNBC hastalar1 i¢in kurkumin alternatif
tedaviler saglayabilir (Thulasiraman ve ark 2014).

Rong-Zong Liu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, FABP5'in meme kanserinde
klinikopatolojik onemi arastirilmis ve FABP5 meme kanserinde prognostik bir belirteg
ve olas1 yeni bir terapdtik hedef olarak degerlendirilmistir. Gen ekspresyon mikroarray

analizi, yiiksek FABP5 RNA seviyeleri ile 0Ostrojen reseptorii (ER)/progesteron
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reseptorii (PR) negatif durumu, yiiksek tiimor derecesi ve kotli prognoz arasinda anlaml
bir iligski oldugunu ortaya koymustur. FABPS5'in tiimor biiyiimesi {lizerindeki etkilerine
oncelikle sitoplazmik FABPS aracilik ettigi gortilmektedir, ¢linkii niikleer FABPS ve
ER / PR-negatif durum, rekiirrens ve sagkalim arasinda korelasyon bulunmamistir (Liu
ve ark 2011).

Onceki calismalarin bulgularma baktigimizda FABP5’in meme kanserinde
prognostik bir belirte¢ olarak goriilmesi ve meme kanseri hiicrelerinde tiimor gelisimini,
invazyon ve migrasyonu engellemesi sonuglar1 bizim de FABP5’in gen ekspresyonuna
ve protein diizeyindeki farkliliklar arastirmamiza neden olmustur. Literatiir taramasinda
FABP9 ve meme kanseri arasindaki iliskiyi inceleyen herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Fakat meme kanseri ve diger kanser tiirlerinde FABP’lerin bir¢ok
cesidi ile yapilan caligmalar vardir. Bu ¢aligmalar nedeniyle bizde bu tez ¢alismamizda
meme kanserinde FABP9’un etkilerini arastirarak literatiire katk1 saglamay1 amagladik.

Yapmis oldugumuz calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
uyguladigimiz kurkumin ve juglon konsantrasyonlart sonucu FABP5 ve FABP9
genlerinin ekspresyonlar1 Real-Time PCR ile tespit edilmistir. MCF-7 hiicre hattinda
kurkumin uygulamas1 FABPS ve FABP9 gen ekspresyonlarinda artisa neden oldugu ve
juglon uygulamasi ise 5 uM dozda azalma gosterirken yiikselen dozlarda artis gosterdigi
belirlenmistir. FABP5 ve FABP9 protein diizeyleri western blot analizi ile tespit
edilmigtir. MCF-7 hiicre hattinda kurkumin ve juglon uygulamasi FABP5 ve FABP9
protein diizeylerinin her iki gen grubunda da azalmaya neden oldugu bulunmustur. Hem
FABPS5 de hem de FABP9 da gen ekspresyonlarinda up regiilasyon olugmasina ragmen
protein diizeylerinde down regiilasyon oldugu saptanmigtir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise kurkumin ve juglon uygulamasi FABPS ve FABP9 protein diizeylerinde ilk
dozlarda artisa neden olmustur fakat yiikselen dozlarda azalma tespit edilmistir.

Calismamizda tespit ettigimiz sonuglar literatlirdeki caligmalarin sonuglart ile
benzerlik gostermektedir. MCF-7 ve MDA-MB-213 meme kanseri hiicre hatlarinda
juglon ve kurkumin uygulamasimin hiicre canliligini ve FABP5 ve FABP9 gen

ekspresyonunu ve protein diizeyini azalttigi gézlemlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. SONUCLAR

Calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda
juglon ve kurkumin uygulamasi sonucu hiicre tizerindeki sitotoksik etkileri ve FABP5
ve FABPY genlerinin ekspresyon analizleri ve protein diizeyleri arastirilmistir. Her iki
hiicre hattinda da kurkumin ve juglon uygulamasinin hiicre canliligini ve FABP5 ve
FABP9 gen ekspresyonunu ve protein diizeyini azalttigi tespit edilmistir.

Calisma sonunda, MCF-7 hiicre hattinda kurkumin uygulamasi sonucu ICsy dozu
22,41 uM, juglon uygulamasi sonucuda ICsg dozu 16,27 uM olarak hesaplanmistir.
MDA-MB-231 hiicre hattinda ise kurkumin uygulamasi sonucu ICso dozu 10,43 pM,
juglon uygulamasi sonucuda ICsy dozu 3,38 uM olarak hesaplanmustir.

MCF-7 hiicre hattinda 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda kurkumin
uygulamasi sonucunda, FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonunlarinin arttigi, fakat
istatiksel olarak kontrolle gruplar arasinda anlamli bir artis olmasina ragmen gruplar
aras1 anlamli fark olmadig1 bulunmustur.

MCF-7 hiicre hattinda 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda juglon
uygulamasi sonucunda FABP5 ve FABP9 gen ekspresyonlarinin ilk dozda azaldigi
fakat yiikselen dozlarda arttg1 tespit edilmistir. Juglonun 5pM  ve 10uM
konsantrasyonlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur
(PraBrs=0,011, pragpe=0,007).

MDA-MB-231 hiicre hattinda, 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
kurkumin uygulamas: sonucunda FABPS5 ve FABP9 gen ekspresyonlarinin azaldig:
tespit edilmistir. Kurkuminin 1uM ve 10uM konsantrasyonlari arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p=0,007).

MDA-MB-231 hiicre hattinda, 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda juglon
uygulamas1 sonucunda FABP5 ve FABPY9 gen ekspresyonlarimin azaldigi tespit
edilmistir. Juglonun 1uM ve 3uM konsantrasyonlar1 arasindaistatiksel olarak anlamli
bir fark oldugu bulunmustur (p=0,007).

FABPS5 ve FABPY gen ekspresyon analizleri yapildiktan sonra, bu proteinlere ait
Ozgilin antikorlar kullanilarak Western blot analizi yapilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda kontrol grubuna gore kurkumin ve juglon uygulanan gruplarda

FABPS5 ve FABP9 protein diizeyinde azalma oldugu bulunmustur.
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5.2. ONERILER

Kurkumin ve juglonun antikanserojenik etkilerinin yeni yapilacak ¢aligmalarda
daha genis kapsamli analizler yapilarak yeni bir ila¢ ya da mevcut ilaglarla beraber
kullanilmas1 ile terapotik potansiyelleri agiklanabilir ve antikanser, antimetastaik ve
antianjiyogenik etkileri hiicre kiiltiirii ve hayvan deneyleri ile desteklenebilir.

FABP5 ve FABP9’un gen ve protein seviyelerindeki azalmalarmin hangi sinyal
yolaklari ile baglantili oldugu ve meme kanserinde timor gelisme siirecindeki etkileri
arastirilabilir.

Calismada tespit ettigimiz sonuglar, literatiirdeki diger c¢alismalarla birlikte
degerlendirildiginde meme kanserinde kurkumin ve juglon kullaniminin yeni tedavi

stratejileri gelistirilmesi konusunda umut verici oldugu kanisina varilmistir.
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