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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansistl tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiriim. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da
bir bolimnidn gelecekteki galismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden vyazili izin alnarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erigim
Sisteminde erisime agcilir.

o Enstitli / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ()

o Enstiti / Fakllte yénetim kurulunun gerekceli karari ile tezimin erigsime
acilmasi mezuniyet tarinimden itibaren ... ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. @)

20.01.2021

Mehmet Ozcan

! l“Lisansﬁstii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Aglimasina lliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii veya fakdiilte
yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybéntemlerle korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim
dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak
tizere tezin erisime acgilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya glivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisanststii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii ¢cergevesinde hazirlanan lisanstiistii tezlere iligkin gizlilik karari ise, ilgili
kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi lizerine (iniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksek6gretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen
tezler gizlilik stiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari cergevesinde muhafaza edilir, gizlilik
kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yliklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lizerine enstitii veya fakliilte yonetim kurul

tarafindan karar verilir.
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OZET

Ozcan, M. Antioksidan Kullammnin Meme Kanseri Tedavisi Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Programm Doktora Tezi, Ankara, 2021. Kemoterapiye karsi gelisen ilag
direnci kanser tedavisinin basarisin1 engelleyen temel etmenlerden biridir. Bir¢ok
kanser hiicre dizisinde, Glutatyon S-transferaz enzim ailesinden, glutatyon S-tranferaz
P1 (GSTP1) izoziminin ekspresyon seviyesinin artigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
GSTP1’in kemoterapétik ajanlar1 glutatyon (GSH) konjugasyonu ile inaktive ederek
ilag direncini indiikledigi ve ayrica, apoptozda rol alan mitojenle aktiflesen protein
kinaz (MAPK) kaskadinin bir iiyesi olan JNK1 (c-Jun N-terminal kinaz1)’in endojen
inhibitorii olarak davrandigi bilinmektedir. Bu calisma i¢in segilen klorofilin
grubumuz tarafindan GSTP1 iizerinde inhibisyon etkisi oldugu gosterilmis ve ayni
zamanda antioksidan Ozellige sahip bir molekiildiir. N-asetil sisteinin (NAC),
GSTP1’in kosubstrati GSH’ nun 6nciil molekiilii olup antioksidan 6zellige sahip bir
molekuldiir. Bu calismada, klorofilin ve NAC’in meme kanseri tedavisindeki
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, tedaviye direngli, iiclii (ER, PR,
HER?2) negatif olan 4T1 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak olusturulan meme
kanseri modelinde klorofilin, NAC ve kanser ilac1 olan dosetakselin etkinlikleri in
vivo/in vitro ve transkriptomik (in silico) olarak arastirildi. Bu ¢alismada, 4T1 hiicre
lizatlar1 ve timor dokularinda GST aktivitesi, GSH diizeyi, JNK sinyal yolag: bileseni
olan c-Jun ile apoptotik bir protein olan p38 ve kaspaz 8-9’un diizeyleri arastirildi.
Kanser hiicrelerinin apoptoz ve/veya proliferasyona yonelimlerini detayli arastirmak
icin timor dokularindan elde eldilen RNA dizileme verilerinin tizerinde
transkriptomik analizler yapildi. Sonug olarak, klorofilin kanser tedavisinde kullanilan
dosetakselin etkinligini hem in vivo hem de in vitro olarak 6nemli Slgiide artirdigi
tespit edildi (p<0,05). Transkriptomik ¢aligmanin sonucunda ise GSTP1 inhibitorii
olan klorofilin ile dosetakselin birlikte uygulanmasinin basta MAPK sinyal yolagi
olmak iizere kanserle iligkili baskilanmis bircok mekanizmanin (MAPK, Wnt,
oksitosin sinyal yolaklar1 ve otofaji) aktivasyonunu sagladigi tespit edildi. Ayrica, ilag
direncinin baskilanmasiyla apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonuna karsin anti-
apoptotik fosfolipaz D (FLD) sinyal yolaginin da aktive oldugu saptandi. Bu nedenle,
kanser tedavisinde ila¢ direncinin yaninda FLD sinyal yolaginin yeni bir terapotik
hedef olabilecegi belirlendi. Bu ¢alismada antioksidan oOzellige sahip GSTPI
inhibitori olan klorofilinin meme kanseri tedavisinde ilag direncini 6nleyici ve
apoptozu indiikleyici etkilerine karsin, NAC gibi antioksidanlarin apoptotik sinyal
yolaklarin1  baskilayarak kanser tedavisinin prognozunu olumsuz yonde
etkileyebilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Apoptoz, Glutatyon S-transferaz, Ila¢ Direnci,
Klorofilin, Meme Kanseri, N-asetil sistein, RNA dizileme,
Sistem Biyolojisi

Destekleyen Kuruluglar: H.U. B.A.P. Proje No: TDK-2018-17483; Ogretim Uyesi
Yetistirme Programi; TUBITAK 2214-A Yurt Disi Arastirma Burs Programi;
TUBITAK 2228-B Doktora Burs Programi
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ABSTRACT

Ozcan, M. Investigation of The Effects of Antioxidant Use on Breast Cancer
Treatment, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Biochemistry Programme Doctor of Philosophy Thesis, Ankara 2021. Drug
resistance against chemotherapy is one of the main factors limitating the success of
cancer treatment. Several studies have reported that the expression level of the
glutathione S-transferase P1 (GSTP1) isozyme from glutathione S-transferases is
increased in many cancer cell lines. GSTP1 induces drug resistance by inactivating
chemotherapeutic agents with glutathione (GSH) conjugation and also acts as an
endogenous inhibitor of INK1 (c-Jun N-terminal kinasel), a member of the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) cascade involved in apoptosis. The chlorophyllin, an
antioxidant molecule, has been shown to have an inhibitory effect on GSTP1 by our
group. The antioxidant N-acetyl cysteine (NAC) is the precursor molecule of GSH, the
cosubstrate of GSTP1. This study aimed to investigate the effects of chlorophyllin and
NAC on breast cancer treatment. For this purpose, the effects of chlorophyllin, NAC
and an anti-cancer drug (docetaxel), were investigated in a breast cancer model created
by using a treatment-resistant triple (ER, PR, HER2) negative 4T1 breast cancer cells
in vivo / in vitro and transcriptomically (in silico). In this study, GST activity, GSH
levels, JNK signaling pathway component c-Jun, and the apoptotic protein p38 and
caspase 8-9 levels were also investigated in 4T1 cell lysates and tumor tissues.
Transcriptomic analyzes were performed on RNA sequencing data obtained from
tumor tissues to investigate the tendency of cancer cells to apoptosis and / or
proliferation in detail. As a result, chlorophyllin significantly increased the
effectiveness of docetaxel used in cancer treatment both in vivo and in vitro (p<0.05).
According to the transcriptomic study results, the combination of GSTP1 inhibitor
chlorophyllin and docetaxel activated many cancer-related suppressed mechanisms
MAPK, Wnt, oxytocin signaling pathways and autophagy. On the other hand, the anti-
apoptotic phospholipase D (FLD) signaling pathway was also activated, despite the
activation of apoptotic signaling pathways by suppressing drug resistance. Therefore,
FLD signaling pathway could be a new therapeutic target in addition to drug resistance
in cancer treatment. In this study, it was concluded that despite the anti-drug resistance
and apoptosis-inducing effects of chlorophyllin, a GSTP1 inhibitor with antioxidant
properties, in the treatment of breast cancer, antioxidant molecules such as NAC may
negatively affect the prognosis of cancer treatment by suppressing apoptotic signaling
pathways.

Keywords: Antioxidant, Apoptosis, Glutathione S-transferase, Drug Resistance,
Chlorophyllin, Breast Cancer, N-acetyl cysteine, RNA sequencing,
Systems Biology.

Supporting Organizations: H.U. Scientific Research and Projects Coordination Unit,
Project No: TDK-2018-17483; Teaching Staff Training Program; TUBITAK 2214-A
International Research Fellowship Program; TUBITAK 2228-B Ph.D Scholarship
Program.



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN SAYFASI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER ve KISALTMALAR
SEKILLER
TABLOLAR
1. GIRiS
2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser
2.2. Meme Kanseri
2.3. Glutatyon S-Transferaz
2.3.1 Glutatyon S-Tranferaz Inhibitérleri
2.3.2. Glutatyon Metabolizmasi
2.4. Apoptoz
2.4.1. Glutatyon S-transferazlarin Apoptozdaki Rolii
2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri
2.5.1. Antioksidanlarin Kanser Tedavisinde Kullanim1
2.6. Sistem Biyolojisi ve Biyoinformatik Caligmalar
2.6.1 Transkriptomik Analizler
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Geregler
3.2. Yontemler
3.3. Hiicre Kiiltiirii Caligmalar1
3.3.1. GSTP1 Ekspresyonunun Belirlenmesi
3.3.2. MTT Testi ile Hiicre Canliliginin Iincelenmesi
3.3.3. Annexin V ile Erken Apoptozisin Belirlenmesi

3.4. Deney Hayvanlar1 Caligsmalari

Vi
vii

viii

xii
XV

XVii

~N O wow W e

11
13
14
15
17
18
19
19
21
22
22
23
24
25



3.4.1 Meme Kanseri Modelinin Olusturulmasi
3.4.2. Hayvanlarm Takibi ve Sakrifikasyon Islemleri
3.5. Timor Dokular1 ve Hiicre Lizatlarindaki Analizler
3.5.1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Olgiilmesi
3.5.2. Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
3.5.3. ¢-Jun Diizeylerinin Belirlenmesi
3.5.4. p38 Diizeylerinin Belirlenmesi
3.5.5. Kaspaz 8 ve 9 Diizeylerinin Belirlenmesi
3.5.6. Protein Konsantrasyonlarinin Tayini
3.6. Transkriptomik Analizler
3.6.1. RNA izolasyonu
3.6.2. RIN (RNA Integrity Number) Skorunun Belirlenmesi
3.6.3. RNA Dizileme Islemleri
3.6.4. RNA Dizileme Verilerinin Kantifikasyonu
3.6.5. Farkl1 Eksprese Olan Genlerin Analizi
3.6.6. Fonksiyonel Analizler
3.7. Istatiksel Analizler
4. BULGULAR
4.1. Hiicre Kiiltiirti Calismalari
4.1.1. GSTP1 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi
4.1.2. MTT Testi ile Hiicre Canliliginin Incelenmesi
4.1.3. Annexin V ile Erken Apoptozisin Degerlendirilmesi
4.2. Deney Hayvanlar1 Calismalari
4.3. Tiimor Dokular1 ve Hiicre Lizatlarindaki Analizler
4.3.1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi
4.3.2. Glutatyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi
4.3.3. c-Jun Diizeylerinin Degerlendirilmesi
4.3.4. p38 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
4.3.5. Kaspaz-8 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
4.3.6. Kaspaz-9 Diizeylerinin Degerlendirilmesi
4.4. Transkriptomik Analizlerin Degerlendirilmesi

4.4.1. RIN (RNA Integrity Number) Skorlarinin Degerlendirilmesi

25
26
26
27
27
29
29
30
31
31
31
32
33
34
35
35
35
36
36
36
36
38
39
40
40
41
42
44
46
47
48
48



4.4.2. Farkli Eksprese Olan Genlerin Analizi
4.4.3 Fonksiyonel Analiz Sonuglari

5. TARTISMA

6. SONUC ve ONERILER

7. KAYNAKLAR

51
S7
70
78
79

Xi



ASK1
BCA
BSA
CAT
cDNA
CDNB
DISC
DMSO
DNA
Dos
D-PBS
DTNB
ECL
ER
FBS
FLD
GO
GPx
GR
GSH
GSSG
GSTP1
GST
G6PDH
HEPES
HER2
H202
I.p.
JNK1
JNK-GSTP1

SIMGELER ve KISALTMALAR

Apoptoz sinyali diizenleyici kinaz 1
Bisinkoninik asit yontemi

S1gir serum albiimini

Katalaz

Komplemental DNA

1-kloro-2,4- dinitrobenzen
Oliim-indiikleyici sinyal kompleksi
Dimetil sulfoksit
Deoksiriboniikleik asit

Dosetaksel

Dulbecco'nun fosfat tampon tuzu
5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
“Enhanced” Kemiluminisans
Ostrojen reseptdrii

Fetal s1igir serumu

Fosfolipaz D

Gen Ontolojisi

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Rediikte glutatyon

Okside glutatyon

Glutatyon S-tranferaz P1
Glutatyon S-tranferaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenez

2-[4-(2-hidroksietil) piperazin-1-il] etansulfonik asit

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptdrii

Hidrojen peroksit
Intraperitonal

c-Jun N-terminal kinaz 1

c-Jun N-terminal kinaz 1 Glutatyon S-tranferaz P1

xii



KEGG
KH2PO4
K2HPO4
KsEDTA
Kir
Klr+Dos
MAPK
MAPEG

MDR
MNU
MTT
Na2EDTA
NAC
NAC+Dos
NaCl
NADPH
NaF
NaOH
NBDHEX
NCI

NGI

NGS

PCR
PMSF

PR

RNA

RIN

ROS

SDS

SF
SKOV-3

xiii

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Potasyum fosfat monobazik

Potasyum fosfat dibazik

Etilendiamin tetraasetik asit tripotasyum

Klorofilin

Klorofilin ve dosetakselin birlikte uygulandigi grup
Mitojen ile aktive edilmis protein kinaz

Eikosanoid ve glutatyon metabolizmasindaki membran
bagimli proteinler

Coklu ilag direnci

N-metil-N-nitroziire
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir)
Etilendiamin tetraasetik asit disodyum

N-asetil sistein

N-asetil sistein ve dosetakselin birlikte uygulandig: grup
Sodyum kloriir

Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat

Sodyum floriir

Sodyum hidroksit

7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol 6-merkaptohekzanol
Uluslararas1 Kanser Enstitiisti

National Genomics Infrastructure

Yeni Nesil Dizileme

Polimeraz zincir reaksiyonu

Fenilmetilsiilfonil floriir

Progestron reseptoru

Riboniikleik asit

RNA Integrity Number

Reaktif oksijen tiirleri

Sodyum dodesil siilfat

Serum fizyolojik

Insan over karsinoma hiicrelerinde



SOD
TCA
TEAM
TLK 117
TLK 199
TNB
TRAF2
UrPhg
4T1

Stiperoksit dismutaz

Trikloroasetik asit

Trietanolamin
v-glutamil-S-(benzil)sisteinil-R(-)-fenilglisin
v-glutamil-S-(benzil)sisteinil fenil glisil dietil ester
5-Merkapto-2-nitro benzoik asit

TNF reseptoriiyle iligkili faktor 2

TLK 177’nin bir analogu

Fare meme kanseri hiicre hatti

Xiv



XV

SEKILLER

Sekil Sayfa
2.1.  Dosetaksel ve Paklitakselin molekiiler yapilari )

2.2.  Glutatyon S-transferazin (GST) katalizledigi konjugasyon reaksiyonu

ve ksenobiyotiklerin hiicre disina atilimi 6

2.3.  Glutatyon S-transferazin mitojenle aktive edilmis protein kinaz

(MAPK) yolagindaki diizenleyici rolii 7
2.4.  Glutatyon molekiiliinden tiiretilmis GSTP1 inhibitorleri 8
2.5.  Etakrinik asit ve NBDHEX in molekiiler yapilari 9
2.6.  Glutatyonun (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) molekiiler yapisi 10
2.7.  Glutatyon ve iligkili enzimler 11
2.8.  Intrinsik ve Ekstrinsik kaynakli olarak apoptotozun indiiklenmesi 12

2.9.  Glutatyon S-transferazlarin apoptotik sinyal yollaklari tizerindeki
etkileri 14

2.10. Antioksidan savunma mekanizmalar 15

2.11. N-asetil sisteinin hiicre i¢ine alinarak glutatyon molekiiliiniin

sentezlenmesi 16
2.12. Klorofilinin molekiil yapisi 17
3.1. Deney akis diyagrami 22
3.2, MTT bilesiginin formazana doniistimii 23

3.3.  Glutatyon-S-transferaz katalizledigi glutatyonun (GSH) elektrofilik
CDNB’ye konjugasyonu 27

3.4.  Glutatyon ile DTNB’den TNB olusum reaksiyonu 28

3.5. RNA izolasyonu deney akis diyagrami 32



3.6.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

(A) RNA Nano Chip elktroforez tabakasi , (B) jel yayma aparati
RNA dizileme igin kiitiiphane hazirlik agamalari

4T1 meme kanseri hiicre hattinda GSTP1 ekspresyonu
Klorofilin ve dosetakselin 4T1 hiicre hattindaki IC50 degerleri
Olii, canli, erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin yiizdeleri

Annexin V goriintiileri

Zamana bagli tiimor ¢ap1 degisimleri

Glutatyon s-transferaz (GST) aktiviteleri

Glutatyon (GSH) diizeyleri

Fosforillenmis c-Jun diizeyleri

Toplam c-Jun diizeyleri

Fosforillenmis / toplam c-Jun oranlari

Fosforillenmis p38 diizeyleri

Toplam p38 diizeyleri

Fosforillenmis / toplam p38 oranlari

Kaspaz-8 diizeyleri

Kaspaz-9 diizeyleri

RIN skorunun belirlenmesi i¢in elde edilen elektroforez goriintiileri

Klorofilin ve N-asetil sisteinin (NAC) meme kanseri tedavisindeki

etkileri

XVi

33

34

36

37

38

39

40

41

42

43

43

44

45

45

46

47

48

50

69



XVii

TABLOLAR

Tablo Sayfa
2.1.  Meme kanseri alt gruplarinin siniflandirilmasi 4
3.1.  Deney hayvani gruplari ve enjeksiyon uygulamalari 26
4.1.  RIN skorlari, RNA konsantrasyonlari ve RNA saflik dereceleri 49
4.2.  Gruplar arasi1 farkli eksprese olan gen sayilari 51

4.3.  Kontrol grubuna gore Klorofilin grubundaki gen ekspresyonu

degisimleri ol
4.4.  Kontrol grubuna gore N-asetil sistein grubundaki gen ekspresyonu

degisimleri 52
4.5. Kontrol grubuna gore Dostaksel grubundaki gen ekspresyonu

degisimleri 53
4.6. Kontrol grubuna gore Klorofilin + Dosetaksel grubundaki gen

ekspresyonu degisimleri 54

4.7.  Kontrol grubuna gore N-asetil sistein + Dosetaksel grubundaki gen
ekspresyonu degisimleri 55
4.8. Kontrol grubuna gore Klorofilin grubunda aktive ve deaktive olan

Yolaklar 57

4.9. Kontrol grubuna gore N-asetil sistein grubunda aktive ve deaktive olan
yolaklar 60

4.10. Kontrol grubuna gore Dosetaksel grubunda aktive ve deaktive

olan yolaklar 60

4.11. Kontrol grubuna gore, Klorofilin+Dosetaksel grubunda aktive ve

deaktive olan yolaklar 63

4.12. Kontrol grubuna gore, N-asetil sistein+Dosetaksel grubunda aktive

ve deaktive olan yolaklar 66



Xviii

4.13. Fonksiyonel analizler sonuglarina gore gruplar arasindaki aktive ve

deaktive olan yolaklar 68



1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak invaziv nitelik kazanmasi
ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren, 6lim orani yiiksek olan hastaliklardan
biridir. Kemoterapi, kanser tedavisinde siklikla kullanilan bir tedavi yontemidir.
Kemoterapide kullanilan antikanser ilaglarinin ¢ogu sitotoksik ozellikleriyle kanser
hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmalarini onlemektedirler. Antikanser ilaglar yiiksek
toksik ozellikleri nedeniyle saglikli doku ve hiicrelere de hasar vermektedir. Bu
nedenle, arastirmacilar antikanser ilaglarin yan etkilerini azaltmak ve hedef hiicredeki
etkinligini artirmak amaciyla daha spesifik inhibitor bilesikler gelistirmeye

yonelmektedirler.

Meme kanseri, diinyada oldugu gibi, Tiirkiye'de de kadinlarda en sik goriilen
kanser tiriidiir (1). Meme kanserinin gelismekte olan iilkelerde goriilme sikligi ve
oliim oranlar1 giderek artmaktadir (2). Pek ¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi meme
kanserinde de hiicrelerin  kontrolsiizce ¢ogalmasina neden olan protein
ekspresyonlarindaki degisiklikler terapotik hedef olarak gosterilmektedir. Literatiirde
kanser hiicrelerinin kemoterapik ilaglara karsi direng gelistirmesinde glutatyon ve
glutatyona bagl enzim diizeylerinin degistigini gosteren galigmalar mevcuttur. Birgok
kanser hiicre dizisinde Glutatyon S-transferazlarin, 6zellikle de Glutatyon S-tranferaz
P1 (GSTP1) izoziminin asir1 liretildigi gosterilmistir. GSTP1’in kemoterapdtik ajanlari
glutatyon konjugasyonu ile inaktive ederek ilag direncini indiikledigi bilinmektedir (3-
5). Bunun yanisira, hiicre canliliginda ve apoptotik sinyalde rol oynayan mitojenle
aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaginda da diizenleyici olarak gorev
almaktadir. MAPK yolagini protein-protein etkilesimi yoluyla diizenleyen GSTP1,
apoptoz ve proliferasyonda rol alan JNK1’in endojen inhibitorii olarak davranmaktadir
(6). Bu nedenlerle, GSTP1 inhibisyonu ile kemoterapik tedavilerin etkinliginin
artacagl diisiiniilmektedir. Bu calisma igin secilen klorofilin grubumuz tarafindan,
GSTP1 {izerinde inhibisyon etkisi oldugu gdsterilmis aym1 zamanda antioksidan
Ozellige sahip bir molekildir (7). Ayrica, klorofilinin N-metil nitroziire ile
indiiklenmis meme kanseri hayvan modelinde tiimor olusumunu geciktirdigini, fakat

timor olustuktan sonra tiimor gelisimini hizlandirdigimi gézlemledik (8, 9).



Hiicresel yagsamin stirekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin denge i¢inde
yiirimesine baghdir. Sistem biyolojisi bir organizmada genlerin, proteinlerin ve
biyokimyasal reaksiyonlarin etkilesimli olarak birlikte incelemesini saglayan
multidisipliner bir bilim dalidir (10). Bu baglamda, sistem biyolojisi genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi omik bilimlerden faydalanmaktadir
(11). Transkriptomik analizlerle, hiicre genomundan transkripsiyonla olusan
MRNA’lar1 es zamanli olarak inceleyerek hiicredeki gen ifadeleri hakkinda bilgi sahibi
olmak miimkiindiir. Bir denek tizerindeki ¢evresel etkilere gore gen ifadelerindeki

degisikliklerin iligkilendirilmesi sistem biyolojisi yaklagimiyla saglanabilir.

