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1. OZET
PTEROSTILBEN VE LAKTAT DEHIDROGENAZ iNHIBITORUNUN KANSER
HUCRE HATLARINDA TUMOR METABOLIZMASINA ETKISININ
ARASTIRILMASI

Warburg etkisi dogrultusunda kanser metabolizmasinin yeniden programlanmasti iizerine
olan ¢aligmalar artmaktadir. Bu ¢alisma, meme kanserinde antioksidan ve antikanser etkisi
oldugu bilinen ancak kanser hiicresinin oksijeni kullanmasi ile ilgili etkisi tanimlanmamis
olan Pterostilben molekiiliiniin, LDH-A inhibitorii ile birlikte enerji metabolizmasi

acisindan etkinligini meme kanser hiicre hatlarinda degerlendirilmesini amaglamaktadir.

in vitro olarak yapilan ¢alismamizda, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlar1 kullanildi. Meme kanseri hiicre hatlarina Pterostilben, LDH-A inhibitorad ve
Pterostilben+LDH-A inhibitorii kombinasyonu uygulandiktan sonra timdr enerji
metabolizmasi1 acisindan etkinligin yoniinii incelemek icin ger¢ek zamanli Oksijen
Tiiketim Oran1 ve Ekstraseliiler Asitlik Oranit 6l¢timii mikrofluidik yontemle calisildi.
Ayrica MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda Asetil KoA, Laktat, ADP/ATP
translokaz ve Oksidatif Stres 6l¢iimii ELIZA yontemiyle ve fotometrik olarak yapildi.

Calisma sonucuna gore; Pterostilben yalniz bagina ve LDH-A inhibitorii ile beraber
kullanildiginda, kanser hiicresinde antiproliferatif etki gosterdi (p<0.05). Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda tiim gruplarda yiiksek Asetil KoA, diisiik Laktat, yliksek ADP/ATP
translokaz ve yiiksek oksidatif stres diizeyleri (OSI) bulundu (p<0.05).

LDH-A inhibitorii ve Pterostilben’in kullanildigi kombinasyon terapisinde en yiiksek
Asetil KoA ve en diisiik Laktat degerleri bulundu.

Mikrofluidik analiz sonuglar ile de dogrulandigr iizere, Pterostilben +LDH-A inhibitori
kombinasyonunun hiicrede glikolitik metabolizmadan oksidatif metabolizmaya énemli bir

degisimi sagladig1 ve mitokondri fonksiyonlarini iyilestirdigi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Enerji, LDH inhibitorii, Meme Kanseri, Metabolizma, Pterostilben,

Tumor



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF THE PTEROSTYLBENE AND
LACTATE DEHYDROGENASE INHIBITOR ON CANCER CELLS TO THE
TUMOR METABOLISM

Studies on the reprogramming of cancer metabolism are increasing in line with the
Warburg effect. This study aims to evaluate the effectiveness of Pterostilbene molecule,
which is known to have antioxidant and anticancer effects in breast cancer, but whose
effect on the use of oxygen by the cancer cell has not been identified, together with the

LDH-A inhibitor in terms of energy metabolism in breast cancer cell lines.

In our in vitro study, MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines were used. After
applying a combination of Pterostilbene, LDH-A inhibitor and Pterostilbene + LDH A
inhibitor to breast cancer cell lines, real-time Oxygen Consumption Rate and Extracellular
Acidity Ratio were studied by microfluidic method to examine the direction of efficacy in
terms of tumor energy metabolism. In addition, Acetyl CoA, Lactate, ADP/ATP
Translocase and Oxidative Stress were measured by ELISA method and photometrically
in MCF-7 and MDA-MB-231 cell lysates.

According to the results of the study; Pterostilbene showed an antiproliferative effect in
cancer cells when used alone or together with LDH-A inhibitor (p <0.05). High Acetyl
CoA, low Lactate, high ADP / ATP translocase and high oxidative stress levels (OSI)

were found in all groups compared to the control group (p <0.05).

In combination therapy using LDH-A inhibitor and Pterostilbene, the highest Acetyl CoA

and lowest Lactate values were found.

As confirmed by the microfluidic analysis results, the combination of Pterostilbene +
LDH-A inhibitor was thought to provide a significant change from glycolytic metabolism

to oxidative metabolism in the cell and improve mitochondria functions.