Bu calismada, klorofilin ve GSTP1’in kosubstrati olan GSH’nun Onciil
molekiili N-asetil sisteinin (NAC) meme kanseri tedavisi {izerindeki etkilerinin
arastirilmasi hedeflendi. Bu amagla ¢alismaya once tedaviye direngli oldugu bilinen
tcli (ER, PR, HER2) negatif olan 4T1 meme kanseri hiicre hattinda baslandi.
Klorofilin ve NAC bilesiklerinin ayr1 ayri ve kanser ilact dosetaksel ile birlikte
kullanimlarinin hiicre canliligi ve apoptozu tlizerindeki etkileri arastirildi. Ardindan
hayvan deneylerine gecildi ve 4T1 hiicreleri disi Balb/c farelerinin abdominal
bolgesine subkiitan olarak inokiile edilerek in vivo meme kanseri modeli olusturuldu.
Timor olustuktan sonra on giin boyunca klorofilin ve NAC bilesikleri ayr1 ayr1 ve
dosetaksel ile beraber uygulandi. Deney sonunda hayvanlar sakrifiye edilip timor
dokular1 alindi. Daha sonra, 4T1 hiicre lizatlar1 ve timor dokularinda GST aktivitesi,
GSH diizeyleri, JNK sinyal yolag: bileseni olan c-Jun ile apoptotik bir protein olan
p38 ve kaspaz 8-9’un diizeyleri arastirildi. Kanser hiicrelerinin apoptoz ve/veya
proliferasyona yonelimlerinin antioksidan molekiillerle iligkisinin daha detayh
incelenmesi i¢in tiimor dokularindan elde edilen RNA dizileme sonuglarinin iizerinde
transkriptomik analizler yapildi. Sonug olarak, klorofilin ve NAC’in meme kanseri

tedavisi tizerindeki etkileri in vivo/vitro ve transkriptomik olarak gosterildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina neden olan genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik degisiklikleri igeren ¢ok asamali bir
stirectir. Bu degisiklikler nedeniyle, kanser hiicrelerinde proliferasyonu kontrol eden
mekanizmalar bozuldugu i¢in kanserli hiicreler normal hiicrelere gore ¢ok daha hizl
cogalirlar. Bagka bir ifadeyle, normal hiicrelerin ¢ogalmasi belli bir zaman sonra
yavaglayip dururken, kanserli hiicreler siirekli olarak ¢ogalmaya devam eder (12).
Kanser hiicreleri, bulunduklar1 bolgeden baska yerlere kan veya lenf damarlar
araciligiyla ulasarak metastaza neden olabilirler (13). Bu sekilde, viicudun degisik
bolgelerine taginan metastatik kanserli hiicreler invazyon yaparak diger organlara da
zarar verebilirler. Tagindiklar yerlerde kanserli hiicreler ¢ogaldik¢a tiimor kolonileri
olusturarak biiyimeye devam ederler (14). Malign tiimorler genelde dogrudan
yayilma, lenfatik ve kan dolasim sistemleri yoluyla metastaz kabiliyetlerinden dolay1
kotii bir prognoza sahiptir (15). Timor hiicreleri kendi biiylime hormonlarini
sentezleyerek ve kendi kendilerine uyararilarak ¢ogalma kabiliyetine sahiptirler.
Belirli bir yogunluga ulasan normal hiicrelerin ¢ogalmasini siirlandiran kontak
inhibisyonu mekanizmasi kanser hiicrelerinde bozulmus olup hiicreler yan yana ve cok

katmanli olarak ¢ogalabilirler (16).
2.2. Meme Kanseri

Diinya’da en ¢ok rastlanan kanser cesitleri akciger (% 11,6), meme (% 11,6)
ve kolon (% 10,2) kanserleri olarak siralanmaktadir (17). Meme kanseri, diinya
genelinde ve Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik tanisi konulan kanser tiiriidiir.
Goriilme sikligr gittikge artmakta olan meme kanseri, kadinlarda 6liim nedenleri
arasinda da ikinci sirada yer almaktadir (18, 19). Uluslararas1 Kanser Enstitiisii (NCI)
verilerine gore her sekiz kadindan birinde meme kanseri gelisebilecegi ve her 30
kadindan birinin de meme kanseri nedeniyle 6lecegi tahmin edilmektedir (20). Yiiksek
gorilme sikli§i ve mortalite oranilarindan dolayi, meme kanseri tedavilerin

gelistirlmesi ve etkinliginin artirilmasi amactyla pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.



Giliniimiizde meme kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
hormon terapisi ve immiinoterapi gibi ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. Cerrahi
yonteminde amac¢ tiimorlii doku veya organin kesilip c¢ikarilmasidir. Diger
yontemlerde ise hedef doku veya organdaki kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesidir (21).
Kemoterapide kullanilan antikanser ilaglarinin ¢ogu sitotoksik ozellikleriyle kanser
hiicrelerinin biiylime ve c¢ogalmalarini onleyerek, olmelerini saglarlar. Antikanser
ilaglar yiiksek toksik oOzellikleri nedeniyle saglikli doku ve hiicrelere de hasar
vermektedir. Bu nedenle, arastirmacilar antikanser ilaglarin yan etkilerini azaltmak ve
hedef hiicredeki etkinligini artirmak amaciyla daha spesifik inhibitor bilesikler

gelistirmeye yonelmektedirler.

Meme kanseri, kompleks ve heterojen yapiya sahip bir hastaliktir. Bu nedenle,
meme kanseri i¢in uygulanacak tedaviler degerlendirilirken cesitli siniflandirmalar
yapilmaktadir. Meme kanseri, Ostrojen reseptorii (ER), progestron reseptorii (PR) ve
insan epidermal biliylime faktorii reseptorii (HER2) ekspresyonlarina gore bes temel
alt gruba ayrilir. Bu gruplar, luminal A, luminal B, bazal benzeri, diisiikk klaudinli ve
HER2 pozitif olarak isimlendirilmektedir (Tablo 2.1) (22). Bazal benzeri ve disiik
klaudinli meme kanseri alt gruplart ER, PR ve HER2 ekpresyonlar1 yoniinden yoksun
oldugu icin ii¢lii negatif meme kanseri olarak da isimlendirilmektedir. Uglii negatif
meme kanseri oOzellikle hizli ¢cogalma ve metastaz yapma Ozelliklerinden dolay:

invazyon riski yiiksek, sagkalimi kétii ve tedaviye direngli olmasiyla bilinir (23, 24).

Tablo 2.1. Meme kanseri alt gruplarinin siniflandirilmasi.

Meme Kanseri Ostrojen Progestron Insan epidermal biiyiime
gruplan reseptorii (ER) reseptorii faktori reseptorii
(PR) (HER2)

Luminal A + +/- -

Luminal B + +/- +

Bazal Benzeri - - -

Diistik Klaudinli - - -

HER2 - - +

Meme kanseri tedavisinde basariya ulasmak icin alt gruplara 6zgii tedaviler
uygulanmaktadir. ER ve/veya PR pozitif olan alt gruplarinin tedavisinde kemoterapi

ek olarak tamoksifen gibi ajanlar ile hormon tedavisi uygulanmaktadir. HER2 pozitif



olan meme kanseri alt gruplarinin tedavisinde trastuzumab gibi HER2’ye baglanarak
bloke eden ilaglar kullanilmaktadir. Uglii negatif meme kanseri alt grubu tedavisinde

ise reseptor duyarlilig1 s6z konusu olmadigi i¢cin kemoterapi tek tedavi segenegi olarak

goziikmektedir (25).

Meme kanserinin tedavisinde kullanilan taksan sinifi bilesikler paklitaksel ve
yar1 sentetik tlirevi olan dosetaksel antitimor etkilerini, B-tiibiilin alt {initelerine
yiiksek afinite ile baglanarak, mitozun metafaz asamasinda mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu engelleyerek etkisini gosterir (26). Dosetaksel, paklitaksel'e
gore hiicre igine daha hizli alimir ve hiicre iginde daha uzun siire kalir. Bu
ozelliklerinden dolay1r in vivo ve in vitro antitimor aktivite g¢aligmalarinda

dosetaksel'in paklitaksel'e gore 2-4 kat daha kuvvetli oldugu gortilmiistiir (26).

Dosetaksel Paklitaksel

Sekil 2.1. Dosetaksel ve Paklitakselin molekiiler yapilari

Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanserinde kemoterapiye kars1 direng
gelismektedir. Bu nedenle, ilag direncini yenmek ve tedavinin etkinligin artirmak igin
cesitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu caligmalar igerisinde, hiicrede detoksifikasyon
mekanizmasindan sorumlu olan glutatyon S-transferaz enzimi ve bu enzimin
ksenobiyotik bilesiklerle konjugasyonunu katalizleyebilmesi i¢in kullandig1 glutatyon

molekiilii 6nem arz etmektedir (27, 28).
2.3. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferazlar (GST; EC 2.5.1.18), endojen ve ekzojen kaynakli,
elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak,



genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere doniisiimiinii

katalizleyen Faz-1l detoksifikasyon enzim ailesidir (Sekil 2.2) (29).

Sitozol Huicre Disi

Ksenobiyotikler (X)

Glutatyon (GSH) .

GSH-X konjugati

Glutatyon S-transferaz
(GST)

_. @

Hucre disina
atilim

Sekil 2.2. Glutatyon S-transferazin (GST) katalizledigi konjugasyon reaksiyonu ve

ksenobiyotiklerin hiicre disina atilimi (29).

Glutatyon S-transferazlar (GST), hiicrede bulundugu konuma gore, sitozolik,
mitokondriyal ve mikrozomal (membran bagli-MAPEG) olmak iizere ii¢ alt gruptan
olugsmaktadir. Sitozolik GST’lerin, kimyasal  6zellikleri, amino asit dizilis
benzerlikleri ve immiinolojik reaktivitelerine gore alfa (o), mii (p), pi («), sigma (o),
teta (0), zeta () ve omega () olarak yedi farkli izozimi vardir (30, 31). GST’ler
dimerik yapida olup, her bir alt linitesi yaklasik 25 kD agirligindadir. Alt {initelerinin
her birinin yapisinda iki farkli fonksiyonel bolge bulunur. GST nin fizyolojik substrati
GSH’u baglayan ve hidrofilik 6zellikte olan kisim G bdlgesi; yapisal olarak farkli
elektrofilik substratlar1 baglayan ve hidrofobik o6zellikte olan kisim ise H bolgesi
olarak isimlendirilir. GST enzim ailesindeki farkli izozimlerinin, hidrofobik H-
bolgesindeki aminoasit diziliglerinin farklilik gostermesi, enzim ailesinin substrat

cesitliligine neden olmaktadir (32).

Birgok kanser hiicre dizisinde ve tiimor dokusunda GSTP1’in ve glutatyonun
(GSH) yiiksek oranda {iretildigi rapor edilmistir(33). Tiimdrlerde GSH diizeyleri ve
GSTP1 aktivitelerinin artmasi pekcok kanser ilacinin hizli bir sekilde detoksifiye



olmasina ve ilaglarin timor dokularinda istenilen etkinlige ulagmasini engel
olmaktadir. Bir basgka ifadeyle, kanser tedavisinde ila¢ direncini gelisimine neden
olmaktadir (34).

GST’lerin Kkatalitik etkilerinin yaninda, hiicre canliliginda ve apoptotik
sinyalde rol oynayan mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaginda da
diizenleyici olarak gorev almaktadir (Sekil 2.3) (6). MAPK yolagini protein-protein
etkilesimi yoluyla diizenleyen GSTP1, apoptoz ve proliferasyonda rol alan JNK1 (c-
Jun N-terminal kinazl)’in endojen inhibitorii olarak davranmaktadir. Olusan JNKI1-
GSTP1 kompleksi JNK1’in etkinligini azaltarak apoptozun baskilanmasina neden
oldugu bildirilmistir (35, 36). Bu nedenlerle, GSTP1 inhibisyonu ile kemoterapik
tedavilerin etkinliginin artirmay1 hedefleyen birgok bilesik gelistirilerek deneysel ve

klinik ¢alismalarda etkinlikleri arastirilmistir (32, 37).

Oksidatif Antikanser
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Sekil 2.3. Glutatyon S-transferazin mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK)
yolagindaki diizenleyici rolii (6).

2.3.1. Glutatyon S-Tranferaz inhibitorleri

Kemoterapik tedavilerin etkinligini artirmak i¢in antikanser ilaglara karsi
gelisen hiicre direncini hedef alan bir¢ok glutatyon S-transferaz (GST) inhibitorii
gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 yap1 olarak GST 1n substrati olan glutatyona (GSH)
benzemektedir (Sekil 2.4). Peptidomimetikler veya GSH analoglari olarak



adalandirilan  bu bilesikler GSH’nun baglanma bdlgesine baglanmak igin
yarigtiklarindan dolayr kompetitif inhibitér olarak davranmaktadirlar. Bu tiir
inhibitorler ile izozim seg¢iciliginin ve ilag stabilitesinin artiritlmasi hedeflenmektedir.
Miyeloproliferatif bir ajan olan TLK 199 [y-glutamil-S-(benzil) sisteinil fenil glisil
dietil ester] bu amagla sentezlenen bir bilesiktir. Yapilan bir ¢alismada, TLK 199’un
insan kolon adenokarsinoma (HT-29) ve insan over karsinoma hiicrelerinde (SKOV-
3) antikanser ilaci olan adriyamisinin etkinligini artirmasina karsin, baska bir
kemotorapotik ajan olan mitomisin C’ye karsi etkisiz oldugu tespit edilmistir (38).
Baska bir ¢alismada TLK 199’un etil esterinin meme kanser hiicrelerinde tiyotepa,
sisplatin ve doksorubisin gibi gesitli antikanser ilaglarina karsi gelisen direnci bloke
ederek kemoterapinin etkinligini artirdigi rapor edilmistir (39). Bagka bir GSH analogu
bilesigi olan TLK 117 [y-glutamil-S-(benzil)sisteinil-R(-)-fenilglisin]’nin melfalan,
klorambusil gibi antikanser ilaclarinin etkinligini artirdigi bildirilmistir (38). Ote
yandan, GSH analogundan tiiretilmis molekiiller gii¢clii GST inhibitorleri olmasina
ragmen gama-glutamiltranspeptidaz aracili par¢alanmaya karsi hassastirlar. Yapilan
bir ¢alismada, glutatyon tiirevi olan UrPhg-Et> isimli molekiil igerisindeki peptid
baginin 6zel yapisindan dolay1 gama-glutamiltranspeptidazlara karsi stabil olmasinin
yaninda GSTP1 e spesifik bir inhibitor oldugu ve meme kanseri hiicre hattinda GSTP1
aracili ila¢ direncini ortadan kaldirdig1 gosterilmistir. Buna ek olarak, kanser
hiicrelerine UrPhg-Et’e uygulanmasi, JNK aktivasyonuna yol agarak apoptozu

indiiklendigi saptanmistir (39).

COH 0 GOR 4 O Q

. H _.
HEN»\/\S,N.\E,/U\HACGIH HEwaTHN;)-LHhc{}?H

O
'H-‘SH HE/\©
Glutathione (GSH)
TLK117: X=CH; R=H
TLK199: X =CH; R=Et
UrPhgEt,: X=0, R=Et

Sekil 2.4. Glutatyon molekiiliinden tiiretilmis GSTP1 inhibitorleri



GSH tiirevlerinden tretilen GST inhibitorlerinin, yiiksek inhibisyon
Ozelliklerine ragmen, eksport pompalar1 aracigiyle hiicre disina atilmalarindan dolay1
hiicre igerisinde istenilen etkiyi gostermedikleri ortaya siiriilmistiir. Kanser
hiicrelerinde GSTP1 ekspresyonu oldukga fazla oldugu icin hiicre igerisinde GSTP1
inhibisyonunu saglayacak GSH tiirevlerinden {iretilmis inhibitdr bilesiklerin
konsantrasyonun da yiiksek olmasi durumunda istenilen etki saglayabilecegi
distintilmustiir. Ancak, yiiksek konsantrasyonda uygulanacak inhibitorler hiicrede
¢oklu ilag direncini de (MDR) tetikleyebilmektedir. Bu sorunun iistesinden gelmek
ve kemoterapotik tedavilerin etkisini artirmak i¢in diisiik dozda etkin olabilecek GST
inhibitorlerine ihtiyag¢ duyulmaktadir (40, 41). Bu amagla giiniimiize kadar
benzoksazol, benzotiyazol tiirevleri gibi daha spesifik ve geri doniistimsiiz GST
inhibitorleri tasarlanmigtir (42). Ayrica, tasarlanan inhibitorler hiicre igine girmesi
kolaylastirilmis ve ABC tasiyici pompalari tarafindan atilmasi zorlastirilmis yapida
olursa, hiicre igerisinde daha uzun siire kalarak daha etkili olmalar1 saglanabilir.
Yapilan bir calismada, GSTP1 inhibitérii oldugu bilinen NBDHEX bilesiginin (Sekil
2.5) gesitli tiirevleri sentezlenerek ¢oziiniirliigii ve GSTP1 spesifikligi artirtlmig ve bu
sayede, kanser hiicrelerindeki etkinligi de artirilmistir (43). Ayrica, s6z konusu
bilesikler kanser hiicrelerine uygulandiginda JNK aktivasyonuna yol agarak apoptozu

indiiklendikleri de rapor edilmistir (44-46).

0 sMA/OH
=N
OH <2
0~ N
0 -N.
0B
Etakrinik asit NBDHEX

Sekil 2.5. Etakrinik asit ve NBDHEX’in molekiiler yapilari.

Ditiretik olarak kullanilan etakrinik asit (47) ayn1 zamanda GST inhibitoriidiir
(Sekil 2.4). Etakrinik asit, GSTPI’in H bolgesine zayif etkilesimlerle
baglanabilmektedir. Bu baglanma geri doniisiimlii oldugu i¢in etakrinik asit ve

glutatyon konjugati seklinde enzimden ayrilarak hiicre disina kolaylikla
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atilabilmektedir. Etakrinik asitin GST inhibisyon etkisini artirmak i¢in c¢esitli
glutatyon konjugatlar1 sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin kanser hiicre hatlarinda
mitomisinin, klorombusilin ve melfalan gibi antikanser ilaglarinin etkinligini artirdigi
tespit edilmistir. Ancak etakrinik asit ile yapilan faz 1 ¢alismalarinda izozim spesifik
olmamasi, diiiretik etkisinin olmasi1 ve hastalarda metabolik sorunlara yol agmasi

nedeniyle etkinligi kisitli kalmistir (34).

2.3.2. Glutatyon Metabolizmasi

Glutatyon (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) hiicrenin antioksidan savunmasinda
gorev alan bir tripeptidir. Normal peptidlerden farkli olarak glutatyon molekiiliiniin
ortasinda bulunan sistein amino asitinin amino grubu glutamatin karboksil grubu
yerine yan zincirindeki y karboksile baglidir (Sekil 2.6). Glutamat ve sistein arasindaki
siradisi olan bu bag sayesinde glutatyon molekiilii hiicre icerisinde peptidazlara karsi
korumaktadir. Glutatyon molekiilii yapisinda bulunan ug karboksil gruplarindan dolay1
iki negatif yiik ve amino grubundan gelen bir pozitif yiik sayesinde suda ¢oziinebilir
ozellige sahiptir. Molekiiliin yapisinda bulunan sistein kalintisindaki tiyol grubu
elektrofilik  etkilesimlere agik pozisyonda olmasiyla molekiil islevsellik

kazanmaktadir. Glutatyon molekiiliiniin tiyol grubunun pKa's1 9,2’dir (48).

SH

CH, o
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Glutamat Sistein Glisin

Sekil 2.6. Glutatyonun (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) molekiiler yapisi

Hiicrede glutatyon molekiilii serbest ya da proteinlere bagl halde bulunur.
Serbest halde bulunan glutatyon biiylik oranda rediikte formda (GSH) bulunmaktadir.
Oksidatif stres durumunda, glutatyon rediikte formdan (GSH) okside forma (GSSG)
doniistiiriilir. Normalde memeli hiicrelerinde, glutatyon konsantrasyonu 1-10 mM
araliginda degismektedir. Hiicrelerde glutatyonun rediikte ve okside formlarinin oram

(GSH/GSSG) kritik 6neme sahiptir. (27, 28). Bu nedenle hiicredeki glutatyon
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homeostaz1 biyosentez, oksidasyon, rediiksiyon reaksiyonlari ek olarak hiicre igine

alinimi ve atilim1 dengesiyle saglanmaktadir. (49).

Glutatyon, reaktif oksijen tiirlerini, serbest radikalleri ve hidrojen peroksit
(H202) gibi zararli molekiillerin etkisiz hale getirilmesinde kullanilir (Sekil 2.7).
Glutatyon peroksidaz enzimi (GPx) aracigiyla H,O, molekiilii ve rediikte formda
glutatyonun (GSH) reaksiyonu sonucu H2O2 molekiiler suya (H20) yikilirken, okside
formda glutatyon (GSSG) olusur. Daha sonra, okside formdaki glutatyon (GSSG),
glutatyon rediiktaz enzimi (GR) araciligiyla NADPH kullanilarak tekrar rediikte
formdaki glutatyona (GSH) doniistiiriilir. NAPDH rejenerasyonu glukoz 6-fosfat
dehidrogenez (G6PDH) enzimi aracigiyla saglanir (27, 28, 50).

(%0, ]
-
GeéP
GPX GR G6PDH
- 6-Phosphogluconate
% -
[HiO] [

Sekil 2.7. Glutatyon ve iliskili enzimler

Hiicre icersinde GSH, basta oksidatif strese kars1 savunma olmak {iizere pek
cok role sahiptir. Glutatyon peroksidazlar ve bazi1 peroksiredoksinler araciligiyla
peroksitlerin  indirgenmesinde ve glutatyon S-transferazlar araciligi ile
ksenobiyotiklerin  konjugasyon  tepkimelerine  glutatyon  substrat  olarak
kullanilmaktadir (50). Bu nedenlerle, GSTP1 gibi glutatyon da hiicre canlilig1 ve hiicre

Olimdiini etkileyen stireclerle direkt ya da dolayl olarak iligkilidir.
2.4. Apoptoz

Hiicrelerin kontrollii olarak 6liimii olarak tanimlanan apoptoz, hiicre 6liimii ve
cogalmasi arasindaki dengenin korunmasinda 6nemli bir role sahibtir (51). Apoptozun

baskilanmasi, hiicrelerin Kontrolsiiz ¢ogalmasina yol agarak basta kanser olmak tizere
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birgok hastaligin olusumunu tetikler (51-53). Farkli bir ifadeyle, kanser hiicrelerinde
genellikle apoptotik sinyal yolaklar1 baskilanmis durumdadir.