Keywords: Energy, LDH inhibitor, Breast Cancer, Metabolism, Pterostilbene, Tumor



3. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri tiim diinya’da akciger kanserinden sonra ikinci sirada en yaygin olarak
goriilen kanserdir. Ulkemizde de kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve
insidansindaki artis katlanarak devam etmektedir. Bu artis trendi nedeniyle meme kanseri
etiyolojisi ve tedavisi ile ilgili arastirmalara gerek duyulmaktadir. Yaban mersini ve
lizimiin biyoaktif bileseni olan Pterostilben, resveratrol ile yapisal benzerlik gosterir.
Antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-kanser, hipoglisemik ve kolesterol diistiriicii etkiler
gosterir. Klinik Oncesi arastirmalar, Pterostilben’i giiclii bir antikanser ajani olarak
tanimlamaktadir. Pterostilben’in hiicre canliligini azalttig1, apoptozu ve mitokondriyal
depolarizasyonu arttirdigi, siiperoksit anyonu ve kaspaz 3/7’nin aktivasyonunu arttirdigi

gosterilmistir.

Kanserde 6nemli bir fenomen olan Warburg etkisi, kanser hiicrelerinin proliferasyonlarini
ve anabolik biliylimelerini desteklemek icin anaerobik glikolize dayali olarak
programlandigini ifade eder. Anaerobik glikoliz sonucu olarak glukoz yon degistirir.
‘Piriivat-Asetil KoA’ doniisiimii ile krebs siklusu iizerinden, gergeklesen oksidatif
fosforilasyon yoluyla metabolize edilmek yerine, piriivat iizerinden laktat dehidrogenaz
(LDH) enzimi aracilifiyla laktata katabolize edilir. Hiicre glukoz metabolizmasindan
kazanmasi gereken 32 ATP yerine, 2ATP kazanmais olur. Artan glukoneogenez nedeniyle
hastalarda kaseksi ve buna bagh 6liim meydana gelir. LDH enziminin LDH-A izofromu,
kanser hiicresinde bulunan, anaerobik glikolizin ana diizenleyicisi olan formdur. Aktif

olarak pirtivat1 diisiiriir ve tiimdr dokularinda laktat diizeylerini arttirir.

Calismada, meme kanserinde antikanser etkisi oldugu bilinen Pterostilben molekiiliiniin,
laktat dehidrogenaz-A (LDH-A) inhibitorii ile kombine olarak kullanilarak, meme kanseri
hiicre hatlarinda enerji metabolizmasi agisindan etkinligi degerlendirilecektir. Yapilacak

in vitro ¢alismada, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilacaktir.

Calismamiz, Pterostilbenin, LDH-A inhibitorii ile kombinasyonunun meme kanseri
hiicrelerinde olusturdugu etkinin tiimoér enerji metabolizmas1 bakis acis1 ile

degerlendirilecegi ilk ¢alisma olacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Meme Kanseri

Kanser, Diinya’daki baslica 6liim nedenlerindendir. Diinya capinda 2030 yilina kadar
yilda yaklagik 13,2 milyon kanser hastasinin hayatin1 kaybedecegi tahmin edilmektedir.
(Wong, Che, & Leung, 2015).

Meme kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan arastirmalar neticesinde tahmini
268.670 yeni vaka ile birlikte, kadinlarda goriilen en sik kanserdir (Siegel, Miller, &
Jemal, 2018).

Her ne kadar adjuvan kemoterapétik ve hormonal ajanlarin yaygin kullanimi, meme
kanserinden kaynakli 6liim oranini azaltmis olsa da bu tiir tedavilerden kimlerin yarar
gorecegi ve hasta bireylerin toksisite ile kars1 karsiya gelip gelmeyecegini bireysel olarak
belirlemenin zorluklar1 devam etmektedir. Yeni hedefli tedavilerin gelistirilmesi ile
birlikte, biyobelirteclerin kullanimi, meme kanseri teshisi, prognoz, terapdtik cevabin
ongoriilmesi ve tedavi sirasinda ve sonrasinda hastaligin izlenmesinde 6nemli katki

saglamistir (Braden, Stankowski, Engel, & Onitilo, 2014).