Apoptoz mekanizmasi i¢ (intrinsik) ve dis (ekstrinsik) kaynakli olmak tizere
iki temel yolak tarafindan aktiflesebilmektedir. I¢ ve dis kaynakl sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu takiben hiicredeki ilgili kaspazlar aktive olur (Sekil 2.8). Intrinsik
apoptoz yolaginda, hiicre i¢i stresden dolayr mitokondrinin membran geg¢irgenligi artar
ve mitokondriden sitoplazmaya sitokrom ¢ molekiilii salinir. Salinan sitokrom c
molekiilii apoptozom olusumu ve kaspaz 9 aktivasyonunu tetikler. Aktiflesen kaspaz
9, kaspaz 3’u aktiflestirir ve apoptoz indiiklenir (54). Ekstrinsik apoptoz yolag ise,
gelisim sirasinda islevi biten hiicrelerin veya kanser hiicrelerinin kontrollii olarak
Oldiiriilmesi icin aktive olur. Bunun i¢in 6liim reseptorii ligandinin baglanmasi ile
olusan 6liim-indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) kaspaz 8’1 aktive eder. Aktiflesen
kaspaz 8’in, kaspaz 3’ aktiflestirmesiyle intrinsik apoptoz yolaginin son basamaginda

oldugu gibi aktiflesen kaspaz 3 apoptozu indiikler (55).

intrinsik Apoptotik Yolak Ekstrinsik Apoptotik Yolak

\ Hucre ici stres Olum ligandlari

Membran gegirgenliginin artmasi DISC yapisi

ve sitokrom ¢ salinimi

Kaspaz 8'in kaspaz 3'u
aktive etmesi

Apoptozom yapisinin olugsmasi
ve kaspaz 9 aktivasyonu

Tt o
.;;%3;@@%;@ — — W
3 Pro-kaspaz 3 Kaspaz 3
A |

APOPTOZ

Sekil 2.8. Intrinsik ve ekstrinsik kaynakl1 olarak apoptotozun indiiklenmesi
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2.4.1. Glutatyon S-transferazlarin Apoptozdaki Rolii

Birgok kanser hiicre dizisinde ve cesitli timor dokularinda glutayon S-
transferazlarin (GST) ekspresyonunun artigi bilinmektedir (33). GST’ler katalitik
etkilerinin yaninda, hiicre canliliginda ve apoptotik sinyalde rol oynayan mitojenle
aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaginda da diizenleyici olarak gorev
almaktadir(6). MAPK yolagini protein-protein etkilesimi yoluyla diizenleyen GSTP1,
apoptoz ve proliferasyonda rol alan JNK (c-Jun N-terminal kinaz) ’in endojen
inhibitorii olarak davranmaktadir. Olusan JNK-GSTP1 kompleksi INK’n etkinligini
azaltarak apoptozun baskilanmasina neden oldugu bildirilmistir (35, 36). Diger yandan
antikanser ilaglar hiicreyi uyararak JNK aktivasyonunu saglamaktayken GSTP1
antikanser ilaglar1 hem detoksifiye ederek hem de JNK aktivasyonunu engelleyerek
apoptozun baskilanmasina neden olmaktadir (Sekil 2.9). Bunlara ek olarak, GSTP1’in,
TNF reseptoriiyle iligkili faktor 2 (TRAF2) ile de etkilesimi oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (29, 56). Kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilen
GSTP1, TRAF2 ve apoptoz sinyali diizenleyici kinaz 1 (ASK 1) arasindaki etkilesimi
baskilayarak, TRAF2-ASK1 kompleksin’in indiikledigi JNK ve p38-MAPK’
apoptotik sinyal yolaklarinin inhibisyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.6). Kanser
hiicrelerinde, GSTP1 inhibisyonu saglanirsa antikanser ilaglarin etkinligi artarak ve
JNK aktivasyonu sayesinde c-Jun fosforilasyonunun saglanmasina bu da bir
transkripsiyon faktorii olan AP-1" araciligiyla apoptotik genlerin indiiklenmesine yol

acacaktir.
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Sekil 2.9. Glutatyon S-transferazlarin apoptotik sinyal yollaklari iizerindeki etkileri
(29).

Sitotoksik etki gostererek, JNK sinyal yolagi iizerinden kanser hiicrelerini
apoptoza yonlendiren antikanser ilaglar (dosetaksel gibi antimikrotiibiil ilaglar,
topoizomeraz I ve II inhibitorleri, mitomisin C, adriyamisin ve sisplatin) i¢in zaman
igerisinde olusabilecek ila¢ direncini ortadan kaldirmada, GST inhibit6rlerini

beraberinde tedaviye sokmak yararli olacaktir.

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunun 6nlenmesi antioksidan savunma sistemleriyle
saglanabilir. Insanda bulunan antioksidan savunma sistemini olusturan elemanlar
endojen veya eksojen kaynakli olabilir. Endojen antioksidan savunma sisteminde
antioksidan enzimler ve biyomolekiiller gorev alir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve Glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz (G6PDH) enzimleri antioksidan savunma sisteminde gorev alan
enzimlerdir (Sekil 2.10) (57). Askorbik asit, lipoik asit, N-asetil sistein, polifenoller,
organosiilfiirlii bilesikler, karotenoit ve klorofil gibi bitkisel molekiiller beslenme

yoluyla alinan antioksidan maddelerdir (58, 59).
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Sekil 2.10. Antioksidan savunma mekanizmalari.

2.5.1. Antioksidanlarin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Kemoterapide kullanilan antikanser ilaglarinin gogu sitotoksik 6zellikleriyle
kanser hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmalarini 6nleyerek, 6lmelerini saglarken, yiiksek
toksik oOzellikleri nedeniyle saglikli doku ve hiicrelere de hasar vermektedir.
Antikanser ilaglarin saglikli dokular {izerindeki toksik etkilerinin azaltilmasi igin
kemoterapi yaninda antioksidan kullanimi yaygindir (60). Ancak son yillarda yapilan
calismalarda bilinenin aksine antioksidanlar kullaniminin kanser tedavisini olumsuz

yonde etkiledigini gosterilmektedir (61-63).

Glutatyon (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) hiicrenin antioksidan savunmasinda
gorev alan bir molekiildiir. Tripeptid yapida olan glutatyon molekiilii biiyiikliigiinden
dolayr disaridan takviye olarak hiicre igerisine alinmasi miimkiin degildir. Bunun
yerine hiicre i¢i glutatyon sentezinde hiz kisitlayici bir bilesen olan sistein icin
disaridan N-asetil sistein molekiiliiniin (Sekil 2.11) hiicrelere verilmesi glutatyon
sentezini artirabilmektedir. Glutatyon sentezinin artmasiyla hiicrelerin antioksidan
savunma kapasitesi artmaktadir (64). Antioksidan kullaniminin kanser tedavisindeki

etkilerinin arastirilmasinda NAC en ¢ok kullanilan molekiillerden biridir. Antioksidan
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kullanimimin kanser tedavisi iizerine yapilan bazi g¢aligmalarda, NAC’in kanser

olusumunu ve gelisimini hizlandirarak metastazi artirdigi tespit edilmistir (63, 65-67).

N-asetil sistein
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Sekil 2.11. N-aseitl sisteinin hiicre icine alinarak glutatyon molekiiliiniin

sentezlenmesi

Klorofil, ¢esitli dalga boylarindaki 1sinlar1 absorblayarak bitkide fotosentez
(6ziimleme) olaymnin gerceklesmesini saglayan, Mg*?iceren, yesil renkli biyolojik bir
pigmenttir. Klorofilin (Klr.) ise klorofil molekiiliinden tiiretilmis merkezinde bakir
iyonu ve g¢evresinde dort pirol halkasindan olusmus yari sentetik antioksidan bir
molekiildiir (Sekil 2.12) (68). Klorofil ve tiirevi bilesikler gidalarda renk ajani, dogal
gida katki maddesi ve yaralar iyilestirici 6zellikleri ile hem tibbi hem de beslenme
acisindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Klorofilin antimutajenik, antigenotoksik
ve antikanserojenik oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (68). Klorofilinin
ozellikle aflatoksin gibi ¢esitli kanserojenlerin hedef dokudaki etkilerini azaltigit DNA
hasarini 6nledigi ifade edilmektedir (69-72). Klorofilin grubumuz tarafindan, GSTP1
tizerinde inhibisyon etkisi oldugu gosterilmis ayn1 zamanda antioksidan 6zellige sahip
bir molekiildiir (7). Daha o6nceki calismamizda klorofilinin meme kanseri hiicre
hatlarinda proliferatif bir etkiye sahip oldugu, N-metil-nitroziire ile indiiklenmis meme
kanseri hayvan modelinde timor olusumunu geciktirdigini, fakat timor olustuktan

sonra timor gelisimini hizlandirdigini gézlemledik (9).
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Sekil 2.12. Klorofilinin molekiil yapisi
2.6. Sistem Biyolojisi ve Biyoinformatik Calismalar

Hiicresel yagamin siirekliligi karmagik biyokimyasal tepkimelerin denge icinde
yiiriimesine baghdir. Sistem biyolojisi bir organizmada genlerin, proteinlerin ve
biyokimyasal reaksiyonlarin etkilesimli olarak birlikte incelemesini saglayan
multidisipliner bir bilim dalhdir (8). Bu baglamda, sistem biyolojisi genomik,

transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi omik bilimlerden faydalanmaktadir

(9).

Biyoinformatik, gelisen teknolojileri sayesinde elde edilen biiylik ¢aptaki
biyolojik verilerin depolanmasi, diizenlemesini ve analiz edilmesini saglayan
interdisipliner bir bilim dalidir. Gelisen teknolojiler sayesinde elde edilen DNA, RNA
ve protein verileririnin degerlendirilmesiyle omiks bilimleri ortaya ¢ikmistir. DNA
(genomik), RNA (transkriptomik) ve protein dizilerinin (proteomik) igerikleri ve
fonksiyonlar1 arastirilarak, hastaliklara ve genetik bozukluklara ¢6ziim iiretmek
biyoinformatigin amaclarindandir (72). Biyoinformatik araglar kullanilarak yapilan
transkriptomik analizlerle, hiicre genomundan transkripsiyonla olusan mRNA’lar1 es
zamanli olarak inceleyerek hiicredeki gen ifadeleri hakkinda bilgi sahibi olmak
miimkiindiir. Bir denek {iizerindeki c¢evresel etkilere gore gen ifadelerindeki

degisikliklerin iliskilendirilmesi sistem biyolojisi yaklagimiyla saglanabilir.
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2.6.1 Transkriptomik Analizler

Transkriptom, bir hiicrenin veya hiicreler grubunun belirli bir gelisim evresinde
ya da belirli bir fizyolojik durumdaki eksprese edilen tiim transkriptlerini ifade eden
bir terimdir. Transkriptomik analizlerle, gen ekspresyonlarindaki degisikliklerin
hastalik mekanizmalar1 olan iligkisi arastirilmak igin verilerin iretilmesinde
“Microarray” ve RNA dizileme olarak iki temel yontem uygulanmaktadir(73). RNA
dizileme yonteminde daha kisa slirede daha ¢ok veri iiretilebildigi i¢in daha ¢ok tercih

edilmektedir. (74).

RNA dizileme islemlerinde, Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisi
uygulanmaktadir. Bu yontemde direkt olarak RNA {izerinde dizileme olmaz. RNA tek
zinciri yapist itibariyle, DNA’ya gore daha kirilgan yapidadir. Bu nedenle yeni nesil
dizileme teknolojilerinde RNA’dan cDNA fdretilerek dizileme islemleri
gerceklestirilir. Boylece RNA dizileme yontemiyle daha yiiksek verimde transkriptom
verisi elde edilebilir. RNA dizileme islemleri tamamlandiktan sonra, transkriptlerin
hangi gene ait oldugunu belirlemek i¢in ¢aligilan tiiriin referans genomu kullanilarak
her bir genin ekpresyon diizeyleri kantifiye edilir (75). Deneysel gruplar arasindaki
farkli eksprese olan genler belirlenerek bu farkliliklarin nedenlerinin arastirilmasi
transkriptomik analizlerin asil amacini olusturur. Bu amag i¢in farkli eksprese olan
genler smiflandirilarak deneysel gruplardaki olusan degisikliklerin mekanistik ve
islevsel olarak hangi biyolojik sistemleri etkiledigi tespit edilir. Gen setlerindeki
degisiklikleri siniflandirilmasi i¢in Gen Ontolojisi (GO) analizi ve beraberinde, KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veri tabanina dayali olarak deneysel
gruplar arasindaki farkliliklarin metabolik ve sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri
incelenir(76). Sonug olarak, deneysel gruplar arasindaki transkriptomik farkliliklardan
yola ¢ikilip hastaligin olusumunu etkileyen mekanizmalarin aydinlatilmasi saglanarak

uygun tedavi yontemleri 6nerilir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Gerecler

Hiicre kiltiirii ¢alismalarinda kullanilan 4T1 meme kanseri hiicre dizisi Prof.
Dr. Giines Esendagli Laboratuvari’ndan (Hacettepe Universitesi, Kanser Enstitiisii)
temin edildi. Deney hayvanlar ¢alismalarinda kullanilan Balb/c fareleri Kobay Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan (Ankara, Tiirkiye) temin edildi. Fareler Dokuztug Yem
Sanayii’nden temin edilen standart pellet yem ile beslendi. Farelerin bakimi ve
deneysel uygulamalar Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma

Unitesi’nde gerceklestirildi.

Calismanin farkli agsamalarinda kullanilan genel kimyasallar: Dimetil sulfoksit
(DMSO), 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), Dosetaksel, Dulbecco'nun
fosfat tampon tuzu (D-PBS), Etil alkol (Etanol), Etilendiamin tetraasetik asit disodyum
(Na2EDTA), Etilendiamin tetraasetik asit tripotasyum (K3EDTA), Enhanced
Kemiliiminesans (ECL), Fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), Fetal sigir serumu (FBS),
Fosfataz inhibitdrii calyculin A, Rediikte glutatyon (GSH), Glutatyon rediiktaz (GR),
GSTPI i¢in primer tavsan antikoru ve sekonder anti-lgG antikoru, HEPES, Izo-
praponal alkol, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), Klorofilin bakir kompleksi
sodyum tuzu (Klr.), L-glutamin, 2-merkaptoetanol, MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir), N-asetil sistein, Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH), NP-40 deterjani, Penisilin/streptomisin karisimi, Potasyum fosfat
dibazik (K2HPO.), Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4), PVDF membran (0.45
mikron), RPMI 1640 (RPMI) besiyeri, Fenol kirmizisi igermeyen RPMI besiyeri,
Sodyum deoksikolat, Sodyum dodesil siilfat (SDS), Sodyum floriir (NaF), Sodyum
hidroksit (NaOH), Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum piriivat, Trikloroasetik asit (TCA),
Tris, Tripan mavisi, Tripsin-EDTA, Triton X-100, Tween 20 kimyasallar1 Sigma
firmasindan (St. Louis, MO, ABD); Trietanolamin (TEAM) ve Serine British Drug
Houses Ltd. firmasindan (Poole, ingiltere); izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi
Eczacibasi firmasindan (Istanbul, Tiirkiye), S1gir serum albiimini Bio-Rad firmasindan
(Hercules, CA, ABD), proteaz inhibitorleri karigimi igeren tabletler Roche firmasindan

(Upper Bavaria, Almanya) saglandi.
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Calismanin farkli asamalarinda kullanilan kitler: FITC Annexin V Apoptosis
Detection kiti BD Biosciences firmasindan (San Jose, CA, USA), c-jun Elisa kiti
(ab205708) ve p38 Elisa kiti (ab205708) Abcam firmasindan (Cambridge, MA, USA),
kaspaz 8 (SEA853Mu) ve kaspaz 9 (SEA627Mu) Kitleri Cloud-Clone Corp
firmasindan ( Katy, TX, USA), RNeasy kiti Qiagen firmasindan (Hilden, Almanya)
RNA 6000 Nano Assay kiti Agilent firmasindan (Santa Clara, CA, USA), TruSeq
Stranded mRNA Kiti Illumina firmasindan, (San Diego, CA, USA), BCA Protein
Assay kiti Thermo Fisher Scientific Pierce Protein Research Products’tan (Rockford,
IL, ABD), Bradford Protein Assay kiti Sigma firmasindan (St. Louis, MO, ABD)
temin edildi.

Calismanin farkli asamalarinda kullanilan laboratuvar cihazlari: RNA dizileme
cihazi (NovaSeq 6000), Akim sitometresi (Beckman Coulter, Cytoflex), Biyoanalizor
(Agilent 2100 Bioanalyzer), NanoDrop spektrofotometresi (Agilent), Homojenizator
(Qiagen Tissuelyser Lt Bead Mill), vortex (IKA) pH metre cihazi (Consort C830),
Santrifiij cihaz1 (Eppendorf 5417R), Elektroforez gii¢ kaynagi (Power Pack P25), Fast
Semi-Dry Blotter (Thermo Scientific, Pierce), Yatay calkalayic1 (Heidolph Titramax
101), Analitik terazi (Mettler Toledo AG204), Mikro-plaka spektrofotometresi
(Moleculer Devices SpektraMax M2), Distile su cihazi (Nanopure Infinity), Derin
dondurucu, -80°C (Sanyo), Manyetik karistiric1 (Elektromag M-21), Mikropipetler
(Gilson ve Eppendorf).

Calismanin farkli asamalarinda kullanilan programlar ve veri tabanlar:

Kallisto programi ile RNA dizileme verileri kantifiye edildi. Balb/c fare tiirline ait

referans cDNA verisi www.ensembl.org web sitesinden dosyasi indirildi. DESeq2 R
paketiyle farkli eksprese edilen genler belirlendi. Piano paketinin fonksiyonlariyla gen
setlerindeki degisiklikleri istatiksel olarak analiz edidi. Gen Ontolojisi ve KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veri tabanlar1 kullanilarak fonksiyonel
analizler yapildi. Tim transkriptomik analizler yapilirken R programlama dili
kullanidi. Deneysel verilerin istatiksel olarak degerlendirmesi i¢in IBM SPSS 22
programi kullanildi. Grafiklerin ¢izimi i¢in GraphPad Prism (Version 6) kullanildi.


http://www.ensembl.org/
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3.2. Yontemler

Bu ¢alismada, Klorofilin ve N-asetil sisteinin (NAC) meme kanseri tedavisi
tizerindeki etkileri in vitro / in vivo ve in silico (transkriptomik analiz) olarak arastirildi
(Sekil 3.1). Deney akis diyagramina gore, 4T1 meme kanseri hiicre hattinda klorofilin
ve NAC molekiillerinin ayr1 ayr1 ve kanser ilact dosetaksel ile birlikte kullanimlarinin
hiicre canlilig1 ve apoptozu iizerindeki etkileri arastirildi. Daha sonra, 4T1 hiicreleri
disi Balb/c farelerinin abdominal bdlgesine subkiitan olarak inokiile edilerek in vivo
meme kanseri modeli olusturuldu. Tiimoérler olustuktan sonra on giin boyunca
klorofilin, NAC ve dosetaksel enjekte edildi. fla¢ uygulamalar1 tamamlandiktan sonra
tiim hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Tiimor dokularinin
bir kismi RNA izolasyonu i¢in sivi azot yardimiyla hizli bir sekilde donduruldu.
Alman diger dokular ise, soguk serum fizyolojik (SF) ile yikanarak yapilacak analizler
icin -80°C’de muhafaza edildi. Daha sonra 4T1 hiicre lizatlar1 ve tiimér dokularinda
GST aktivitesi, GSH diizeyleri, JNK sinyal yolagi bileseni olan c-Jun ile apoptotik bir
protein olan p38 ve kaspaz 8-9’un diizeyleri arastirildi. Kanser hiicrelerinin apoptoz
ve/veya proliferasyona yonelimlerinin antioksidan molekiillerle iliskisinin detayl
incelenmesi i¢in tiimor dokularinda RNA dizileme sonuglar lizerinde transkriptomik

analizler yapildi.
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Deney Akis Semasi

Tiimér dokusu

Gﬂr}neme kéhééh\
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2. Klorofilin Meme kanseri modelinin olusturulmasi
3. N-asetil sistein (NAC) 4T1 hiicre ilag enjeksiyonlan 1. Ttmér dokularndan
4. Dosetaksel enjeksiyonu (10 gtin) Sakrifikasyon
5. KlorofilintDosetaksel '—‘—“{Gunler RNA izolasyonu
6. NAC+Dosetaksel 0 8 17
| | |

In vivo/vitro deneyler 2. RO Elel s TR

I
Hiicre Kiiltiirii Calismalan Deney Hayvanlar Gahigmalari 1

kitliphane hazirlanmasi

+« GSTP1 ekspresyonunun espiti
+ MTT testi

+ Annexin V-FITC

« GST aktivitelerinin belirlenmesi
+ GE8H ddzeylerinin belirlenmesi
« ¢-Jun dlzeylerinin belilenmesi

+ p38 duzeylerinin belirlenmesi

+ Meme kanseri modelinin olugturulmasi
+ Hayvanlarin takibi ve sakrifikasyonu

= GST aktivitelerinin belirlenmesi

= GSH dizeylerinin belirlenmesi

+ c¢-Jun diizeylerinin belirenmesi

= p38 dizeylerinin belirlenmesi

« Kaspaz 8-9 dlzeylerinin belirlenmesi

3. RNA dizileme

4. Transkriptomik analizler
= Kuantifikasyon (Kallisto)

= Diferansiyonel ekspresyon

analizi (DESeq2)

. - - Fonksiyonel Analiz (Piano
+ Kaspaz 8-9 duzeylerinin belirlenmesi * RNAizolasyonu, RNA dizileme v ( )

ve transkriptomik analizler

Sekil 3.1. Deney akis diyagramu.
3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismamizda ii¢lii (ER, PR, HER2) negatif olan 4T1 meme kanseri hiicre hattt
kullanildi. Bu hiicre hatt1 %10 fetal dana serumu, 4mM L-glutamin ve penisilin (100U)
/ streptomisin (100 pg/mL) antibiyotik ¢ozeltisi igeren RPMI-1640 besiyeri igerisinde
kiiltiire edildi. Calismanin tiim agamalarinda hiicreler 37°C’de %5 CO2’li ortamda
inkiibe edildi. Hiicreler %80 yayginliga ulastiginda tripsin-EDTA yardimu ile kiiltiir

kaplarindan kaldirilarak pasajlama islemleri yapildi.
3.3.1. GSTP1 Ekspresyonunun Belirlenmesi

4T1 meme kanseri hiicre hattinda GSTP1 ekspresyonun olup olmadig1 western
blot yontemi ile test edildi. Bu amagla, 4T1 hiicreleri T25’lik flask igerisinde
cogaltildiktan sonra hiicrelerin tizerine 400 pl liziz ¢ozeltisi (25 mM Tris-HCI (pH:
7,6), 150 mM NaCl, %1 NP-40, %1 sodyum deoksikolat, %0,1 SDS, 1X proteaz
inhibitor kokteyli, 200 mM sodyum floriir (NaF), 50 nM Calyculin A, 5 mM EDTA,
1 mM PMSF) eklendi ve 10 dk. inkiibe edildi. Daha sonra hiicrelerin kaziyici (scraper)

yardimiyla kazinarak flaskin tabanindan kaldirilmasi saglandi. Flasklardaki hiicre
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lizatlar1 20°C’de sogutulmus olan 1.5 mL’lik tiiplere aktarilarak santrifiij (10.000xg,
15 dk., +4°C) edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kismi alinarak protein miktar1 BCA
(bisinkoninik asit yontemi) ile 6l¢iildii. Protein dlglimiinden sonra, drnekler her bir
kuyuya 100 ug protein gelecek sekilde yiikleme ¢ozeltisiyle [160 mM Tris-HCI (pH:
6,8), %20 gliserol, 0.6 mM bromfenol mavisi, %10 SDS ve 1.4 M B-merkaptoetanol]
1:1 oraninda Karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler %10°luk SDS-poliakrilamid
jel elektroforezine yiiklenerek 100 voltta 1 saat siireyle yiiriitiildii. Elektroforez islemi
sonrasinda proteinleri membrana aktarmak i¢in etanolle islatilarak aktive edilmis
PVDF membranlar (0.45 mikron) kullanildi. Proteinler 25 volt 10 dakika siireyle Fast
Semi-Dry Blotter (Thermo Scientific, Pierce) cihazi yardimiyla membrana aktarildi.
Daha sonra membran %5 siit tozu igeren PBS-Tween 20 (PBS-T; %0,1) ile 1 saat bloke
edildi. Membran GSTP1 i¢in primer tavsan antikoru (1:1000) ile bir gece ve ertesi giin
sekonder anti-1gG antikoru (1:2500) ile 1 saat inkiibe edildi. Dongiiler arasinda 3 kez
10’ar dakika stireyle PBS-T ile yikama yapildi. Protein bantlarinin gériintiilenmesinde

Enhanced Kemiliiminesans (ECL) kullanildi.
3.3.2. MTT Testi ile Hiicre Canlihginin Incelenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) besiyeri
ortaminda ¢oziilebilen sar1 renkte bir tetrazolyum tuzudur (77). Bu bilesik, canli
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimi aktivitesi ile tetrazolyum
halkasinin kirilmasi sonucu, mor renkli formazan kristallerine doniisiir (Sekil 3.2).
Olusan formazan bilesigi miktar1 570 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak olgiilerek

hiicrelerin canliliklar: test edilir.

N i HN.
I
NN
Y- v
S \i}- CH, Cﬁ\ ‘F *?— CH,
MTT CH, Formazan  CH,

Sekil 3.2. MTT bilesiginin formazana doniistim{i.

Bu c¢alismada, klorofilin ve dosetaksel bilesiklerin 4T1 hiicre hatt1 iizerinde

sitotoksik etkileri MTT yontemiyle test edildi (78). Bu amagla, 4x10° sayida 4T1
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hiicresi %10 fetal bovine serum ve 2 mM L-Glutamin igeren RPMI 1640 besiyeri
icinde (100 pl hacimde) 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicreler tutunmasi i¢in 24 saat
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi. Daha sonra hiicrelerin iizerindeki besiyeri
cekilerek iizerine farkli konsantrasyonlarda klorofilin ve dosetaksel maddeleri igeren
besiyerleri (100 ul hacimde) eklenerek 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri kaldirildi ve kuyucuklara 1 mg/ml
MTT igeren besiyeri (50 pl hacimde) eklenerek 3 saat boyunca inkiibe edildi. Daha
sonta MTT c¢ozeltileri kuyucuklardan ¢ekildi. Kuyucuklarin tabaninda olusan
formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 100 pl izopropanol eklenerek karistirildi. Coziinen
formazan bilesiginin absorbansi 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
olgtilerek hiicre canliliklar1 analiz edildi. Hiicre canliligin1 yiizde olarak hesaplamak
icin (6rnegin absorbans degeri / kontroliin absorbans degeri)x 100 formiilii kullanildi.
Klorofilin ve dosetaksel konsantrasyonlarma kars1 yiizde canlilik degerleri

kullanilarak GraphPad Prism (Version 6) yardimiyla IC50 degerleri hesaplandi.
3.3.3. Annexin V ile Erken Apoptozun Belirlenmesi

Dosetaksel ve klorofilin i¢in belirlenen IC50 konsantrasyonlar1 (28,4 M ve
52.1 uM) ile N-asetil sisteinin literatiire gore belirlenen dozu (5 mM) (79) 4T1 meme
kanseri hiicrelerine uygulandi. Hiicreler 48 saat inkubasyondan sonra tripsin-EDTA
yardimi ile kiiltiir kaplarindan toplanarak santrifiij edildi (500xg’de 5 dakika).
Siipernatant uzaklagtirilarak hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Daha sonra drnekler
1x10° hiicre/ml’de olacak sekilde tiiplere ayrildi ve 1X baglanma soliisyonu ile
stispanse edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 100ul alinarak tiiplere konuldu.
Daha sonra hiicreler tizerine 5 ul Annexin V ve 5 ul 7-AAD (BD Biosciences FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit) eklenerek, 15 dakika oda 1sisinda karanlikta
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast hiicrelere 400 pul 1X baglanma baglanma soliisyonu
eklendi ve 1 saat i¢inde akim sitometri cihazinda (Beckman Coulter, Cytoflex) 10.000

hiicre sayilarak analiz edildi.
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3.4. Deney Hayvanlar1 Calismalari

Deney hayvanlar1 calismalarina baslamadan once Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan onay alind1 (Onay no: 2018/08-03). Calismada
kullanilan 6-8 haftalik disi Balb/c fareleri Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan
temin edildi. Tiim deneysel islemler Helsinki Deklarasyonu’nda belirtilen onerilere

uygun olarak gergeklestirildi (80).

Farelerin bakimi ve deneysel uygulamalar Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Unitesi'nde gerceklestirildi. Hayvanlarm bakim
havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 06zel olarak hazirlanmis ve her giin
temizlenen kafeslerde, %30-70 nem, 21°C’de ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
ortamda siirdiiriildii. Fareler Dokuztug Yem Sanayii’nden temin edilen standart pellet
yem ile beslendi. Su ise paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak

verildi. Siganlarin yem ve su ihtiyaglart siirsiz (ad libitum) olarak saglandi.

3.4.1 Meme Kanseri Modelinin Olusturulmasi

Meme tiimorii modeli olusturmak igin, 6-8 haftalik disi Balb/c farelerin meme
yag dokusuna 5x10* sayida 4T1 meme kanseri hiicresi serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi
icerisinde subkiitan olarak inokiile edildi. Kanser hiicrelerinin enjekte edildigi giin 0.
giin olarak kabul edildi. 8. giinde tiimérlerin ortalama ¢ap1 2 mm'ye ulasti. Bu asamada,
ilag uygulamalari i¢in fareler randomize olarak gruplara ayrildi. Klorofilin, N-asetil
sistein ve dosetakselin ayri ayr1 uygulanmasina ek olarak klorofilin ve N-asetil
sisteinin dosetaksel ile birlikte uygulanmasmin meme kanseri tlizerindeki etkileri
arastirmak icin 6 deneysel grup olusturuldu (Tablo 3.1). ilaclar 10 giin boyunca
intraperitonal (i.p.) olarak enjekte edildi. Dosetaksel % 1 lik DMSO ig¢inde
¢oziilebildigi i¢in kontrol ve deney gruplarinda enjeksiyonlar yapilirken ayni oranda
DMSO kullanildi.



26

Tablo 3.1. Deney hayvani gruplari ve enjeksiyon uygulamalari

No Deney Gruplann Hayvan Enjeksiyon
Adedi Uygulamalar
1  Kontrol 6 0.1 ml SF ¢ozeltisi, % 1 DMSO
2 Kilorofilin 6 30 mg/kg dozda klorofilin
(Klr) (0.1 ml SF ¢ozeltisi, % 1 DMSO igeresinde)
3 | N-asetil sistein 6 100 mg/kg dozda N-asetil sistein
(NAC) (0.1 ml SF ¢ozeltisi, % 1 DMSO igeresinde)
4 Dosetaksel 6 8 mg/kg dozda dosetaksel
(Dos) (0.1 ml SF ¢ozeltisi, % 1 DMSO igerisinde)
5  Kilorofilin 6 30 mg/kg klorofilin + 8 mg/kg dosetaksel
+ Dosetaksel (0.1 ml SF ¢ozeltisi, % 1 DMSO igerisinde)
(KlIr+Dos)
6  N-asetil sistein 6 100 mg/kg N-asetil sistein + 8 mg/kg dosetaksel
+ Dosetaksel (0.1 ml SF ¢ozeltisi, % 1 DMSO igerisinde)
(NAC+Dos)

3.4.2. Hayvanlarin Takibi ve Sakrifikasyon Islemleri

Hayvan agirliklart ilag enjeksiyonlar1 yapilmaya baslandiktan itibaren giinliik
olarak takip edildi. Timdor gapt Olgiimleri iki giin araliklarla “caliber” yardimiyla
gerceklestirildi. Ilag uygulamalar1 tamamlandiktan sonra tiim hayvanlar servikal
dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Timor dokularinin bir kismi RNA
izolasyonu i¢in sivi azot yardimiyla hizli bir sekilde donduruldu. Alinan diger dokular
ise, soguk serum fizyolojik (SF) ile yikanarak daha sonra yapilacak analizler i¢in -
80°C’de muhafaza edildi.

3.5. Tiimor Dokular: ve Hiicre Lizatlarindaki Analizler

Tiimor dokularinda yapilacak analizler i¢in, ornekler 1:10 agirlik/hacim
oraninda homojenizasyon tamponu (100 mM potasyum fosfat tamponu, 2 mM EDTA,
pH:7.0) ile buz iizerinde homojenize edildi. Ardindan 6rnekler 10.000xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ayrilan supernatantlarda ilgili analiz islemleri yapildu.

Hiicre lizatlarinda yapilacak analizler i¢in, dosetaksel ve klorofilin i¢in belirlenen IC50
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konsantrasyonlari (28,4 uM ve 52.1 uM ) ile N-asetil sistein (5 mM) (79) 4T1 meme
kanseri hiicrelerine uygulandi. Hiicreler 48 saat boyunca bilesiklerle inkiibe edildikten
sonra tripsin-EDTA yardimi ile kiiltiir kaplarindan toplanarak santrifiij edildi
(500xg’de 5 dakika). Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler iki kez PBS ile yikandi.
Daha sonra 6rnekler homojenizasyon tamponu ile homojenize ve ardindan da santrifiij

edildi (10.000xg’de 10 dakika). Supernatantlarda ilgili analiz islemleri yapildi.

3.5.1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Glutatyon S-transferaz aktivitesi, GSH’nin 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB)
ile olusturdugu konjugasyon iiriiniiniin 340 nm’de absorbans artis1 izerinden belirlendi

(Sekil 3.3) (81).

cl 3G
NO, NO,

GST
+ GSH — =

NO2 NOZ

Sekil 3.3. Glutatyon S-transferaz katalizledigi glutatyonun (GSH) elektrofilik
CDNB’ye konjugasyonu

Glutatyon S-transferaz aktive 6l¢timii ig¢in deney ortami (1 mM EDTA igeren
100 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 6,5), 1 mM GSH ve 1 mM CDNB % 5 etanol)
hazirland1. Aktivite Ol¢iimleri 30°C’de 340 nm’deki absorbans artisi tizerinden 1
dakika boyunca spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Tiim 6rnekler igin aktivite
olgiimleri en az ii¢ tekrarl olarak yapildi. Olgiilen aktivite degerleri 9,6 mM™*.cm™
absorbsiyon katsayisi ve protein miktarina oranlanarak spesifik aktivite degerleri

hesaplandi. Sonuglar spesifik aktive degerleri (umol min*.mg™) olarak ifade edildi.
3.5.2. Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Glutatyon hiicre igerisinde ¢cogunlukla (%90 - 95) indirgenmis formda (GSH)
bulunmaktadir. Glutatyonun oksidasyonu sonucu okside formdaki glutatyon bilesigi
(GSSG) olusmaktadir. Bu g¢alismada, toplam glutatyon (GSH + GSSG) diizeyini
6lgmek igin enzimatik dongii (recycling) yontemi kullanildi (66). Bu yontemde
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glutatyon rediiktaz araciligiyla NADPH ile okside glutatyon (GSSG) rediikte forma
(GSH) doniisiirken, rediikte glutatyonun DTNB ((5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asid)
ile reaksiyonu sonucu TNB (2-nitro-5-tiyobenzoik asit) olusmaktadir (Sekil 3.4).
Olusan TNB bilesiginin 412 nm’ deki absorbansi 6l¢iilerek toplam glutatyon miktarlari

belirlenir.

NO,

Hoocj[::j/s\s/[::I:COOH
O,N

DTNB Glutatyon
Rediiktaz

HoOC s ////

, j@( GSSG
O,N

2GSH

TNB

Sekil 3.4. Glutatyon ile DTNB’den TNB olusum reaksiyonu

Tiimor dokusu ve 4T1 meme kanseri hiicre orneklerindeki GSH diizeylerini
belirlemek i¢in, Ornekler homojenizasyon tamponu (100 mM potasyum fosfat
tamponu, 2 MM EDTA, pH: 7,0) ile buz iizerinde homojenize edildi. Homojenizasyon
islemi sonrasi Ornekler santrifiij edildi (10.000xg’de 10 dk). Daha sonra
slipernatantlarin {izerine esit hacimde %10 trikloroasetik asit (TCA) c¢ozeltisi
eklenerek vortekslendi. Ornekler oda sicakliginda 5 dk siireyle 2000xg'de tekrar
santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 siipernatantlar alinarak {izerine taze hazirlanmis 4 M
trietanolamin (TEAM) ¢ozeltisinden %S5 oraninda eklenerek orneklerin pH degeri
7,0’e getirildi. Daha sonra glutatyon diizeylerini 6l¢gmek i¢in reaksiyon ortami (1 mM
EDTA igeren 100 mM potasyum fosfat tamponu pH:7,0, 48 uM NADPH, 78 uM
DTNB, 0.115 U/ml glutatyon rediiktaz) hazirlandi. Reaksiyon NADPH eklenerek
baglatildi. Olusan 2-nitro-5-tiyobenzoik asitin (TNB) 412 nm’deki absorbansi
olgiilerek GSH diizeyleri belirlendi (82, 83). Olgiimler mikro-plaka okuyucuda
gerceklestirildi. Daha sonra glutatyon diizeyleri protein miktarlarina oranlanarak

degerlendirildi.
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3.5.3. c-Jun Diizeylerinin Belirlenmesi

c-Jun, transkripsiyon faktorii olan Aktivator Protein-1 (AP-1)’in bir bilesenidir.
AP-1 protein kompleksinin bilesenleri hiicrelerin biiyiimesi, gogalmasi, farklilagsmasi,
kontrollii 6limi gibi birgok siiregte rol alir. c-Jun’ un transkripsiyonel aktivasyonu
yapisinda bulunan Ser63 ve Ser73 aminoasitlerinin JNK araciligiyla fosforilenmesi
tizerinden diizenlenir. Mitojenik ve stres kaynakli sinyal yolaklar1 dahil birgok faktor,

c-Jun'un fosforilasyonunu uyarir (84).

Bu ¢alismada, fosforile c-jun ve toplam c-jun diizeyleri Elisa kit (ab205708)
ile olgiildi. Kit protokoliine gore; hiicre ve doku 6rnekleri ekstraksiyon tamponu ile
homojenize edildi. Homojenatlar 20 dk buz iizerinde inkiibe edildikten sonra santrifiij
edildi (18.000xg, 20dk, 4°C). Elde edilen siipernatantlardan 10 ul 6rnek alinarak
protein Ol¢iimii igin ayrildi. Daha sonra kit protokoliine gore hazirlanan standartlar ve
orneklerden 50 pl alinarak 96 kuyucuklu plakanin uygun kuyucuklarina uygulandi.
Ardindan, 6rnek ve standartlarin tizerine 50 pl antikor kokteyli eklendi ve tabakanin
yiizeyi kapatilarak, 400 rpm devire ayarlanmis g¢alkalayicida 1 saat boyunca oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar 350 pl yikama
tamponu ile 3 defa yikandi. Daha sonra 100 pul TMB substrati eklenerek, 400 rpm
devirde ¢alakalayici iizerinde 15 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast 100 pl durdurma ¢ozeltisi eklenerek plaka calkalayicida 600
rpm’de 1 dakika karistirildi. Orneklerin Elisa okuyucuda 450 nm dalga boyunda

absorbanslar dlgiilerek fosforile c-jun ve toplam c-jun diizeyleri tespit edildi.
3.5.4. p38 Diizeylerinin Belirlenmesi

Mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) protein ailesinin bir {iyesi olan p38,
hiicrenin biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve kontrollii 6liimii gibi birgok siirecte
rol alir. Sitokinler, UV 1sinlari, ozmotik sok ve lipopolisakkaritler gibi ¢esitli hiicresel
stres faktorleriyle p38 aktive olur. p38’in aktivasyonu yapisinda bulunan Thr180 ve

Tyrl82 aminoasitlerinin fosforilenmesi ile gergeklesir (85).

Bu ¢alismada fosforile p38 ve toplam p38 diizeyleri Elisa kit (ab205708) ile
ol¢iildii. Kit protokoliine gore; hiicre ve doku ornekleri ekstraksiyon tamponu ile

homojenize edildi. Homojenatlar 20 dk buz iizerinde inkiibe edildikten sonra santrifiij
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edildi (18.000xg, 20dk, 4°C). Elde edilen siipernatantlardan 10 pl 6rnek alinarak
protein dl¢limii igin ayrildi. Daha sonra kit protokoliine gore hazirlanan standartlar ve
orneklerden 50 pl alinarak 96 kuyucuklu plakanin uygun kuyucuklarina pipetlendi.
Ornek ve standartlarin iizerine 50 pl antikor kokteyli eklendi. Daha sonra plakanin
yiizeyi kapatilarak, 400 rpm’lik devir ile calakalayicida 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar 350 pl yikama
tamponu ile 3 defa yikandi. Daha sonra 100 ul TMB substrati eklenerek, 400 rpm
devirde 15 dakika boyunca karanlik bir ortamda calkalanarak inkiibe edildikten sonra
100 ul durdurma ¢ozeltisi eklenerek 600 rpm’de 1 dakika daha karistirildi. Orneklerin
absorbansi 450 nm dalga boyunda Elisa okuyucuda 6lgtilerek fosforile p38 ve toplam
p38 diizeyleri tespit edildi.

3.5.5. Kaspaz 8 ve 9 Diizeylerinin Belirlenmesi

Apoptoz mekanizmasi dis (ekstrinsik) ve i¢ (intrinsik) kaynakli olmak {izere
iki temel yolak tarafindan aktiflesebilmektedir ve bunu takiben hiicredeki ilgili
kaspazlar aktive olmaktadir. Dis kaynakli sinyal yolaginda, 6liim reseptorii ligandinin
baglanmasi ile olusan protein kompleksi kaspaz-8 olusumunu saglamakta ve bu da
efektor kaspazlari aktive etmektedir. I¢ sinyal yolaginda ise, mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom-c molekiilii salinmakta ve daha sonra kaspaz-9 aktive
edilmektedir (55).

Bu ¢alismada kaspaz 8 ve 9 diizeyleri Elisa kit (SEA853Mu, SEA627Mu)
kulanilarak oOlgiildii. Kit protokoliine gore; hiicre ve doku ornekleri ekstraksiyon
tamponu ile homojenize edilerek santrifiijlendi (18.000xg, 20dk, 4°C). Elde edilen
siipernatantlardan 10 pl 6rnek alinarak protein 6l¢limii i¢in ayrildi. Daha sonra kit
protokoliine gore, hazirlanan standartlar ve 6rneklerden 100 pl 96 kuyucuklu plakanin
uygun kuyucuklarina pipetlenerek 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra
kuyucuktaki standart ve 6rnek ¢ozeltileri geri ¢ekildi. Sonrasinda, 100 pl “Detection
Reagent A” eklendi. Ardindan plakanin yiizeyi kapatilarak, 400 rpm devirde
calkalayici tizerinde 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra tiim kuyucuklar
350 pl yikama tamponu ile 3 defa yikandi. Sonrasinda, 100 pl “Detection Reagent B”
eklenerek plakanin yiizeyi kapatildi 400 rpm devirde calakalayicida 1 saat boyunca
37°C’de bekletildi. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar 350 ul ytkama tamponu ile 5
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defa yikandiktan sonra 90 pul substrat soliisyonu eklenerek, 400 rpm devirde
calkalayicida 37°C’de karanlik bir ortamda 15 dakika siireyle daha bekletildi.
Inkiibasyon sonras1 50 pl durdurma ¢dzeltisi eklenerek, plaka ¢alkaliyicida 600 rpm’de
1 dakika karistirildi. Orneklerin absorbanslar1 450 nm dalga boyunda dlgiilerek kaspaz
8 ve 9 diizeyleri tespit edildi.

3.5.6 Protein Konsantrasyonlarinin Tayini

Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinde Bradford yontemi (86) temeline
dayanan protein 6l¢iim kiti (Sigma-Aldrich) kullanildi. Olgiimler Bradford’un mikro-
yontemine gore mikroplaka kullanilarak, kit protokoliine uygun olarak yapildi. Biitiin
calismalarda protein standardi olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanildi.
Mikroplaka kullanilarak yapilan 6l¢timler igin dogrusal ¢alisma araligi 0.1-1.4 mg/mi
olarak belirlendi. Ayrica, Bradford yonteminde interferansa neden olacak yiiksek
konsantrasyonda deterjan igeren hiicre lizat1 6rneklerindeki protein miktari analizi i¢in
BCA (bisinkoninik asit yontemi) temeline dayali deterjanlarla uyumlu protein dl¢tim

kiti (Pierce) kullanildi (87).
3.6. Transkriptomik Analizler

Deney hayvanlarindan elde edilen tiimorler tizerinde transkriptomik analizler
yapildi. Transkriptomik analizler i¢in islem basamaklari; RNA izolasyonu, RIN (RNA
Integrity Number) skorunun belirlenmesi, RNA dizileme islemleri, RNA dizileme

verilerinin kantifikasyonu ve fonksiyonel analizler seklinde gerceklestirildi.
3.6.1. RNA izolasyonu

Meme tiimorii dokularindan RNA izolasyonu yapmak i¢in “RNeasy” Kkiti
(Qiagen) kullanildi. Kit protokoliine gore; timor dokusu drnekleri 1 ml QIAzol liziz
reaktifi icinde homojenizatér (Qiagen Tissuelyser Lt Bead Mill) yardimiyla
homojenize edildi (20 Hz, 5 dakika). QlAzol liziz reaktifi, yagl dokularin erimesini
kolaylastirmak ve RNazlar1 inhibe etmek icin tasarlanmis, fenol ve guanidin
tiyosiyanat igeren bir soliisyondur. Homojenizasyon sonrasi ornekler 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra homojenata 200 uL kloroform ilave edilerek 15
saniye vortekslendikten sonra ornekler santrifiijlenerek (12.000xg, 15 dk., 4°C’de)

sulu ve organik fazlara ayrildi. Faz ayrimi sayesinde RNA’lar iistteki sulu fazda
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ekstrakte olurken, DNA’lar ara fazda, proteinler ise ara fazda veya alttaki organik
fazda kalarak ayristirilmalar1 saglandi. Sonra tstteki sulu faz alinarak {izerine esit
hacimde %70’lik etanol eklendi ve karistirildi. Daha sonra drnekler RNeasy Mini spin
kolonuna aktarilarak oda sicakliginda santrifiijlendi (8000xg, 15 saniye). Boylece
RNA’nin kolon membranina tutunmasi saglandi. Daha sonra, kolona 700 ul RW1
yikama soliisyonu eklenip santrifiijlendikten sonra (8000xg,15 saniye) kolona 500 ul
RPE yikama soliisyonu eklenip tekrar santrifiijlendi. Son olarak, RNaz icermeyen 50
ul saf su eklenerek RNA’nin filtreden siiziilerek tiipe toplanmasi saglandi (Sekil 3.5).
Tiipte toplanan saflastirilmis RNA 6rneklerinden 5 pl alinarak RNA konsantrasyonu
ve RIN (RNA Integrity Number) skorunun belirlenmesi i¢in ayirt edildi. Kalan kisim
(45 ul) RNA dizileme analizleri i¢in kullanildi.