Meme kanseri tedavisinde artan maliyetlerin sonucu olarak ortaya ¢ikan yeni gelismeler,
Oonlem almnabilir kanser mutasyonlart ve viicudun bagisiklik sistemini igeren yeni
mekanizmalar1 kullanan gelismeler, meme kanserinden kaynaklanan 6liim oranlarini

azaltma yoniindeki gelismelerin 6niinii agmistir (Makhoul, Atig, & Alwbari, 2018).
4.1.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Meme kanseri ile ilgili insidans ve mortalite ile iliskili eldeki veriler, gelir diizeyi ytliksek
tilkelerdeki insidans ve mortalitenin azaldigini, buna karsin gelir diizeyi diisiik tilkelerdeki
insidans ve mortalitenin de arttigini gostermektedir. Bu paternin, degisen risk faktorii
profillerinden ve meme kanserinin erken teshis ve tedavisine hastalarin erigimlerindeki
farkliliklardan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Winters, Martin, Murphy, & Shokar,
2017).



4.1.2 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in risk faktorleri arasinda artan yas, irk, alkol kullanima, tiitiin kullanima,
diyet, fiziksel aktivite ve viicut aligkanliklar1 sayilabilir. BRCA 1 ve BRCA 2 tiimor
baskilayict genlerindeki mutasyonlar, 70 yasina kadar meme ve yumurtalik kanseri
gelisimi ile 6nemli 6l¢iide iliskilidir.

Erken menarj, ge¢ menopoz gibi endojen Ostrojene maruziyeti artiran tireme faktorleri ve
menopoz sonrast kullanilan 6strojen-progesteron hormonlarinin kombinasyonu meme
kanseri riskini arttirmaktadir (The Endogenous Hormones and Breast Cancer
Collaborative Group, 2002).

Meme kanserinde hayatta kalma, hem evre hem de molekiiler alt tipe baglidir. Meme
kanserinin erken evresinde tani alinmasi, prognozu iyilestirmek i¢in dnemli bir strateji
kabul edilir. Amerika Birlesik Devletleri ve diger iilkelerdeki biiyiikk profesyonel
kuruluslar, dnerilen yas ve tarama siklig1 farklilik gosterse de, uygun takip ile mamografi
taramasi1 yapilmasini tavsiye etmektedir. Caligmalar, taramalarin %15 ile %40 oraninda
mortaliteyi azalttigin1 gostermektedir, ancak tan1 konma yiizdesinin artmasi (%5-%54) ve
uzun vadeli komplikasyonlara neden olan tedaviler ve yanlis negatif tan1 konma olasilig
(%6 -%46) gibi dezavantajlari bulunmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari agisindan
risk altindaki kadinlarin belirlenmesi amaciyla, ek olarak genetik test yaptirmalari tavsiye

edilmektedir.

Yasam tarzi degisikligi, tibbi ve cerrahi miidahaleler, BRCA mutasyonlar1 acisindan
pozitif test sonucu olan kadmlar i¢in meme kanserini 6nlemek agisindan 6nemlidir

(Winters et al., 2017).

4.1.3 Meme Kanseri Tedavisi

Son 25 yilda, kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden nasil doniistiiriildiiglinii anlama
cabalari, klinik agidan 6nemli kanser terapdtikleri gibi kanseri hedefleyen ilaglarin kesfine
yol agmustir (Gotwals et al., 2017). Bununla birlikte, esas olarak kanser hiicreleri {izerinde

pro-apoptotik etkiler uygulayan bu terapotik stratejilerin sonuglari, sonradan kazanilan



ilag direnci ve metastatik niiks olaylarindan dolay1 cogunlukla mortalitede ironik olarak
artig gostermektedir (Miller et al., 2016). Bundan dolayi, tibbi ve fonksiyonel diyet
bitkilerinin ya da fitokimyasallarin kansere karsi koordineli bir sekilde savasmasinin
avantajlari, tamamlayici ve alternatif tibba dikkatleri giderek arttirmaktadir (Mathiyalagan
& Yang, 2017).

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler; cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve
immunoterapidir. Immiinoterapi, giincel kanser tedavi yontemleri arasinda yerini almistir
(Therapy, Vol, Torrero, & Li, 2004). immiinoterapinin spesifik basarilarinin ¢ogu,
melanom, bobrek kanseri, akciger kanseri ve geleneksel olarak immiinojenik olarak
bilinen diger alanlarda olmustur. Fakat, meme kanserinin kdken olarak immiinojenik
oldugu diisiiniilmemis olsa da, son birkag yil icinde tedavide umut verici sonuglart olan

bir kanser ¢esidi oldugu goriilmektedir (Makhoul et al., 2018).