Tumor Dokusu

l

5. Etanol eklenerek
RNA baglanir.

1. “QlAzol ” eklenerek
homojenize edilir

6. Santrifuj yapilir.

2. Kloroform eklenerek

karisgtinhr. 7. Yikama iglemi yapilir

3. Santrifdj yapilir. 8. Santriftj yapilir.

9. “RNase-free” su eklenerek
RNA toplanir.

4. Ust sulu faz alinir.

Sekil 3.5. RNA izolasyonu deney akis diyagrami
3.6.2. RIN (RNA Integrity Number) Skorunun Belirlenmesi

RIN skoru, ribozomal RNA’larin oraniyla (28S/18S) iliskili bir degerdir (88).
RIN skorunun yiiksek olmas1 RNA izolasyonu islemleri sirasinda RNA biitiinliigliniin
korundugunu gosterir. RIN skorunun diisiik olmasi ise RNA &rneklerinin uygun
kosullarda saklanmadigin1 veya RNA izolasyonu islemleri sirasinda degradasyona

ugradigin1 gosterir. Bu ¢alismada, RIN skorunu belirlemek i¢in “Agilent RNA 6000
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Nano Assay” Kiti kullanildi. Kit protokoliine gore jel ve RNA boya soliisyonlari
hazirlandiktan sonra RNA elektroforez cipi agilip jel yayma aparatina yerlestirildi
(Sekil 3.6). Daha sonra 9 pL jel-boya karisimi ilgili kuyucuga (@) koyularak jel yayma
aparatinin pistonu yardimiyla jel-boya karisiminin RNA elektroforez ¢ipinin yiizeyine
yayilmas1 saglandi. Sonra tekrar ilgili kuyucuklara (@) 9 uL jel-boya karisinmi
koyuldu. Daha sonra jel kuyucuklar1 disindaki tiim kuyucuklara, 5’er puL yesil renkli
RNA isaretleyicisi (RNA 6000 Nano marker) eklendi. Sonrasinda 1 pL “ladder” ilgili
kuyucuga konuldu. Daha sonra 1’den 12’ye kadar numaralanan kuyucuklara 1’er pL
RNA o6rnekleri pipetlendi. Sonra RNA elektroforez ¢ipi 1 dakika boyunca c¢alkalandi
(IKA vortex, 2400 rpm). Ardindan RNA elektroforez ¢ipi biyoanalizér cihazina
(Agilent 2100 Bioanalyzer) yerlestirilerek RIN skorlar1 belirlendi. RNA 6rneklerinin
konsantrasyonlarini ve safligini 6l¢gmek i¢in “NanoDrop” spektrofotometresi (Agilent)

kullanildi.

Omek kuyucuklar

Jel-boya
kuyucuklari

Ladder
kuyucugu

i
of
Tat
of
i
st
ot
o
B

RNA Nano Chip
On Chig-Electrophoresis

Sekil 3.6. (A) RNA Nano Chip elktroforez tabakasi, (B) jel yayma aparati.

3.6.3. RNA Dizileme islemleri

Bu c¢alismada RNA dizileme i¢in ¢cDNA Kkiitiiphanelerinin hazirlanmasi ve
dizileme islemleri Isvec'teki “National Genomics Infrastructure” (NGI) da
gergeklestirildi. Kiitiiphane hazirligr “lllumina TruSeq Stranded mMRNA” protokoliine
gore hazirlandi. RNA dizileme igin Kiitliphane hazirligi islemleri temel olarak 7
asamadan olusmaktadir. Bu asamalar; (A) Poli-A ucu se¢ilimi ile mRNA'nin

saflagtirilmasi1 ve fragmentasyonu, (B) Tek zincirli cDNA Sentezi, (C) Cift zincirli
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cDNA Sentezi, (D) U¢ onarimi, fosforilasyon ve adenilasyon, (E) Adaptor ligasyonu,
(F) PCR amplifikasyonu (G) Kiitiiphanelerin tamamlanmasi ve kalite kontrolii olarak

siralanabilir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. RNA dizileme igin kiitliphane hazirlik agamalari: (A) Poli-A ucu se¢ilimi ile
mRNA'nin saflastirilmasi ve fragmentasyonu, (B) Tek zincirli cDNA Sentezi, (C) Cift
zincirli cDNA Sentezi, (D) U¢ onarimi, fosforilasyon ve adenilasyon, (E) Adaptor

ligasyonu, (F) PCR amplifikasyonu (G) Kiitiiphanelerin tamamlanmasi ve kalite

kontrold.

RNA dizileme i¢in kiitiiphane hazirligi tamamlandiktan sonra NovaSeq 6000
ile S1-100 akis hiicresi kullanilarak ¢ift u¢lu okuma yontemiyle sekanslama iglemleri
tamamlandi. Bu ¢alismada her deney grubunda 3 6rnek olmak iizere toplam 18 &rnek

icin RNA dizileme islemi yapildi.
3.6.4. RNA Dizileme Verilerinin Kantifikasyonu

RNA dizileme sonrasi elde edilen fastq formatindaki veri dosyalar1 kallisto

programi kullanilarak kantifiye edildi. Kallisto, RNA dizileme verilerinden
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transkriptlerin ekspresyon miktarlarini kantifiye etmek igin kullanilan bir programdir.

Bu arastirmada Balb/c fareleri iizerinde c¢alisildigi i¢in www.ensembl.org web

sitesinden Balb/c fare tiiriine ait referans cDNA dosyas1 ve “ensembl” web sitesinde
bulunan “BioMart” sekmesinden transkriptlere karsilik gelen protein kodlayan
genlerin oldugu “mart_export.txt” dosyas: indirildi. Daha sonra protein kodlayan
genlerin ekpresyon degerlerinin analizi bir programlama dili olan R yaziliminda

gergeklestirildi.
3.6.5. Farkh Eksprese Olan Genlerin Analizi

Farkli eksprese olan genlerin analizi, kantifiye edilmis gen ekpresyon degerleri
kullanilarak R’ da DESeq2 paketiyle gergeklestirildi (89). Bu ¢alismada, gruplar
arasindaki farkli eksprese olan genleri belirlemek i¢in tiim gruplar dncelikle bir arada
analiz edildi. Daha sonra DESeq?2 is paketinin kontrast fonksiyonu araciligiyla ikili

gruplar arasindaki farkli eksprese olan genler belirlendi (p<0,05).
3.6.6. Fonksiyonel Analizler

Farkli eksprese olan genlerin yolaklar iizerindeki etkilerini aragtirmak i¢in
fonksiyonel analizler yapildi. Fonksiyonel analiz i¢in R’da Piano paketi kullanildi
(90). Piano paketinin fonksiyonlariyla gen setlerindeki degisiklikler istatiksel olarak
analiz edilerek, Gen Ontolojisi ve KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) veri tabanlarina dayali olarak yolaklar tizerindeki etkileri arastirildi. Sonug

olarak, her deneysel grup i¢in aktive ve deaktive olan yolaklar belirlendi (p<0,05).
3.7. Istatiksel Analizler

Bu ¢alismada elde edilen deneysel verilerin istatiksel olarak karsilastirilmasi
icin IBM SPSS 22 programi kullanildi. Parametrik olmayan bagimsiz ¢oklu gruplarin
istatiksel olarak degerlendirilmesi i¢in Kruskal-Wallis siralamali tek-yonli varyans
analizi yapildi. Bagimsiz ikili alt gruplar arasindaki farkin degerlendirilmesi i¢in Mann
Whitney U Testi yapildi. Ayrica transkriptomik analizler icin DESeqg2 ve Piano
paketleri igerisindeki istatiksel fonksiyonlar kullanildi. P < 0.05 olarak bulunan

degerler icin, iki grup arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu kabul edildi.


http://www.ensembl.org/

36

4. BULGULAR
4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Bu ¢alismada, GSTP1 inhibitorii klorofilin ve antioksidan &zelliginin yaninda
GSTP1’in kosubstratt GSH’nun 6nciil molekiilii olan N-asetil sisteinin (NAC) kanser
tedavisi lizerindeki etkileri arastirildi. Bu ¢alisma i¢in segilen tedaviye direncli tiglii
(ER, PR, HER2) negatif olan 4T1 meme kanseri hiicre hattinda GSTP1 ekspresyonun
varlig1 tespit edildikten sonra klorofilin ve NAC molekiillerinin ayr1 ayr1 ve kanser
ilac1 dosetaksel birlikte kullanimlarinin hiicre canlilig1 ve apoptozu iizerindeki etkileri

arastirildi.
4.1.1. GSTP1 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

4T1 meme kanseri hiicre lizatlarinda GSTP1 ekspresyonunun varligi western
blot yontemi ile gosterildi (Sekil 4.1). GSTP1 ekpresyonun varligi tespit edildikten
sonra hiicre kiiltiirii calismalar1 ve meme kanseri hayvan modelinin olusturulmasi i¢in

4T1 hiicre hattinin kullanilmasina karar verildi.

GSTP1 <P S (25 kDa)
B-aktin CHENNNND < (42 kDo)

Sekil 4.1. 4T1 meme kanseri hiicre hattinda GSTP1 ekspresyonu

4.1.2. MTT Testi ile Hiicre Canlihginin incelenmesi

4T1 meme kanseri hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda klorofilin ve
dosetaksel uygulanarak 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildikten sonra MTT yontemi ile
hiicre canliliklar1 belirlendi. Uygulanan klorofilin ve dosetaksel dozlarina karsi, %
hiicre canlilig1 degerleri kullanilarak GraphPad Prism programiyla IC50 degerleri
hesaplandi (Sekil 4.2). Belirlenen IC50 degerleri gore, dosetakselin en etkin oldugu
inkiibasyon siiresi 48 saat olarak ve Klorofilinin ise en etkin oldugu inkiibasyon siiresi
72 saat olarak tespit edildi. Daha sonra yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda,
dosetakselin en etkin oldugu inkiibasyon siiresi baz alinarak inkiibasyon siireleri 48
saat olarak uygulandi. Klorofilin ve dosetakselin uygulama dozlar1 sirastyla 52,12 uM

ve 28,44 uM olarak belirlendi. N-asetil sistein IC50 degerini belirlemek i¢in yapilan
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deneylerde N-asetil sisteinin kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gostermedigi

icin tekrarlanabilir sonuglar elde edilemedi. Bu nedenle, N-asetil sisteinin 4T1 hiicre

hatt1 i¢in uygulama dozu literatiire gore 5 mM olarak belirlendi (79).
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Sekil 4.2. Klorofilin ve dosetakselin 4T1 hiicre hattindaki IC50 degerleri
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4.1.3. Annexin V ile Erken Apoptozun Degerlendirilmesi

4T1 meme kanseri hiicre hattinda klorofilin (KIr) ve N-asetil sistein (NAC)
molekiillerinin ayr1 ayr1 ve kanser ilaci dosetaksel (Dos) ile birlikte kullanimlarinin
apoptotik etkileri akim sitometrisinde Annexin V ile belirlendi. Annexin V sonuglarina
gore, erken apoptotik hiicre oraninin, klorofilin ve N-asetil sisteinin dosetaksel ile
birlikte uygulandig1 Kir+Dos ve NAC+Dos gruplarinda artig: tespit edildi. Klorofilin,
NAC ve dosetakselin ayr1 ayr1 uygulandigi gruplardaki erken apoptotik hiicre oranlari
sirastyla %4, %1 ve %4 iken, Kir+Dos ve NAC+Dos gruplarinda sirasiyla %30 ve
%15 oldugu saptand1 (Sekil 4.3). Annexin V goriintiileri Sekil 4.4” te gosterilmektedir.

Annexin V
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Sekil 4.3. Olii, canli, erken ve geg apoptotik hiicrelerin yiizdeleri. Klr: klorofilin, NAC:
N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel, DMSO: %0,1 DMSO kontrold.



A) Kontrol

B) DMSO %0,1

10"

21-LIL[6.53 %)

10

10t

PE-A

39

10t

&1-LIRET ST Q1-UL(T.27%)

C1-UR(1.81%)

Lol

QTLLEs 5%

€ -LR{D.32%)

0%

102

C) Dosetaksel (Dos)

it

0%

10f
FITe-A

D) Klorofilin (KIr)

=]

@1-LR(0.18%)

108 108

E) N-asetil sistein (NAC)

Q1-UL(20.62%)

108

PE-A
10t

Q1-UR(4.68%)

QI-UL(19.IJT%) Q1-URIE.18%)

PE-A
10*

10°

%)

Q1-LR(4.349%)

@

1-LL{7 0.66%:) 1-LR(3.63%)

1ot 10°
FITC-A

F) Klorofilin+ Dosetaksel (Kir+Dos)

=]

109

21-UL(16.88%)

Q1-UR(3.60%)

LEREEIL | |t Rt
10° 1ot 108 108
FITC-A

10?

G) N-asetil sistein+D

[=]

osetaksel (NAC+Dos)

—

108

PE-A
10t

Q1-UL(23.16%)

Q1-UR(9.24%) = Fa1-ULi S,ITQ%)

108

PE-A
10*

a1-UR(4.71%)

10°

10°

Gi'LL(54.55%)

Q1-LR(29.67%)

Q1-LR(14.99%)

10°

102

T T T T T T T T TT

1t 10* 108
FITC-A

102 108 1ot

10° 108

FITC-A

Sekil 4.4. Annexin V goriintiileri: A. Kontrol, B. DMSO (% 0.1), C. Dosetaksel, D.

Klorofilin, E. N-asetil sistein, F. Klorofilin + Dosetaksel, G. N-asetil sistein +

Dosetaksel.

4.2. Deney Hayvanlar1 Calismalar:

Deney hayvanlar ¢caligmalari i¢in 4T1 meme kanseri hiicreleri farelere enjekte

edilerek meme timorleri olusturuldu. Kanser hiicrelerinin enjekte edildigi giin 0. giin

olarak kabul edildi. Enjeksiyondan 8 giin sonra, tiimoérler yaklasik 2 mm ¢apina
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ulaginca klorofilin (KIr), N-asetil sistein (NAC) ve dosetaksel (Dos) ayri ayr1 ve
beraber olarak 10 giin boyunca farelere enjekte edilerek tiimor gelisimi tizerindeki
etkileri incelendi (Sekil 4.5). Zamana bagh tiimor ¢ap1 degisimlerine gore, NAC ve
Klr gruplarinda tiimér gelisiminin yavasladig: tespit edildi. Fakat NAC enjeksiyonu
yapilan grubun timor caplarinin ortalamasi 16. glinde kontrol grubunun timor
caplarmin ortalamasina yaklastigi gozlemlendi. Dos, Klr+Dos ve NAC+Dos
gruplarinda timor biiyiime hizinin kontrole gore oldukca yavas oldugu tespit edildi.
Ancak, 14. giinden sonra Klr+Dos grubunda ortalama tiimor ¢api sabit kalirken, Dos
ve NAC+Dos gruplarindaki ortalama tiimor ¢aplarinin artmaya devam ettigi belirlendi.
Sonug olarak, dosetakselin klorofilin ile beraber kullaniminin dosetakselin yalniz ve

NAC ile beraber kullanimindan daha etkili oldugu tespit edildi.

ilag enjeksiyonlari
4T1 hlcre (10 giin)
enjeksiyonu r J .
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Sekil 4.5. Zamana bagli tiimor gap1 degisimleri. Klr: Klorofilin, NAC: N-asetil sistein,

Dos: Dosetaksel. Tiimor ¢ap1 degerleri ortalama + standart hata olarak gosterildi.

4.3. Timor Dokular: ve Hiicre Lizatlarindaki Analizler

4.3.1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Tiimo6r dokular1 ve 4T1 hiicrelerindeki Glutatyon S-transferaz (GST) aktivite
degerleri Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Hiicre ve tiimorde, N-asetil sistein (NAC) GST
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aktivitesini artirirken, klorofilinin (Klr) azalttig1 saptandi. Hiicrede, klorofilin (Klr) ve
N-asetil sisteinin (NAC) dosetaksel (Dos) ile beraber uygulandigi Klr+Dos ve
NAC+Dos gruplarindaki GST aktivitelerinin kontrole gore artarken, timor

dokularinda degismedigi tespit edildi.
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Sekil 4.6. Glutatyon s-transferaz (GST) aktiviteleri: A. Tiimor, B. 4T1 hiicre hatti. Klr:
Klorofilin, NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama =+ standart

sapma olarak gosterildi.

4.3.2. Glutatyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tiimor dokulari ve 4T1 hiicrelerindeki glutatyon (GSH) diizeyleri, Sekil 4.7'de
gosterilmektedir. Timor dokusu ve hiicrelerde N-asetil sistein (NAC) ve N-asetil
sisteinin dosetaksel ile birlikte kullanildigt NAC+Dos grubundaki GSH diizeylerinin
artig1 tespit edildi. Klorofilin (Klr) kullanimi tiimor dokusundaki GSH miktarini
degistirmezken, hiicredeki GSH miktarin1 artirdigi tespit edildi. Klorofilin ve
dosetakselin birlikte kullanim1 (Klr+Dos) ise timor dokusundaki GSH diizeylerini
azaltirken, hiicredeki GSH diizeyini degistirmedigi saptandi. Ayrica, hiicrede N-asetil
sistein (NAC) grubundaki GSH seviyesi artarken, Dosetaksel (Dos) grubunda GSH
seviyesi azaldigi i¢in bu iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05).
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Sekil 4.7. Glutatyon (GSH) diizeyleri: A. Tiimoér, B. 4T1 hiicre hatti. Klr: Klorofilin,
NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama + standart sapma olarak

gosterildi. * p<0,05.
4.3.3. c-Jun Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tiimor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki fosforilenmis c-Jun diizeyleri Sekil
4.8'de gosterilmektedir. Timor dokusunda fosforile c-jun diizeyi klorofilin (Klr)
uygulamasiyla artarken, N-asetil sistein (NAC) ve dosetaksel (Dos) ile azaldig: tespit
edildi. Tamor dokularinda, Dos ile Klr ve Klr+Dos gruplari arasindaki farkin istatiksel
olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,01) (Sekil 4.8A). Hiicrede ise, fosforilenmis c-
Jun miktarmin Klr ve Dos ile artigini, NAC ile azaldigini belirledik. Hiicrede, Klr ve

NAC gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.8B).
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Sekil 4.8. Fosforillenmis c-Jun diizeyleri: A. Timor, B. 4T1 hiicre hatti. KiIr:
Klorofilin, NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama =+ standart

sapma olarak gosterildi. * p<0,05, ** p<0,01.

Timor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki toplam c-Jun diizeyleri Sekil 4.9 da
gosterilmektedir. Tiimor dokularinda toplam c-Jun diizeylerinin degismedigi tespit
edildi (Sekil 4.9A). Hiicrede ise dosetakselin (Dos) toplam c-Jun seviyesini kontrole
gore artirirken, N-asetil sisteinin (NAC) azalttigi gozlemlendi. Ancak, gruplar

arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.9B).
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Sekil 4.9. Toplam c-Jun diizeyleri: A. Tiimdr, B. 4T1 hiicre hatti. Klr: Klorofilin,
NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama + standart sapma olarak

gosterildi.

Tiimor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki fosforilenmis c-Jun diizeyleri ile toplam

c-Jun diizeyleri oran1 Sekil 4.10" da gosterilmektedir. Fosforilenmis / toplam c-Jun
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oranlarinin, fosforile c-Jun diizeyleriyle (Sekil 4.8) benzerlik gosterdigi sonucuna

varildi.
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Sekil 4.10. Fosforillenmis / toplam c-Jun oranlart: A. Tiimér, B. 4T1 hiicre hatti. Klr:
Klorofilin, NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama =+ standart

sapma olarak gosterildi. * p<0,05.

4.3.4. p38 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tiimor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki fosforilenmis p38 diizeyleri Sekil
4.11'de verilmigtir. Timor dokusunda dosetaksel (Dos) uygulamasiyla fosforilenmis
p38 diizeyi kontrol grubuna gore artarken, N-asetil sistein (NAC) ve klorofilin (KIlr)
gruplarinda degismedigi tespit edildi. Tiimor dokularinda, klorofilin ve dosetakselin
birlikte kullaniminin (Klr+Dos), dosetakselin p38’in fosforilasyonu iizerindeki etkisini
artirirken, NAC ile dosetakselin birlikte uygulanmasinin (NAC+Dos) degistirmedigi
saptandi. Timor dokusunda, Klr+Dos grubu ile kontrol ve Klr gruplarindaki
arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,001) (Sekil 4.11A).
Hiicrede, Dos uygulamasiyla fosforilenmis p38 diizeyi kontrol grubuna gore artarken,
NAC ve Klr gruplarinda ise degismedigi tespit edildi. Hiicrede, klorofilin ve
dosetakselin beraber uygulanmasi (Klr+Dos), dosetakselin p38’in fosforilasyonu
tizerindeki etkisini artirirken, NAC ile dosetakselin (NAC+Dos), birlikte kullaniminin

bir degisiklige yol agmadig1 saptandi (Sekil 4.11B).
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Sekil 4.11. Fosforillenmis p38 diizeyleri: A. Timér, B. 4T1 hiicre hatti. Kilr:
Klorofilin, NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama =+ standart
sapma olarak gosterildi. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.

Timor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki toplam p38 diizeyleri Sekil 4.12' de
gosterilmektedir. Gerek tiimor dokularinda gerekse hiicrelerde toplam p38

diizeylerinin degismedigi tespit edildi.
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Sekil 4.12. Toplam p38 diizeyleri: A. Tiimor, B. 4T1 hiicre hatti.  Klr: Klorofilin,
NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama + standart sapma olarak

gosterildi.

Timor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki fosforilenmis p38 diizeyleri ile toplam

p38 diizeyleri oranlart Sekil 4.13' te gosterilmektedir. Tiimo6r dokusunda dosetaksel
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(Dos) uygulamasiyla fosforilenmis p38 orani kontrol grubuna gore artarken, N-asetil
sistein (NAC) ve klorofilin (Klr) gruplarinda degismedigi tespit edildi. Timor
dokularinda, dosetakselin klorofilin ve N-asetil sistein ile birlikte uygulandigi
KlIr+Dos ve NAC+Dos gruplarindaki fosforillenmis p38 oranlarinin Dos grubuna gore
artigi saptandi. Timor dokusunda, Klr+Dos grubu ile kontrol ve Klr gruplari
arasindaki farklarin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,001). Ayrica
Kontrol grubu ile NAC ve Dos gruplari arasindaki farklar istatiksel olarak anlamli
bulunmazken, kontrol ile NAC+Dos gruplar1 arasindasindaki farkin istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi (p<0,001) (Sekil 4.13A). Hiicrede, Dos ve Kilr
gruplarindaki fosforilenmis p38 oranlart kontrol grubuna gore artarken, NAC
grubundaki fosforilenmis p38 oraninin degismedigi gozlendi. Hiicrede, dosetaksel ile
Klorofilin ve N-asetil sisteinin birlikte uygulandigi Klr+Dos ve NAC+Dos
gruplarindaki fosforillenmis p38 oranlarinin Dos grubuna gore artigi saptandi.
Hiicrede kontrol ve KIr+Dos gruplari arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,01) (Sekil 4.13B).
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Sekil 4.13. Fosforillenmis / toplam p38 oranlari: A. Tiimér, B. 4T1 hiicre hatt1. Klr:
Klorofilin, NAC: N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama + standart

sapma olarak gosterildi. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.

4.3.5. Kaspaz-8 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tiimor dokulart ve 4T1 hiicrelerindeki toplam kaspaz-8 diizeyleri Sekil 4.14'de

gosterilmektedir. Tiimor dokusunda, dosetakselin klorofilin ve N-asetil ile beraber
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uygulandigi Klr+Dos ve NAC+Dos gruplarindaki kaspaz-8 diizeyleri kontrol grubuna

gore artarken, hiicrelerde ise kaspaz-8 diizeylerinin degismedigi tespit edildi.
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Sekil 4.14. Kaspaz-8 diizeyleri: A. Tiimér, B. 4T1 hiicre hatti. Klr: Klorofilin, NAC:
N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama + standart sapma olarak gosterildi.
* p<0,05.

4.3.6. Kaspaz-9 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tiimor dokulari ve 4T1 hiicrelerindeki toplam kaspaz-9 diizeyleri Sekil 4.15'te
verilmektedir. Tiimor dokusu ve 4T1 hiicrelerinde, dosetakselin klorofilin ve N-asetil
sistein ile birlikte uygulandigi Klr+Dos ve NAC+Dos gruplarindaki kaspaz-9
diizeylerinin kontrol grubuna gore artig1 tespit edildi. Tiimor dokusunda kontrol grubu
ile Kir+Dos ve KIr+NAC gruplart arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildi (p <0.01 )(Sekil 15A). 4T1 hiicrelerinde ise Kontrol ve Klr+ Dos
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <0.01 ) (Sekil 15B).
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Sekil 4.15. Kaspaz-9 diizeyleri: A. Tiimér, B. 4T1 hiicre hatti. Klr: Klorofilin, NAC:

N-asetil sistein, Dos: Dosetaksel. Degerler ortalama + standart sapma olarak gosterildi.
* p<0,05, **p<0,01.

4.4. Transkriptomik Analizlerin Degerlendirilmesi

Bu calismada, deney hayvanlarindan elde edilen tiimorler iizerinde
transkriptomik analizler yapildi. RNA izolasyonu yapildiktan sonra orneklerin RIN
(RNA Integrity Number) skorlart degerlendirildi. Daha sonra, elde edilen RNA
dizileme verileri tizerinde transkriptomik analizler (farkli eksprese edilen genlerin
belirlenmesi ve fonksiyonel analizler) gergeklestirlerek gruplar arasinda aktive ve

deaktive olan yolaklar degerlendirildi.
4.4.1. RIN (RNA Integrity Number) Skorlarinin Degerlendirilmesi

RIN skoru, 28S/18S ribozomal RNA’larin oraniyla iliskili bir degerdir (88).
RIN skorunun yiiksek olmas1 RNA izolasyonu iglemleri sirasinda RNA biitiinliigliniin
korundugunu, diisiik olmas1 ise RNA orneklerinin uygun kosullarda saklanmadigini
veya RNA izolasyonu islemleri sirasinda degradasyona ugradigini gosterir. Genellikle,
RNA dizileme islemleri i¢in RIN skorunun 8’den yiiksek olmasi istenirken, RNA
saflik derecesini gdsteren 260/280 nm dalga boylarinda 6l¢iilen absorbans oraninin ise
2’ye yakin olmasi tercih edilmektedir. Bu oranin 2’nin altinda olmasi istenilmeyen bir
durumdur. Ciinkii 260/280 nm dalga boylarinda 6l¢iilen absorbans oranin 2 olmasi saf
RNA i¢erdigini gosterirken, bu oranin 1,8 olmasi1 saf DNA i¢erdigini gosterir. Bu

nedenle, 260/280 nm dalga boylarinda 6l¢iilen absorbans oraninin 2’den kii¢iik olmasi
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RNA’nin DNA’dan tam olarak ayristirilmadigi ya da icerisinde safsizliklarin oldugunu
gosterir. Bu ¢alismada, her bir deney grubu i¢in en yiiksek RIN skoruna sahip 3’er
ornek secilerek toplam 6 deney grubu i¢in 18 6rnek iizerinde RNA dizileme analizleri
gerceklestirildi. Segilen 18 RNA 6rnegine ait RIN skorlari, RNA konsantrasyonu ve
saflik dereceleri Tablo 4.1°de gosterilmektedir. Ayrica, RIN skorunun belirlenmesi

icin elde edilen elektroforez goriintiileri ise Sekil 4.16°da verilmektedir.

Tablo 4.1. RIN skorlari, RNA konsantrasyonlar: ve RNA saflik dereceleri

Grup Adi Ornek  RNA 260/280 nm RIN
No (ng/ ul)  Absorbans oram1  Skoru

Kontrol 1 2000 2,07 7.3

2 2486 2,08 8,4

3 1774 2,08 9,3
Klorofilin 4 3152 2,07 8,2

5 584 2,04 6,9

6 1945 2,08 9,1
N-asetil sistein 7 806 2,08 8,2

8 821 2,08 8,8

9 2716 2,08 8,8
Dosetaksel 10 450 2,07 8,9

11 1611 2,09 8,5

12 2272 2,09 8,9
Klorofilin + Dosetaksel 13 380 2,07 9,6

14 432 2,08 9,5

15 505 2,05 9,8
N-asetil sistein + Dosetaksel 16 529 2,07 9,8

17 1997 2,09 9,8

18 210 2,07 9
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4.4.2. Farkh Eksprese Olan Genlerin Analizi

RNA dizileme verileri kantifiye edildikten sonra farkli ekprese olan genlerin
analizi i¢in protein kodlayan genler degerlendirildi. Bu ¢alismada, gruplar arasindaki
farkli eksprese olan genleri belirlemek igin tiim deneysel gruplar bir arada analiz
edildi. Daha sonra DESeq?2 is paketinin kontrast fonksiyonu araciligiyla ikili gruplar
arasindaki farkli eksprese olan genler belirlendi (p<0,05). Deneysel gruplara gore
farkli eksprese olan genlerin sayis1 Tablo 4.2'de gosterilmektedir. Farkli eksprese olan
genlerin analiz sonuglarina gore, dosetakselin klorofilin ve N-asetil sistein ile birlikte

kullaniminin, farkli olarak eksprese edilen genlerin sayisini artirdigi saptandi.

Tablo 4.2. Gruplar arasi farkli eksprese olan gen sayilari

Grup karsilastirmalar: Farkh eksprese edilen
genlerin sayisi

Kontrol ile Klorofilin 32

Kontrol ile N-asetil sistein 8

Kontrol ile Dosetaksel 88

Kontrol ile Klorofilin+ Dosetaksel 815

Kontrol ile N-asetil sistein+Dosetaksel 274

Farkli ekprese olan genlerin analizi sonuclarina gore, Klorofilin (Tablo 4.3), N-asetil
sistein (Tablo 4.4), Dosetaksel (Tablo 4.5), Klorofilin + Dosetaksel (Tablo 4.6), N-
asetil sistein + Dosetaksel (Tablo 4.7) gruplarindaki gen ekpresyon degisimleri ve bu
degisimlerin istatiksel anlamlilik dereceleri gosterildi. Dosetaksel, Klorofilin +
Dosetaksel ve N-asetil sistein + Dosetaksel gruplarindaki farkli eksprese olan genlerin
sayis1 diger gruplara gore daha fazla oldugu igin, bu gruplardaki farkli eksprese olan

genlerin istatiksel anlamlilik derecesine (p) gore ilk 50’si gosterildi.

Tablo 4.3. Kontrol grubuna gére Klorofilin grubundaki gen ekspresyonu degisimleri

No  Gene Adi Log:z (ekspresyon degisimi) p degeri
1 B4galnt3 -18,5514 2,43E-13
2 Spink5 21,70555 5,70E-09
3 Ace?2 19,02556 2,12E-08
4 Mphosph9 -18,5314 2,26E-06



Mtss1l
Gm29666
Msc
Tmem69
Scmhl
Zfp362
Pyroxd?2
Nmnatl
Fam122b
Hspel
Dock6
Trim65
Asns
Anksl
Mrpl45
Zfp395
Nful

Jup
Srgap3
Ddr1
Tafl5
Hs6stl
Arvcf
Hs3stl
Zfp319
Pbdcl
Pold3
Ankrd13d

-1,09499
1,635515
-14,9989
1,171375
-0,83589
-0,92432
-0,96423
1,193714
0,827313
0,600032
-1,08059
2,040482
1,247504
-1,04246
0,618976
-0,75217
0,762247
-1,28607
-1,30825
-1,00483
0,48047
-1,02298
-1,16426
-2,1139
-0,77839
0,549124
0,477221
-7,9666

0,003661
0,008434
0,008434
0,009083
0,009083
0,009257
0,009454
0,013065
0,014516
0,014959
0,015088
0,018359
0,018594
0,019042
0,019147
0,025629
0,034379
0,037861
0,037861
0,043431
0,043642
0,043642
0,043642
0,043642
0,045504
0,049367
0,049367
0,049367
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Tablo 4.4. Kontrol grubuna goére N-asetil sistein grubundaki gen ekspresyonu

degisimleri

No

o OB~ W DN

Gene Adi

B4galnt3
Mphosph9
Usp7
Ttc30a2
Mynn
Sipalll

Log2 (ekspresyon degisimi)

-18,572
-18,9519
-1,03408
8,158685
-1,46243
-2,04076

p degeri

6,07E-12
1,49E-05
0,00044
0,003897
0,00839
0,020592
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8

Crtc2
Nudcd3

-3,7202
-0,97424

0,025388
0,03886
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Tablo 4.5. Kontrol grubuna gére Dostaksel grubundaki gen ekspresyonu degisimleri

No

©O© 00 NOoO Ol WwWN -

W W W W WNDNDNDNDDNDNMNDNNMNDNNNNNNREPRPRPRPERPERPERERRPRPERE
A WNPFP O OO NOO O WDNPEPOOWOWNO O WDNPE- O

Gene Adi

Ace?
Spink5
Gm20425
Tsc22d3
Cyp4bl
17r
Rbp7
Cd37

Itk
Fkbp4
Grap2
Cxcl13
Gimap3
Cd300Ig
Fkbp5
Lax1
Hs6st1
Prelp
Stapl
Gm21762
Ptn
Timd4
Dpt
Klhl6
Sitl
Cacnale
Cd3e
Tox
Rasgefla
Stc2
Vipr2
B3gnt5
Spatab
Ikzf3

Log2 (ekspresyon degisimi)

18,60416
18,75761
-27,4672
1,756368
6,352667
3,705066
5,678487
4,254961
4,622238
-0,50594
4,464679
7,515182
4,069447
4,259426
0,808007
4,746073
-1,06728
3,305699
3,870014

6,1043
5,524568
4,517008
3,136672
2,59136
3,962542
5,37485
4,417724
5,753851
4,846583
4,774362
5,447044
4,521555
0,947854
4,678585

p degeri

6,86E-09
3,50E-07
1,24E-05
0,00049
0,001778
0,002507
0,002926
0,0034
0,005185
0,005188
0,005188
0,005968
0,005968
0,006011
0,006011
0,006262
0,006458
0,006458
0,006517
0,00654
0,007203
0,007203
0,008334
0,008334
0,008334
0,008661
0,008751
0,008751
0,01144
0,01144
0,01144
0,011656
0,011656
0,012242



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Lck
Kcne3
Cd2
Cxcl12
Dennd4a
Itgh7
Ms4adb
Ablim3
Cd36
Clcn6
Kif21b
Dnasell3
Fam122b
ll6ra
Pamrl

TywS

3,650706
-2,00015
4,856027
3,351789
0,964275
3,414457
3,917805
4,300172
4,248513
0,643126
2,734125
3,471605
0,704126
0,666134
3,941386
-6,64829

0,012269
0,013792
0,014653
0,014653
0,014653
0,014653
0,015852
0,016516
0,017778
0,017778
0,017778
0,018261
0,018261
0,018261
0,018261
0,018261
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Tablo 4.6. Kontrol grubuna gore Klorofilin + Dosetaksel grubundaki gen ekspresyonu

degisimleri
No Gene Adi
1 Ace2
2 Perl
3 Thapll
4 Tsc22d3
5 Fkbp5
6 Rpe
7 Adamtsl4
8 Spink5
9 Spata6
10  Irf2bpl
11  Npcl
12 Pamrl
13  Banp
14 Rab7
15 Daaml
16 Lmcdl
17 Tmem252
18  Gadd4bgipl

Log2 (ekspresyon degisimi)

22,80318
3,07656
-0,84333
2,484937
1,157162
-0,81548
2,008423
17,71175
1,357997
-0,7759
0,802297
5,699452
-1,86844
0,617162
0,859726
5,77675
4,579858
-0,85686

p degeri

3,27E-15
1,61E-11
1,99E-11
3,10E-10
2,57E-07
5,26E-07
5,65E-07
1,31E-06
1,70E-06
2,73E-06
7,18E-06
7,54E-06
1,01E-05
1,32E-05
1,55E-05
1,56E-05
3,13E-05
3,72E-05
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19 | Scarab 2,80751 4,66E-05

20  ll6ra 0,893934 4,98E-05
21 Pil5 1,862347 4,98E-05
22  Rassf8 1,292284 4,98E-05
23 KIf9 2,858757 6,03E-05
24  Map3k6 2,522934 6,71E-05
25 Cacnald 1,554084 6,78E-05
26 Bcl7c -0,94038 6,83E-05
27 KIf11 1,575732 7,63E-05
28 Npm3 -0,74088 7,63E-05
29 Ptx3 3,768264 7,91E-05
30 Tm6sf2 -2,76688 8,30E-05
31 Ttc30a2 -7,56401 9,29E-05
32 Slcl0a6 5,366044 9,67E-05
33  Fkbp4 -0,56629 0,0001
34  Rps26 -0,79517 0,0001
35 Adhl 8,226307 0,000111
36 Per2 1,883232 0,000118
37  Ralgapb 0,55505 0,000135
38  Gpnmb 4,444945 0,000145
39 Cdknla 2,249785 0,000159
40  Usp4 0,464353 0,000159
41  Tra2b -0,5324 0,000205
42  Gab2 1,577707 0,000223
43  Srsf7 -0,81528 0,000226
44 Nipall 3,553033 0,000232
45  Adamtsl5 2,935513 0,00025
46  Cd163 2,621288 0,00025
47  Nrildl 2,714204 0,000261
48  Fam46b 3,500185 0,000267
49  Pmp22 1,895764 0,000273
50 Pacsin2 0,560392 0,000281

Tablo 4.7. Kontrol grubuna gore N-asetil sistein + Dosetaksel grubundaki gen

ekspresyonu degisimleri

No Gene Ad1 Log:z (ekspresyon degisimi) p degeri

1 Ace? 20,23213 7,34E-10
2 Tsc22d3 2,687147 7,34E-10



Spink5
Perl
Irf2bpl
Rpe
VIidir
Egf

Cst6
Gm20425
Fsd2
Pde4dip
Phkal
Rps26
Fabp3
Rragd
Pex6
Actn2
Thapll
Sptb
Mtmr6
Tacc2
Agl
Dennd4a
2310036022Rik
Pkia
Ckmt2
Trim27
Tmema38a
Abcb4
Adamtsl4
Banp
Cacnald
Osbplla
Srl
KIhl38
Agp4
Kcncl
Tubada
Ttc30a2
Cpeb3
Aldhlal
l16ra

22,34242
2,608723
-0,84669
-0,75406
4,239983
5,032145
5,826238
-26,054
5,461659
3,060112
1,763993
-0,84311
5,383147
3,736895
-1,65691
5,049015
-0,57864
3,776478
0,688469
3,157134
2,204815
1,209149
-0,5108
3,343672
5,610429
-0,72648
3,654797
4,274313
1,604839
-1,64285
1,466577
0,674318
4,176851
6,075156
7,834994
4,922392
2,447171
-7,31176
2,172291
4714774
0,783425

7,38E-10
1,71E-06
1,05E-05
0,000189
0,00021

0,000249
0,000265
0,000265
0,000373
0,000373
0,000373
0,000412
0,000419
0,000479
0,000484
0,000526
0,000526
0,00081

0,000979
0,000995
0,001003
0,001067
0,00108

0,00108

0,001246
0,001324
0,001351
0,001383
0,001383
0,001383
0,001607
0,001608
0,001701
0,001727
0,001829
0,002284
0,002408
0,00242

0,002466
0,003611
0,004002
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44  Mb 4,368095 0,004002
45  Pchpl -0,39235 0,004002
46  Rtn2 3,527304 0,004002
47  Alkbh3 0,812388 0,004016
48  Cox7al 3,772301 0,004016
49  Clic5 4,672742 0,00454

50  Ctxn3 7,404462 0,00454

4.4.3 Fonksiyonel Analiz Sonuclar:

Farkli eksprese olan genlerin yollaklar {izerindeki etkilerini arastirmak icin
fonksiyonel analiz yapildi. Fonksiyonel analiz i¢in kullanilan Piano programiyla gen
setlerindeki degisiklikleri istatiksel olarak analiz edilerek Gen Ontolojisi ve KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veri tabanlarina dayali olarak yolaklar
tizerindeki etkileri aragstirildi. Sonug olarak, her deneysel grupta aktive ve deaktive
olan KEGG yolaklar: belirlendi. Klorofilin (Tablo 4.8), N-asetil sistein (Tablo 4.9),
Dosetaksel (Tablo 4.10), Klorofilin + Dosetaksel (Tablo 4.11), N-asetil sistein +
Dosetaksel (Tablo 4.12) gruplarinda aktive ve deaktive olan KEGG yolaklar
gosterildi.

Tablo 4.8. Kontrol grubuna gére Klorofilin grubunda aktive ve deaktive olan yolaklar

Aktive olan KEGG p degeri  Deaktive olan KEGG p degeri

yolaklari yolaklari

Oksidatif fosforilasyon 0 Fokal adezyonu 1.75E-07

Parkinson hastalig1 1.66E-10 Kanser yolaklari 1.75E-07

Termogenez 1.44E-09 Aritmojenik sag vntrikiil  5.72E-07
kardiyomiyopati (ARVC)

DNA replikasyonu 2.21E-09 PI3K-Akt sinyal yolag: 8.15E-07

Huntington hastalig 4.07E-09 Notch sinyal yolagi 9.07E-07

Proteazom 4.07E-09 ECM-reseptor etkilesimi  2.94E-06

Spliceozom 7.63E-09 = Aktin hiicre iskeletinin 6.68E-06
regiilasyonu

Homolog rekombinasyon 1.09E-07 Gastrik Kanseri 2.16E-05

Sitrat dongtisii (TCA 3.24E-07 Meme kanseri 3.02E-05

dongiisii)

PPAR sinyal yolagi 2.00E-06 Amebiyazis 3.74E-05

Alkolik olmayan yaglh 6.81E-06 = Akson rehberligi 3.74E-05

karaciger hastalig1



Glioksilat ve dikarboksilat
metabolizmasi

Alzheimer hastalig1
Propanoate metabolism
Mismatch onarimi

Piruvat metabolizmasi

Glutatyon metabolizmasi
Baz eksizyon onarimi
Hiicre Dongiisti

Ila¢ metabolizmasi
Niikleotid eksizyon onarimi

Ribozom
Fankoni anemisi yolagi

Peroksizom

Steroit biyosentezi
Renin-anjiyotensin sistem
Beta-alanin metabolizmasi
Romatizmal eklem iltihab1

Valin, 16sin ve izoldsin
degradasyonu

Nitrojen metabolizmasi
Folat tek karbon deposu

Aminoagil-tRNA biyosentezi

Yag sindirimi ve
absorpsiyonu

Yag asidi sentezi
Ribozom biyosentezi
Yag asidi degradasyonu

Sitokrom P450 ksenobiyotik

metabolizmasi
Porfirin ve Kklorofil
metabolizmasi
RNA transportu

3.52E-05

4.32E-05
0.000128
0.000159
0.000159

0.000160
0.000872
0.001286

0.001286
0.001286

0.001286

0.002615

0.003536
0.004416
0.004851
0.004851
0.005361

0.006911

0.009003
0.010612
0.01065

0.010874

0.011722
0.013232
0.013558
0.018983
0.021896

0.023617

Kanser proteoglikanlari

Hepatoseliiler karsinome
Endositoz

Hippo sinyal yolagi
Insan papillomavirus
enfeksiyonu

Wnt sinyal yolagi
MAPK sinyal yolagi
Dilate kardiyomiyopati
(DCM)

Rap1 sinyal yolagi

Kok hiicre pluripotentini
diizenleyici sinyal
yollaklar

Hipertropik
kardiyomiyopati (HCM)
Tiroid hormonu sinyal
yolagi

Relaksin sinyal yolagi
Adherenlerin baglanmasi
MicroRNAs in cancer
TGF-beta sinyal yolagi
Paratiroid hormon sentezi,
salgilanmasi ve
aktivasyonu
Neurotrophin sinyal
yolagi

Bazal hiicreli karsinom
Fosfolipaz D sinyal yolag:
Kronik miyeloid 16semi
Ras sinyal yolagi

Akut miyeloid 16semi
ErbB sinyal yolagi
Platelet activation
Mannoz O-glikan
biyosentezi

Oksitosin sinyal yolagi

Kolinerjik sinaps

3.74E-05

8.36E-05
0.000125
0.000125
0.000125

0.000125
0.00016
0.000168

0.000355
0.000401

0.000468

0.000716

0.000758
0.000814
0.00113
0.00113
0.001422

0.00175

0.002117
0.002117
0.002341
0.003029

0.005662
0.005662
0.00796

0.010739
0.010739

0.011085
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RNA degradasyonu
Terpenoit biyosentezi
Protein eksportu

NHE]J yolagi
Noroaktif ligand-reseptor
etkilesimi

0.02762
0.030301
0.033826

0.03585
0.049355

Hepatit B

Prostat kanseri

Kanserde trasnkripsiyonel
yanlis diizenlenme
Kolorektal kanser

Gap baglant1 proteini

Diyabetik
komplikasyonlarda AGE-
RAGE sinyal yolagi
Endometriyal Kanser
Glikozaminglikanlar
biyosentezi

Otofaji

Melanogenez

Ostrojen sinyal yolag1
Salmonella enfeksiyonu
Hedgehog sinyal yolagi
Apelin sinyal yolag
Herpes simplex virus 1
enfeksiyonu

Renal hiicre karsinomu
cGMP-PKG sinyal yolagi
Cushing sendromu
Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri
Kanserde kolin
metabolizmasi
Kaposi’nin sarkoma ile
iliskili herpes viriisti
enfeksiyonu

Epitel hiicrelerin
bakteriyal invazyonu
Kiigiik hiicreli akciger
kanseri

O-glikanin diger
tiirlerinin biyosentezi

0.011085
0.011085
0.011085

0.012366
0.013862

0.014186

0.014186
0.015532

0.016476
0.016476
0.018501
0.024673
0.025708
0.028243
0.028243

0.030196
0.031977
0.033678
0.035503
0.035735

0.035735

0.039809

0.04023

0.04304
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Tablo 4.9. Kontrol grubuna gore N-asetil sistein grubunda aktive ve deaktive olan

yolaklar

Aktive olan KEGG
yolaklan

DNA replikasyonu
Homolog rekombinasyon

Fankoni anemisi yolagi
Hiicre Dongiisii

Steroit biyosentezi
Mismatch onarimi
Epstein-Barr virus
enfeksiyonu

Insan T-cell 16semi viriisii 1
enfeksiyonu

Antijen prosesi

Folat tek karbon deposu
Hiicresel yaslanma

Oosit mayozu
Inflamatuvar barsak
hastalig1

Toll-like reseptor sinyal
yolagi

Baz eksizyon onarimi
Insan sitomegalo
virtisiienfeksiyonu
NF-kappa B sinyal yolagi
Niikleotid eksizyon onarimi
Sitokin-sitokin reseptor
etkilesimi

Tablo 4.10. Kontrol grubuna

yolaklar

Aktive olan KEGG
yolaklan

Oksidatif fosforilasyon
Parkinson hastalig1
Huntington hastalig1

p degeri  Deaktive olan KEGG
yolaklari

9.33E-08 Ribozom

1.31E-07 Mannoz O-glikan
biyosentezi

5.39E-07 Oksidatif fosforilasyon

2.67E-06 Retrograde
endocannabinoid sinyali

5.45E-06 Notch sinyal yolagi

3.27E-05

0.000204

0.000417

0.001392
0.00149

0.004721
0.013596
0.014833

0.018446

0.022026
0.026117

0.037782
0.040519
0.046565

p degeri

0
0.035126

0.035126
0.035126

0.049656

gore Dosetaksel grubunda aktive ve deaktive olan

p degeri  Deaktive olan KEGG
yolaklar1

0 Fokal adezyon

3.12E-10  Kanser yolaklari

3.64E-09  PI3K-Akt sinyal yolag1

p degeri

1.17E-07
1.32E-07
2.94E-07



Spliceozom

Termogenez
DNA replikasyonu
Proteazom

Homolog rekombinasyon
Sitrat dongtisii (TCA
dongiisii)

Alkolik olmayan yaglh
karaciger hastalig1

PPAR sinyal yolagi
Glioksilat ve dikarboksilat
metabolizmasi

Propanoat matabolizmasi
Alzheimer disease
Mismatch onarimi
Glutatyon metabolizmasi
Piruvat metabolizmasi

Baz eksizyon onarimi

Hiicre Dongtisti

Niikleotid eksizyon onarimi
Ila¢ metabolizmas1

Ribozom

Steroit biyosentezi
Renin-anjiyotensin sistem
Fankoni anemisi yolag1

Peroksizom
Beta-alanin metabolizmasi

Romatizmal eklem iltihab1
Valin, 16sin ve isoldsin
degredasyonu

3.64E-09

3.64E-09
5.40E-09
1.46E-08

1.44E-07
8.28E-07

1.13E-05

1.59E-05
2.19E-05

4.68E-05
6.19E-05
0.000111
0.000156
0.000248

0.000847
0.001552
0.001693
0.00175

0.001809
0.002032
0.002043
0.003288
0.004715

0.004813

0.006487
0.008992

Aritmojenik sag ventrikiil
kardiyomiyopati (ARVC)
Notch sinyal yolagi
ECM-reseptor etkilesimi
Aktin hiicre iskeletinin
regiilasyonu

Akson rehberligi
Amebiyazis

Meme kanseri

Kanser proteoglikanlari
Gastrik Kanseri

Whnt sinyal yolagi

Hippo sinyal yolagi
Endositoz
Hepatoseliiler karsinome
Insan papillomavirus
enfeksiyonu

Dilated kardiyomiyopati
(DCM)

Kok hiicre pluripotentini
diizenleyici sinyal
yollaklari

MAPK sinyal yolagi
Hipertropik
kardiyomiyopati (HCM)
Rapl sinyal yolagi
MicroRNAs in cancer
Relaksin sinyal yolagi
Tiroid hormonu sinyal
yolagi

Bazal hiicreli karsinom
Paratiroid hormon
sentezi, salgilanmasi ve
aktivasyonu
Adherenlerin baglanmasi
TGF-beta sinyal yolagi

4.89E-07

1.59E-06
3.99E-06
3.99E-06

2.80E-05
2.88E-05

3.24E-05

3.55E-05
5.19E-05

5.19E-05
8.93E-05
9.26E-05
9.26E-05
0.000123

0.000132
0.000234
0.000239
0.000281
0.000642
0.000756
0.000756
0.000941
0.001285

0.001344

0.001429
0.001443
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Aminoagcil-tRNA
biyosentezi
Yag asidi sentezi

Nitrojen metabolizmasi
Yag sindirimi ve
absorpsiyonu

Folat tek karbon deposu
Ribozom biyosentezi
Yag asidi degradasyonu
Sitokrom P450 ksenobiyotik
metabolizmasi
Terpenoit biyosentezi
RNA transportu
Porfirin ve klorofil
metabolizmasi

NHE]J yolag1

RNA degradasyonu

Protein eksportu
Noroaktif ligand-reseptor

etkilesimi
Antijen prosesi

0.011921

0.011921

0.01264
0.012791

0.013179
0.013204
0.014177
0.014177
0.017999
0.026012
0.028235
0.0308

0.0308

0.036204
0.039933

0.041948

Norotrofin sinyal yolagi

Fosfolipaz D sinyal
yolagi

ErbB sinyal yolagi
Ras sinyal yolag1

Akut miyeloid 16semi
Kronik miyeloid l6semi
Platelet activation

Kanserde trasnkripsiyonel

yanlis diizenlenme
Kolinerjik sinaps
Oksitosin sinyal yolagi
Kolorektal kanser

Hepatit B
Diyabetik

komplikasyonlarda AGE-

RAGE sinyal yolagi
Glikozaminglikanlar
biyosentezi

Mannoz O-glikan
biyosentezi

Prostat kanseri
Endometriyal Kanser
Gap baglant1 proteini
Melanogenez

Ostrojen sinyal yolag
Otofaji

Cushing sendromu
Apelin sinyal yolag:
Herpes simplex virus 1
enfeksiyonu

Renal hiicre karsinomu
Hedgehog sinyal yolagi
Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri
O-glikanin diger
tiirlerinin biyosentezi

0.002128

0.003223

0.003667
0.003667

0.006567
0.006653
0.009466
0.009935

0.01082
0.011414
0.011943

0.011943
0.01339

0.01339

0.01339

0.014843
0.01768
0.01768
0.01768
0.018918
0.021422
0.025146
0.031292
0.031292

0.033011
0.033706
0.038294

0.038947
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Kiigiik hiicreli akciger
kanseri

cGMP-PKG sinyal yolagi
Epitel hiicrelerin
bakteriyal invazyonu
Kaposi’'nin sarkoma ile
iliskili herpes viriisii
enfeksiyonu
Salmonella enfeksiyonu
Insulin secretion
Kanserde kolin
metabolizmasi
Sirkadiyan harektlilik
GnRH sinyal yolagi

0.038947

0.038947
0.041796

0.041796

0.041796

0.041905

0.04381

0.048454
0.048454
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Tablo 4.11. Kontrol grubuna gére, KlorofilintDosetaksel grubunda aktive ve deaktive

olan yolaklar

Aktive olan KEGG
yolaklari
Lizozom

Sitokrom P450 ksenobiyotik

metabolizmasi
Hipertropik
kardiyomiyopati (HCM)
Dilated kardiyomiyopati
(DCM)

Aktin hiicre iskeletinin
regiilasyonu

Fokal adezyon
Kalsiyum sinyal yolag1

Sirkadiyen hareketlilik
PPAR sinyal yolag:

Kardiyomiyositlerde
adrenerjik sinyal
Aldosteron sentezi ve
salgilanmasi

cAMP sinyal yolagi
Glutamaterjik sinaps

p degeri

9.43E-09
7.97E-07

2.20E-06
4.82E-06
8.34E-06

5.70E-05
8.78E-05

0.00029
0.00029

0.000343
0.000347

0.000426
0.000442

Deaktive olan KEGG
yolaklar

Ribozom

Spliceozom

Herpes simplex virus 1
enfeksiyonu
Ribozom biyosentezi

RNA polimeraz

RNA transportu
Systemic lupus
eritematazus

RNA degradasyonu
Bazal transkripsiyon
faktorleri

Sitozolik DNA duyarh
yolak

Protein eksportu

p degeri

0
0

1.35E-06
0.000145
0.003225

0.014469
0.017091

0.019981
0.029676

0.029676

0.035469



Kanserde kolin
metabolizmast

Kanser proteoglikanlari
AMPK sinyal yolagi
Insiilin salgilanmasi
Endositoz

Kimyasal karsinogenez
ABC transporterlar1
ECM-reseptor etkilesimi
Renin salgilanmasi
Pankreatik salgi

Oksitosin sinyal yolag1
Adherenlerin baglanmasi
Kortizol sentezi ve
salgilanmasi
Fosfatidilinositol sinyal
sistemi

Ilag metabolizmasi
Sirkadiyen ritim
Glutatyon metabolizmasi
Otofaji

Dopaminerjik sinaps
Gliserolipid metabolizmasi
Amebiyazis

Histidin metabolizmasi
Amfitamin bagimhilig
Endokrin ve diger faktor
tarafindan diizenlenen
kalsiyum geri emilimi
Renin-anjiyotensin sistem
Beta-alanin metabolizmast
Aritmojenik sag ventrikiil
kardiyomiyopati (ARVC)
GABAerjik sinaps

Kalp kas1 kasilmas1
GnRH sinyal yolagi
Vaskiiler diiz kas kasilmasi
Mide asidi salgisi
Fosfolipaz D sinyal yolag:
MAPK sinyal yolagi
Sfingolipid metabolizmasi

0.000473

0.000473
0.000575
0.000575
0.000949
0.001075
0.001139
0.001139
0.001139
0.001153
0.001735
0.001938
0.001938

0.001938

0.001978
0.002161
0.002161
0.002314
0.002314
0.002314
0.002316
0.003067
0.003449
0.003449

0.003449
0.003504
0.004089

0.004257
0.00432

0.004893
0.00527

0.005492
0.006119
0.006443
0.006443
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Fagozom

Kolestrol metabolizmasi
Aldosteron ile diizenlenen
sodyum geri emilimi
Serotonerjik sinaps
Mitofaji

Noroaktif ligand-reseptor
etkilesimi

Uzun stireli depresyon
Safra salgisi

Rapl1 sinyal yolagi
Sfingolipid sinyal yolagi
cGMP-PKG sinyal yolagi
Omiir uzunlugu diizenleme
yolagi

Proksimal tiibiil bikarbonat
1slahi

Gap baglant1 proteini
Glukagon sinyal yolagi
Apelin sinyal yolagi
Vazopressin ile diizenlenen
su geri emilimi
Melanogenez

Paratiroid hormon sentezi,
salgilanmasi ve aktivasyonu
Tiikiiriik salgisi

Epitel hiicrelerin bakteriyal
invazyonu

Yag sindirimi ve
absorpsiyonu

Insulin sinyal yolagi
Tiroid hormonu sinyal
yolag1

Mineral absorpsiyon
Inositol fosfat
metabolizmasi

PI3K-Akt sinyal yolag:
Morfin bagimlilig

Sik1 baglant

Wnt sinyal yolagi

Yag asidi sentezi

0.006519
0.008257
0.008455

0.008842
0.009264
0.009671

0.010901
0.011305
0.013082
0.013082
0.013082
0.015051

0.015051

0.016419
0.016419
0.016536
0.021471

0.021665
0.023831

0.025311
0.02537

0.02537

0.027665
0.027665

0.028881
0.030439

0.030439
0.032977
0.033943
0.034375
0.040895
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Ferroptoz
Sinaptik vezikiil dongiisii

Yumurtalik steroidogenezi

Uzun vadeli giiclendirme

0.043888
0.045009
0.047328
0.048331
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Tablo 4.12. Kontrol grubuna gore, N-asetil sistein+Dosetaksel grubunda aktive ve

deaktive olan yolaklar

Aktive olan KEGG
yolaklari

Kalsiyum sinyal yolag1
Kalp kas1 kasilmasi
Sitrat dongtisii (TCA
dongiisii)

Dilate kardiyomiyopati
(DCM)

Hipertropik
kardiyomiyopati (HCM)
Alzheimer hastalig1
Termogenez

Oksidatif fosforilasyon

Propanoat matabolizmasi

Kardiyomiyositlerde
adrenerjik sinyal
Parkinson hastalig1
PPAR sinyal yolagi
Nisasta ve
stikrozmetabolizmasti
Glucagon sinyal yolagi
ABC transporterlari
Sirkadiyen hareketlilik
Lizozom

Renin salgilanmasi
AMPK sinyal yolagi
Insulin sinyal yolagi
Oksitosin sinyal yolagi
Alkolik olmayan yaglh
karaciger hastalig1

p degeri

1.57E-06
1.57E-06
1.57E-06

2.77E-06

1.18E-05

3.64E-05
3.64E-05
4.07E-05

4.07E-05

4.11E-05

7.66E-05
8.94E-05
9.44E-05

0.000454
0.000679
0.001056
0.001339
0.001473
0.001564
0.001903
0.002139
0.002985

Deaktive olan KEGG
yolaklar

Ribozom

Spliceozom

Notch sinyal yolagi

Viral karsinojenez

Sistemik lupus
eritematozus

RNA polimeraz
Hippo sinyal yolag1
mMRNA surveillance
pathway

Sitozolik DNA duyarh
yolak

Insan papillomavirus
enfeksiyonu
Ribozom biyosentezi

p degeri
0

0

0.006711
0.006711
0.016762
0.019108
0.020107
0.027564
0.033438

0.033438

0.033438



Fosfatidilinositol sinyal
sistemi
Renin-anjiyotensin sistem
Peroksizom

Mide asidi salgisi

Safra salgist

Sirkadiyen ritim
Aldosteron sentezi ve
salgilanmasi

Fagozom

cGMP-PKG sinyal yolagi
Inositol fosfat
metabolizmasi

Retrograd endokannabinoid
sinyali

Noroaktif ligand-reseptor
etkilesimi

Tiikriik salgist
Adipositlerde lipolizin
regiilasyonu

cAMP sinyal yolagi

Nitrojen metabolizmasi
Aldosteron ile diizenlenen
sodyum geri emilimi
Apelin sinyal yolagi
Sitokrom P450 ksenobiyotik
metabolizmasi

Pankreatik salg1

Proksimal tiibiil bikarbonat
1slahi

Piruvat metabolizmasi
Beta-alanin metabolizmast
Yag asidi degradasyonu
Aritmojenik sag ventrikiil
kardiyomiyopati (ARVC)
Insiilin salgilanmasi

0.003022

0.003022
0.004524
0.004907
0.005931
0.006913
0.008595

0.01103
0.01252
0.01262

0.01303

0.015371

0.015371
0.023533

0.02519

0.026097
0.026334
0.027675

0.027675
0.027675

0.027675
0.027675

0.036103
0.036103
0.042862
0.047755

0.048982
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Fonksiyonel analizler sonuglarina gore gruplar arasindaki aktive ve deaktive olan

yolaklar istatiksel anlamliliklarina gore degerlendirilerek Tablo 4.13°te gosterildi.
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Aktive olan yolaklar (+), deaktive olan yolaklar (-), etkilenmeyen yolaklar ise (0) ile
gosterildi. Istatiksel olarak anlamlilik derecelerine gére (+) ve (-) simgelerinin sayisi
artirtldi. (+): p<0,05, (++): p<0,01, (+++): p<0,001, (++++): p<0,0001 ve (-): p<0,05,
(--): p<0,01, (---): p<0,001, (----): p<0,0001.

Tablo 4.13. Fonksiyonel analizler sonuglarina gore gruplar arasindaki aktive ve
deaktive olan yolaklar.
Kir NAC Dos  Klr+Dos NAC + Dos

Oksidatif fosforilasyon ++++ - ++++ 0 ++++
DNA replikasyonu ++++  ++++ HH++ 0 0
Hiicre dogiisii ++  ++++ | ++ 0 0
Glutatyon metabolizmasi +++ 0 +++ ++ 0
Sitokrom P450 ksenobiyotik + 0 + ++++ +
metabolizmasi

Ila¢ metabolizmasi ++ 0 ++ ++ 0
MAPK sinyal yolagi ——- 0 _— ++ 0
Wnt sinyal yolagi --- 0 — + 0
Fosfolipaz D sinyal yolag: -- 0 -- ++ 0
Oksitosin sinyal yolagi - 0 - ++ ++
Notch sinyal yolagi -—-- N — 0 -
Otofaji - 0 - ++ 0
Kanser proteoglikanlari -— 0 -— +++ 0
Adherenlerin baglanmasi - 0 - ++ 0
Gap baglant1 proteini - 0 - + 0

Sonug olarak, GSTP1 inhibitdrii olan klorofilin ile desetakselin beraber uygulanmasi
basta MAPK sinyal yolagi olmak {izere kanserle iligkili baskilanmis bir¢ok
mekanizmanin (MAPK, Wnt, oksitosin sinyal yolaklar1 ve otofaji) aktivasyonunu
sagladig1 tespit edildi. Ayrica, ilag direncinin baskilanmasiyla apoptotik sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna karsin anti-apoptotik fosfolipaz D (FLD) sinyal yolaginin
da aktive oldugu saptandi. Bu nedenle, kanser tedavisinde ila¢ direncinin yaninda FLLD
sinyal yolagini yeni bir terapotik hedef olarak ortaya ¢ikarilmistir (Tablo 4.13). Bu

calismada antioksidan 6zellige sahip GSTP1 inhibitorii olan klorofilinin meme kanseri
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tedavisinde ilag¢ direncini 6nleyici ve apoptozu indiikleyici etkilerine karsin, NAC gibi
antioksidanlarin apoptotik sinyal yolaklarin1 baskilayarak kanser tedavisinin

prognozunu olumsuz yonde etkileyebilecegi sonucuna varilmistir (Sekil 4.17).

)J’—T-m‘eme kanseri

hticre hatt

a1
—— 1

Gruplar RNAZ T
1. Kontrol (DMSO)
2. Klorofilin :
3.NAC DNAT
4. Dosetaksel Protein
5. Klorofilin+Dosetaksel 1. Meme kanseri modeli olusturmasi 5 Tumar dokulanndan
6. NAC+Dosetaksel ve ilag enjenksiyonlar " RNA izolasyonu

MAPK sinyal yolagi ve Apoptoz lizerine etkileri

3. RNA dizileme igin
kutiphane hazirlanmasi

Antioksidanlar Ot
- NAC === Oksidatif stres Anti-kanser ilaglar

« Kiorofilin N {':'%, (Dosetaksel)

Klorofili

GSTP1 rf‘mﬁ

inhibitéru - _’@
=

S GS-X , \ Hucre

- t Ap:g%toz farklilasmasi

Anti-kanser ilaglar (X) Kaspaz 8
(Dosetaksel) Kaspaz 9

5. Transkriptomik analizler

Fonsiyonel analiz sonuglar
(Tablo 4.13)

Sekil 4.17. Klorofilin ve N-asetil sisteinin (NAC) meme kanseri tedavisindeki

etkileri
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kompleks ve heterojen yapiya sahip bir hastaliktir. Bu nedenle,
meme kanseri tedavisinde basariya ulagsmak i¢in meme kanseri tiirlerine 6zgii tedaviler
uygulanmaktadir. ER ve/veya PR pozitif olan alt gruplarinin tedavisinde kemoterapiye
ek hormon tedavisi; HER2 pozitif olan meme kanseri alt grubunun tedavisinde
HER?2’yi baskilayacak ajanlar kullanilmaktadir. Uglii negatif (ER, PR, HER2) meme
kanseri alt grubu tedavisinde ise reseptor duyarlhiligi s6z konusu olmadigr igin
kemoterapi tek tedavi secenegi olarak godziikmektedir (25). Uglii negatif meme
kanserinde tedavinin basarisini engelleyen en 6nemli sorunlardan biri kemoterapiye
kars1 gelisen ilag direncidir. Kanser tedavisinde ilag direncini hedef alan bu ¢aligmada

ticlii negatif meme kanseri tizerinde ¢alisilmistir.

Birgok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanserinde de, Glutatyon S-transferaz
enzim ailesinden, glutatyon S-tranferaz P1 (GSTP1) izoziminin ekspresyon
seviyesinin artigi bilinmektedir (91-93). GSTP1 kemoterapétik ajanlari glutatyon
(GSH) konjugasyonu ile inaktive ederek kanser hiicrelerinde ila¢ direncini
indiiklemektedir(3-5). Bunun yanisira, hiicre canliliginda ve apoptotik sinyalde rol
oynayan mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaginda GSTP1
diizenleyici olarak gorev almaktadir(6, 29). Bu nedenlerle, meme kanserinde gelisen
ilag direncini yenmek ve kanser hiicrelerinin apoptoza yonelmesini baskilayan
mekanizmalar1 engellenmek i¢in GSTP1’in inhibe edilmesi 6nem arz etmektedir (27,
28). Bu calisma i¢in segilen klorofilin grubumuz tarafindan, GSTP1 {izerinde
inhibisyon etkisi oldugu gosterilmis ayni zamanda antioksidan 6zellige sahip bir
molekiildiir (7). Bir 6nceki ¢alismamizda Klorofilinin kimyasal olarak indiiklenmis (N-
metil nitroziire) meme kanseri hayvan modelinde timor olusumunu geciktirdigini,
fakat timor olustuktan sonra tiimor gelisimini hizlandirdigini gézlemledik (9). Bu
nedenle Klorofilinin antioksidan 6zelliginin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
indiikleyebilecegi kanisina vardik. Bu ¢alismada ise, antioksidan 6zelliginin yanisira
GSTP1 inhibitorii olan klorofilin ile GSTP1’in kosubstratit GSH’nun 6nciil molekiili

olan N-asetil sisteinin (NAC) kanser tedavisi tizerindeki etkileri arastirildi.

Insandaki iiclii negatif meme kanserinin fenotipik 6zelliklerini yansittig1 icin

4T1 fare meme kanseri hiicre hattinin disi balb/c farelerinin meme dokusuna enjekte
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edilmesiyle olusturulan meme kanseri hayvan modeli deneysel arastirmalar igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (94). Bu ¢alismada, 4T1 hiicreleri kullanilarak yapilan
in vivo ve in vitro ¢alismalarda klorofilin ve NAC kullanimimin kanser tedavisi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, 4T1 hiicre lizatlar1 ve
tiimor dokularinda GST aktivitesi, GSH diizeyleri, JNK sinyal yolag: bileseni olan c-
Jun ile apoptotik bir protein olan p38 ve kaspaz 8-9’un diizeyleri degerlendirildi.
Kanser hiicrelerinin apoptoz ve/veya proliferasyona yonelimlerinin antioksidan
molekiillerle iliskisinin daha detayli incelenmesi i¢in tiimor dokularindan elde edilen
RNA dizileme sonuglar1 transkriptomik analizlerle degerlendirilmistir. Sonug olarak,
klorofilin ve NAC’in meme kanseri tedavisi tizerindeki etkileri in vivo/vitro ve in silico

(transkriptomik) olarak gosterildi.

Bu ¢alismada, klorofilin (KIr) ve N-asetil sistein (NAC) molekiillerinin ayri
ayr1 ve kanser ilact dosetaksel (Dos) ile birlikte kullanimlarinin 4T1 meme kanseri
hiicrelerinin apoptozu akim sitometrisinde Annexin V ile belirlendi. Annexin V
sonuglarina gore, Klorofilin, NAC ve dosetakselin ayr1 ayri uygulandigi gruplardaki
erken apoptotik hiicre oranlari sirasiyla % 4, % 1 ve % 4 iken, klorofilin ve NAC’in
dosetaksel ile birlikte uygulandigi Kilr+Dos ve NAC+Dos gruplarindaki erken
apoptotik hiicre oranlarinin sirasiyla % 30 ve % 15 oldugu tespit edildi. Elde edilen
sonuglara gore, Klorofilin ve NAC’in dosetaksel ile birlikte olarak uygulanmasinin
4T1 meme kanseri hiicrelerinde sinerjik olarak apoptozu indiikleyebildikleri saptandi.
Klorofilinin uygulama dozu (52,12 uM) NAC’in uygulama dozundan (5 mM) yaklasik
100 kat daha disik olmasina karsin, klorofilin ve dosetakselin birlikte
uygulanmasindaki erken apoptotik hiicre oraninin (% 30), NAC ve dosetakselin
beraber uygulanmasindaki erken apoptotik hiicre oranindan (% 15) daha fazla oldugu
saptandi. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, klorofilin kullanimmin meme, akciger,
kolon ve mesane kanserlerinde apoptozu indiikleyici etkisinin oldugu rapor edilmistir
(9, 95-100). NAC kullamiminin ise, antikanser ilaglarin sitotoksik etiklerini azaltarak
apoptozu baskiladigini gosteren g¢alismalar mevcuttur (101, 102). Bizim ¢alismamizda
ise, 4T1 tgcli negatif meme kanseri hiicre hattinda apoptozun indiiklenmesi igin

klorofilin kullaniminin NAC kullanimindan daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.
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Bir¢ok kanser hiicre dizisinde oldugu gibi meme kanseri hiicrelerinde de
GSTP1’in ve glutatyonun (GSH) yiiksek oranda iiretildigi rapor edilmistir (33, 103).
Timorlerde GSH diizeyleri ve GSTP1 aktivitelerinin artmasi kanser ilacinin hizli bir
sekilde detoksifiye olmasina ve ilaglarin timdr dokularinda istenilen etkinlige
ulagmasina engel olmaktadir (34). Bu ¢alismada Glutatyon-S-transferazlarin aktivitesi
CDNB substrat1 kullanilarak toplam aktivite olarak ol¢iilmiistiir. Klorofilin GSTP1
izozimine spesifik bir inhibitér oldugu igin (7), GST aktivitesi tizerinde kismi
inhibisyona neden olmustur. Toplam GST aktivitileri sonuglarina gore, hiicre ve
timorde N-asetil sistein (NAC), GST aktivitesini artirirken, klorofilinin (Klr) azalttig
saptanmistir. Klorofilin GSTP1’in inhibitorii oldugu i¢in GST aktivitesini kismi olarak
azalttigl, NAC’in ise GST nin kosubstrati olan glutatyonun onciil molekiilii oldugu
icin GST aktivitesini indiikledigi diisiiniilmektedir. Diger yandan tiimor dokusu ve
hiicrelerdeki GSH diizeyleri degerlendirilecek olursa, GSH un 6nciil molekiilii olan
NAC’in uygulandigi deneysel gruplarda GSH diizeyinin artigi sonucuna varildi.
Klorofilin (Klr) kullanimi tiimoér dokusundaki GSH miktarin1 degistirmezken,
hiicredeki GSH miktarini artirdigr tespit edildi. Klorofilin ve dosetakselin birlikte
kullanimi (Klr+Dos) ise tiimor dokusundaki GSH diizeylerini azaltirken, hiicredeki
GSH diizeyini degistirmedigi saptandi. Klorofilinin GST aktivitesi ve GSH diizeyleri
tizerindeki etkileri beraber degerlendirildiginde, Klorofilinin GSTP1’1 inhibe ederek
dosetakselsin tiimor dokusundaki etkinligini artirdigi igin dosetakselin sitotoksik
0zelligi nedeniyle tiimdr dokusundaki GSH diizeyinin diistiigii sonucuna varildi.
Hiicrede ise klorofilin GSH diizeylerini artirdig1 i¢in hiicrede antioksidan 6zelliginin
inhibitor 6zelliginden daha baskin oldugu sonucuna varildi. N-metil nitroziire ile
indiiklenmis meme kanseri hayvan modeli olusturdugumuz bir bagka c¢alismada
Klorofilinin timor olusumunu geciktirdigini, fakat timor olustuktan sonra timor
gelisimini hizlandirdigini rapor ettik (9). Bir bagka ¢alismamizda ise klorofilinin erken
ve ge¢ donem koruyucu etkilerini arastirdigimiz meme kanseri hayvan modelinde
glutatyon iligkili antioksidan enzimlerini ve DNA hasar1 diizeylerini degerlendirdik
(M. Ozcan, D. Aydemir, M. Bacanli, H.G. Anlar, N. N. Ulusu, Y. Aksoy, Protective
Effects of Antioxidant Chlorophyllin in Chemically Induced Breast Cancer Model in
Vivo, Journal of Biological Trace Element Research; accepted). Bahsi gegen her iki

calismada da klorofilinin koruyucu etkisinin erken donemde daha baskin oldugunu
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saptadik. Bu c¢aligmamizdaki hiicre kiiltiiriinde elde ettigimiz sonuglar diger iki
calismamizin sonuglariyla paralellik gostermektedir. Ayrica, literatiirde klorofilinin
antimutajenik, antigenotoksik ve antikanserojenik ozelliklerinin oldugunu gosteren

calismalar mevcuttur (69-72)

GST’ler katalitik etkilerinin yaninda, hiicre canliliginda ve apoptotik sinyalde
rol oynayan mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaginda da diizenleyici
olarak gorev almaktadir (6). MAPK yolagini protein-protein etkilesimi yoluyla
diizenleyen GSTP1, apoptoz ve proliferasyonda rol alan JNK (c-Jun N-terminal kinaz)
’in endojen inhibitorii olarak davranmaktadir. Olusan JNK-GSTP1 kompleksi INK’1n
etkinligini azaltarak apoptozun baskilanmasina neden olmaktadir (35, 36). Kanser
hiicrelerinde, GSTP1 inhibisyonu saglanirsa antikanser ilaglarin etkinligi artarak ve
JNK aktivasyonu sayesinde c-Jun fosforilasyonu saglanir. Fosforillenmis c-Jun bir
transkripsiyon faktorii olan AP-1’ aracilifiyla apoptotik genlerin indiiklenmesini
saglar. Literatiirde dosetakselin sitotoksik etki gostererek JNK sinyal yolagi tizerinden
kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (104-106).
N-asetil sisteinin ise, antikanser ilaglarin toksik etkilerini azaltigi igin JNK aktivitesini
baskiladigr rapor edilmistir (107-109). Ancak, klorofilinin kanser tedavisinde
apoptotik sinyal yolaklar1 {izerinde etkisini gosteren kapsamli bir ¢aligma yoktur. Bu
aragtirma, dosetaksel, N-asetil sistein ve klorofilinin MAPK apoptoz yolag iizerinde
etkinliklerinin gosterilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Bu c¢alismada dosetakselin
hiicrede JNK aktivasyonununu saglayarak fosforillenmis c-Jun miktarini artirdigi,
tiimdr dokusunda ise azaltig1 tespit edildi. Bu durumun tiimorde gelisen GSTP1 aracili
ilag direncinden kaynaklandigi diigiinilmektedir (91). N-asetil sistein hem hiicrede
hem de tiimor dokularinda JNK aktivasyonunu azaltarak fosforillenmis c-jun miktarini
azalttig1 saptandi (Sekil 4.8). N-asetil sisteinin kanser hiicreleri ve tiimor dokularinda
gerek dosetakselden kaynaklanan sitotoksisite gerekse kanser hiicrelerinde olusan
oksidatif stresi engelleyerek JNK aktivatasyonunu baskiladigi sonucuna varildi.
Dosetaksel tiimor dokusunda fosforillenmis c-jun miktarim azaltirken, klorofilin ve
dosetakselin beraber kullaniminda fosforillenmis c-jun diizeyinin artig1 tespit edildi.
Bu artisin nedeni dosetakselden dolayr artmis ilag direncininin klorofilin araciligiyla

baskilanmasindan kaynaklanmis olabilir. Buradan Klorofilinin, hem GSTP1
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inhibisyonu hem de GST-JNK regiilasyonu iizerinde etkili olarak tiimér dokularinda

JNK aracili apoptozun indiiklenmesine katki sagladigi sonucuna varilmistir.

Mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) protein ailesinin bir tiyesi olan
p38, hiicrenin biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve kontrollii 6limii gibi birgok
stiregte rol alir. Sitokinler, UV 1sinlari, ozmotik sok ve lipopolisakkaritler gibi ¢esitli
hiicresel stres faktorleriyle p38 aktive olur. p38’in aktivasyonu yapisinda bulunan
Thr180 ve Tyrl82 aminoasitlerinin fosforilenmesi ile ger¢eklesir (85). Fosforillenmis
p38 hiicre icerisinde apoptotik yolaklar1 aktive ettigi i¢in fosforillenmis p38 miktar1 ve
bu miktarin toplam p38 miktarma boliinmesiyle elde edilen fosforillenmis p38
oraninin belirlenmesi hiicredeki apoptotik yolaklarin aktivasyonunu degerlendirmek
acisidan onemlidir (110, 111). Literatiirde, ¢esitli kanser tiirlerinde dosetaksele kars1
gelisen coklu ilag direncinden dolayr baskilanmis p38 sinyalinin aktivasyonunu
amaglayan bir¢ok ¢alisma rapor edilmistir. Bu ¢alismalarda dosetaksel ile bazi dogal
veya sentetik bilesiklerin (deguelin, tomentodione ve noscapine) beraber kullaniminin
kanser hiicrelerinde fosforilenmis p38 miktarin1 artirark apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (112-115). Bizim ¢alismamizda ise, dosetaksel ile klorofilin ve N-asetil
sisteinin beraber uygulanmasi tiimér ve kanser hiicrelerinde dosetakselin p38’i aktive

edici 6zelligini artirdigt sonucuna varilmistir (Sekil 4.11).

Apoptoz mekanizmasi dis (ekstrinsik) ve i¢ (intrinsik) kaynakli olmak iizere
iki temel yolak tarafindan aktiflesebilmekte ve bunu takiben hiicredeki ilgili kaspazlar
aktive olmaktadir. Dis kaynakli sinyal yolaginda, olim reseptorii ligandinin
baglanmasi ile olusan protein kompleksi kaspaz-8 olusumunu saglamakta ve bu da
efektér kaspazlari aktive etmektedir. I¢ sinyal yolaginda ise, mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom-c molekiilii salinmakta ve daha sonra kaspaz-9 aktive
edilmektedir (55). Bu ¢aligmada klorofilin, N-asetil sisteinin ve dosetaksel uygulamasi
sonucunda hiicre ve timoér dokularinda kaspaz 8/9 aktivite diizeyleri 6l¢iilmiis ve
baskin apoptotik yolagin aydinlatilmasi amaglanmistir. Sonug olarak, klorofilin ve N-
asetil sisteinin dosetaksel ile beraber kullanilmasi kaspaz 9’un aktivasyonunu hem
hiicrede hem de tiimor dokusunda artirirken, kaspaz 8’in sadece tlimordeki
aktivasyonunu artirdig1 tespit edildi. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, tiglii negatif
meme kanserinde MAPK sinyal yolagmin aktivasyonu ile kaspaz 9 aracili apoptozun
indiikledigi rapor edilmektedir (104, 108, 116). Bizim ¢alismamizda ise, MAPK sinyal
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yollaginin tiyeleri (JNK ve p38) aktivasyonuyla hem hiicre hem de tiimér dokularinda

kaspaz 9 aracili apoptozun indiiklendigi sonucuna varildi.

Transkriptom, bir hiicrenin veya hiicreler grubunun belirli bir gelisim evresinde
ya da belirli bir fizyolojik durumdaki eksprese edilen tiim transkriptlerini ifade eden
bir terimdir. Transkriptomik analizlerle, gen ekspresyonlarindaki degisikliklerin
hastalik mekanizmalari ile olan iligkisi aydinlatilabilir (73, 117, 118). Bu ¢alismada,
transkriptomik analizlerle, meme kanseri tedavisinde Kklorofilin, N-asetil sistein ve
dosetaksel uygulanmasiyla Kkanser hiicrelerinin apoptoz ve/veya proliferasyona
yonelimlerini saglayan yolaklarin tespit edilmesi amaglanmistir. Herbir deneysel
gruptaki farkli eksprese olan gen sayilar1 (Tablo 4.2) ve buna bagh olarak aktive
ve/veya deaktive olan yolaklar degerlendirildiginde herbir grupta farkli sayida yolagin
etkilendigi gorilmistiir. Klorofilin uygulanan grupta baz eksizyon onarimi,
“Mismatch” onarimi ve Niikleotid eksizyon onarimi gibi yolaklar aktive olurken
kanserle iligkli birgok yolagin deaktive oldugu tespit edildi (Tablo 4.8). Bu nedenle
klorofilin koruyucu etki gosterdigi sonucuna varildi. Daha 6nceki ¢alismamizda da
kimyasal (N-metil nitroziire) ile indiiklenmis meme kanseri hayvan modelinde
klorofilinin DNA hasarini1 6nledigini “comet assay” sonuglariyla gostermistik (9). Bu
caligmada ise klorofilinin mekanistik olarak (baz eksizyon onarimi, “mismatch”
onarimi, niikleotid eksizyon onarimi) DNA hasarimi nasil engelledigini ortaya
cikardik. Literatiirde antioksidan ozellikteki molekiillerin DNA hasarimi 6nledigini
gosteren ¢aligmalar mevcuttur (119-121). Ayrica klorofilinin DNA replikasyonunu
aktive ederek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyici etki gosterdigi de
gbzlendi. Son yillarda yapilan bir¢ok calismada antioksidan molekiillerin kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini indiiklendigi bildirilmektedir (61-63). Bu nedenle kanser
tedavisi alan kisilerde antioksidanlarin  kontrolsiizce  kullanimi  tehlike
olusturabilmektedir. Bu calismada da antioksidan kullanimin koruyucu etkilerine
karsin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu indiikledigi sonucu transkriptomik olarak
dogrulanmistir. Ayrica klorofilinin birgok metabolik yolag: aktive ettigi saptandi. Bu
metabolik yolaklar: oksidatif fosforilasyon, sitrat dongiisii (TCA dongiisii),
termogenez, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, propanoat metabolizmasi,
piruvat metabolizmasi, glutatyon metabolizmasi, ila¢ metabolizmasi, steroit

biyosentezi, valin, 16sin ve izoldsin degradasyonu, beta-alanin metabolizmasi, nitrojen
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metabolizmasi, folat metabolizmasi, aminoagil-tRNA biyosentezi, yag asidi sentezi,
yag sindirimi ve absorpsiyonu, porfirin ve klorofil metabolizmasi, sitokrom p450
ksenobiyotik metabolizmasi olarak siralanabilir. Bu metabolik yolaklardan yag asidi
sentezi ve aminoacil-tRNA biyosentezi gibi reaksiyonlar hiicrelerin gelisip
cogalmasinda dnemli rol oynamaktadir. Grubumuz tarafindan yayinlanan bir derleme
de kanser hiicrelerinde aktive olan lipogenezin L-carnitin analogu olan perheksil ile
inhibe edilmesiyle kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin engellenebilecegi onerilmektedir
(122, 123).

Bu c¢alismamiza konu olan klorofilin molekiilii GSTP1 inhibitorii olmasinin
yaninda antioksidan oOzellikte bir molekiil oldugu i¢in kanser hiicrelerinin
proliferasyonu indiikledigini daha 6nceki calismamizda gostermistik (9). Bu ¢aligmada
kanser tedavisinde Klorofilin antioksidan O6zelliklerini karsilastimak igin N-asetil
sistein molekiilii (NAC) secildi. NAC, hiicre i¢cinde 6nemli bir antioksidan molekiil
olan glutatyonun dnciil molekiiliidiir. Digsaridan N-asetil sistein molekiiliiniin hiicrelere
verilmesi glutatyon sentezini artirabilmektedir. Glutatyon sentezinin artmasiyla
hiicrelerin antioksidan savunma kapasitesi artmaktadir (64). Antioksidan kullaniminin
kanser tedavisindeki etkilerinin arastirilmasinda NAC en ¢ok kullanilan molekiillerden
biridir. Antioksidan kullaniminin kanser tedavisi ilizerine yapilan bazi ¢aligmalarda,
NAC’in kanser olusumunu ve gelisimini hizlandirarak metastazi artirdigi tespit
edilmistir (63, 65-67).  Transkriptomik c¢alismanin sonuglarina gore, klorofilin
kullanimda oldugu gibi, NAC kullaniminda da mekanistik olarak (baz eksizyon
onarimi, “mismatch” onarimi, Niikleotid eksizyon onarimi) DNA hasarinin
engelledigi saptanmigtir (Tablo 4.9). Ancak klororifilin uygulamasinda oksidatif
fosforilasyon ve sitrat donglisii (TCA dongiisii) aktive olurken, N-asetil sistein
oksidatif fosforilasyon uygulamasinda deaktive oldugu tespit edildi. Bilindigi iizere,
saglikli hiicreler enerji gereksinimlerini oncelikle glikoliz ve oksidatif fosforilasyon
reaksiyonlarindan elde edilen ATP ile saglamaktadir. Kanser hiicreleri ise ¢ogalmak
icin enerji gereksinimlerini glikolizden saglarlar. Kanser hiicrelerini glikolize
yonlendiren bu durum Warburg etkisi olarak isimlendirilir. Son yillarda yapilan
caligmalarda Warburg etkisinden dolay1 kanser hiicrelerinde ilag direncinin
indiiklendigi ve kanser tedavisinin zorlastigi bildirilmektedir (124, 125). Bizim

calismamizda da NAC kullanimimin kanser hiicrlerindeki oksidatif fosforilasyon
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yolagin1 deaktive ederek, Warburg etkisini artiracagi ve kanser hiicrelerinde ilag
direncinin indiiklenmesine neden olacagi sonucuna varilmistir. Bu nedenle kanser
tedavisi goren bireylerin kontrolsiizce antioksidan kullanmasmin tedavi siirecini

olumsuz yonde etkileyecegi sonucu ¢ikarilmaktadir.

Transkriptomik analizlerden elde edilen tiim sonuglara gore, GSTP1 inhibitorii
olan klorofilin ile dosetaksel birlikte kullanilmasinin basta MAPK sinyal yolagi olmak
tizere kanserle iliskili baskilanmis bir¢ok mekanizmanin (MAPK, Wnt, oksitosin
sinyal yolaklar1 ve otofaji) aktivasyonunu sagladig tespit edildi (Tablo 4.13). Ilag
direncinin inhibisyonuyla kanser hiicrelerini apoptoza yoOnlendirecek sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna karsin anti-apoptotik 6zelikteki fosfolipaz D (FLD) sinyal
yolaginin da aktive oldugu saptandi. Bu nedenle, kanser tedavisinde ila¢ direncinin
yaninda FLD sinyal yolaginin yeni bir terapdtik hedef olabilecegi sonucuna varildi.
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda da FLD sinyal yolag1 yeni bir terapotik hedef olarak
gosterilmektedir (126-128). Ayrica, klorofilin ve dosetakselin ayri ayri ve beraber
uygulandigi gruplarda glutatyon ve P450 ksenobiyotik metabolizmalarinin aktive
oldugu belirlenmistir. Bu durum, biiyiikk olasilikla GSTP1’in  klorofilinle
inhibisyonundan dolay1 hiicre i¢inde artan sitotoksisiteyi kompanse etmek amaciyla

olabilecegi sonucuna varilmistir.



78

6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, klorofilin ve GSTPI1-1’in kosubstrati olan GSH’nun onciil
molekiilii N-asetil sisteinin (NAC) meme kanseri tedavisi {izerindeki etkileri in vitro /

In vivo ve in silico (transkriptomik analiz) olarak arastirildi

Sonu¢ olarak, klorofilinin kanser tedavisinde kullanilan dosetaksel ilacinin
etkinligini hem in vivo hem de in vitro olarak onemli Glgiide artirdigi tespit edildi
(p<0,05). Transkriptomik ¢alismanin sonucunda ise GSTP1 inhibitorii olan klorofilin
ile dosetaksel beraber uygulanmasi basta MAPK sinyal yolagi olmak iizere kanserle
iligkili baskilanmig bir¢cok mekanizmanin (MAPK, Wnt, oksitosin sinyal yolaklar1 ve
otofaji) aktivasyonunu sagladigi gozlendi. Ayrica, ila¢ direncinin baskilanmasiyla
apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonuna karsin anti-apoptotik fosfolipaz D (FLD)
sinyal yolaginin da aktive oldugu saptandi. Sonug olarak, kanser tedavisinde ilag
direncinin yaninda FLD sinyal yolagi yeni bir terapdtik hedef olarak ortaya
cikarilmistir. Bu calismada antioksidan oOzellige sahip GSTP1 inhibitorii olan
klorofilinin meme kanseri tedavisinde ila¢ direncini dnleyici ve apoptozu indiikleyici
etkilerine karsin, NAC gibi antioksidanlarin apoptotik sinyal yolaklarini baskilayarak

kanser tedavisinin prognozunu olumsuz yonde etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.

Bu calismaya ek olarak, transkriptomik analiz sonuglarina gore aktive veya
deaktive olan yolaklarin PCR ve western blot yontemleriyle valide edilmesi
planlanmaktadir. Daha sonra elde edilen sonuglara gore belirlenen yolaklarin
baskilanmasi ya da aktivasyonunu saglamak i¢in inhibitdr veya aktivator bilesikler

tasarlanarak kanser tedavilerinin etkinliginin artirilmas: planlanmaktadar.
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