4.2 Stilbenoidler

Stilbenoidler c¢esitli bitki tiirlerinde bulunan ve fenolik bilesiklerden dogal olarak
meydana gelen bir gruptur (Riviére, Pawlus, & Mérillon, 2012). Stilbenoidler, stilben
olarak bilinen ortak bir omurga yapisini paylasirlar, fakat dogada halka tizerindeki

molekiillerin tipi ve pozisyonu farklidir (Sekil 4.2.1) (Larronde et al., 2005).
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oxyresveratrol piceatannol piceid
(trans-2,4,3',5'- (trans-3',4',3,5- (3,4,5-trihydroxystilbene
tetrahydroxystilbene) tetrahydroxystilbene) -3-beta-monoglucoside)

Sekil 4.2.1. Secilmis Stilbenoid Fenoliklerin Kimyasal Yapilarinin Ortak Stilben Omurgalarinin
Gosterilmesi

Stilbenoidler monomerler veya oligomerler olarak bulunur. Ayrica serbest (aglikon) ya da
glikozitler gibi konjuge olarak bulunabilirler. Ornegin Piceid, Resveratrol-3-O-glukozittir
(Larronde et al., 2005; Teguo et al., 1998). Monomerik stilben (trans-1,2-difeniletilen)
aglikon yapisi, bir etilen kopriisiiyle birlestirilen iki fenil halkasindan olusur. Stilbenler
cis- ya da trans-izomer olarak mevcut olabilirler, fakat trans-izomerler daha yaygin ve

stabil konfigiirasyondur (Riviere et al., 2012).



Stilbenler, fenilpropanoid yolu ile bitkilerde flavonoidlere benzer sekilde sentezlenir
(Riviere et al., 2012). Biyosentetik yol, Fenilalanin Amonyak Liyazin etkisi ile
Fenilalaninin, Sinnamik Aside doniisiimii ile baslar (Yu & Jez, 2008). Bu doniistimden
sonra, bir asetil-CoA grubu Sinnamik Aside, CoA ligaz araciligiyla aktarilir ve
nihayetinde Cinnamoyl-CoA olusturulur. Cinnamoyl-CoA, malonil CoA’nin {i¢ iinitesini
kullanan bir siireg ile Stilben Sentazin aktiflenmesi ile stilbenoidlere doniistiiriiliir (Yu &

Jez, 2008).

Stilbenoidler, metilasyon, glikozilasyon ve prenilleme ile ileri sekillerde islenebilir.
Stilbenoidlere ornek olarak Resveratrol, Pterostilbene, Gnetol ve Piceatannol verilebilir.
En popiiler ve belki de en yaygin olarak incelenen stilbenoid Resveratrol'diir. Potansiyel
olarak yararh tibbi o6zelliklere sahip baska yapisal analoglar1 olsa da bu analoglarin

biyolojik etkileri hakkindaki bilgiler sinirlidir (Akinwumi, Bordun, & Anderson, 2018).
4.2.1 Stilbenoidlerin Biyolojik Aktivite Mekanizmasi

Stilbenoidler, bitkiyi mantar enfeksiyonu ve toksinlerden korumak i¢in, de novo liretilen
antimikrobiyal bilesikler olan fitoaleksinlerdir. Stilbenoidler gesitli biyolojik aktivite
mekanizmalarinda etki gosterir. Kardiyo korumadan ndro korumaya, anti-diyabetik
ozelliklerden, depigmentasyona, anti-enflamasyondan kanser Onleme ve tedavi
alanlarinda ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterirler (Akinwumi et al., 2018). Stilbenlerin

biyolojik aktivite mekanizmalar1 Sekil 4.2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.2. Stilbenlerin Biyolojik Aktivite Mekanizmalarinin Ozet Gésterimi

Yapilan ¢aligsmalar neticesinde sunulan sonuglar, hiicre kiiltiiriinden hayvan ¢alismalarina
hatta insan klinik denemelerine kadar ¢ok sayida modeli kapsamaktadir. Cogu hiicre
kiiltiiriinde ve hayvan ¢alismalarinda olumlu sonuglar elde edilmis olsa da Stilbenoidlerin
yararll etkilerini kanitlamak i¢in daha ileri insan caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Resveratrol en ¢ok calisilan stilbenoiddir. Daha az yaygin olan stilbenoidlerin potansiyeli
ile ilgili de sinirl1 sayida bilgi bulunmaktadir. Bundan dolayi, ¢esitli stilbenoidlerin yararh
etkilerini degerlendirebilmek ic¢in daha fazla ileri arastirmalar yapilarak bu yararh

etkilerinin kanitlanmasi gereklidir (Akinwumi et al., 2018).

Resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroksistilben), Vitis tiirleri (iiziim), kirmizi sarap ve diger
bitki tiirlerinde bulunur (Langcake & Pryce, 1976; Lopez, Martinez, Del Valle, Orte, &
Mird, 2001). Pterostilben (trans-3,5-dimetoksi-4’-hidroksistilben) ise resveratroliin
dimetil eter analogu olup Pterocarpus marsupium, Vitis ve Vaccinium tiirleri (yaban

mersini) gibi bitki tiirlerinde bulunmaktadir (Langcake, Cornford, & Pryce, 1979;



Rimando, Kalt, Magee, Dewey, & Ballington, 2004; Seshadri, 1972). HPLC analizi,
Ayurveda tibbinda kullanilan eski bir kardiyotonik {iziim preparat1 olan Drakshasava'da
Resveratrol ve Pterostilbenin bulundugunu ortaya koymustur (Paul, Masih, Deopujari, &
Charpentier, 1999).

4.2.2 Stilbenoidlerin Biyouyumlulugu

Resveratrol, suda zayif ¢oziiniirlik ve dusiik oral biyoyararlanim sergilemektedir.
Siklodekstrinlerle kompleks olusturmasi, Resveratroliin sulu ¢oziintirliigiinii arttirir fakat,
biyoyararlanimini arttirmaz. Daha yiliksek Resveratrol dozlarinin uygulanmasinin da

farmakokinetik profili gelistirmedigi bildirilmistir (Das, Lin, Ho, & Ng, 2008).

Stilbenoidlerin biyoyararlanimini iyilestirmeye yonelik, safra asitleri ile kompleks
olusturma, lipozomlara katilma, ve nanopartikiil salinim sistemlerine formiilasyonlari
olarak diger girisimler de bulunmaktadir (Coimbra et al., 2011; Neves, Lucio, Martins,
Lima, & Reis, 2013; F. Silva, Figueiras, Gallardo, Nerin, & Domingues, 2014; Zhang et
al., 2014)

Sicanlarda oral uygulamay: takiben secilen stilbenoidlerin biyoyararliliklart ve yari
Omiirleri Tablo 4.2.1'de gosterilmektedir. Pterostilben, %80 oran ile en yiiksek
biyoyararlanim gostermisken, Gnetol ise % 6,59 ile en diisiik oral biyoyararlanim
gostermistir (Kapetanovic, Muzzio, Huang, Thompson, & McCormick, 2011; Remsberg
etal., 2015)

Tablo 4.2.1 Sicanlarda Oral Uygulama Sonrasi Stilbenoidlerin Yar1 Omrii Ve Oral
Biyoyararlanimlar1 (Akinwumi et al., 2018)

Stilbenoid Oral Doz Yar1 Omiir Oral Biyouyumluluk
(mg/kg) (saat) (Ratlar) (%)
Resveratrol 50 1,48 29,8
Pterostilbene 20 1,73 80
Gnetol 100 4,2 6,59
Piceatannol 10 4,23 50,7
Oxyresveratol 24,4 - 9,13
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Intravendz uygulama sonrasi resveratrol, hizli metabolize edilmesine bagl olarak 14
dakikalik kisa bir yar1 Omiir sergilemektedir. Resveratrol i¢in rapor edilen oral
biyoyararlanim degerleri %20 ile %29,8 arasinda degismektedir (Kapetanovic et al., 2011;
Marier, 2002). Gnetoliin en diisiik biyoyararlanimi olmasina ragmen, si¢anlarda 100
mg/kg oral uygulamadan sonra bildirilen yar1 6miir 4.2 saattir (Remsberg et al., 2015).
Bu deger, Resveratrol (1.48 h) (Marier, 2002) ve Pterostilben (1.73 h) igin bildirilen
degerlerden anlamli sekilde daha uzundur (Remsberg et al., 2008). Bu bilgiye ek olarak,
Gnetol glukuronid metabolitinin daha yiiksek seviyeleri, oral alimdan sonra serumda 72
saate kadar kalmaya devam etmistir (Remsberg et al., 2015). Gnetol glukuronidin serbest
gnetole dontistliriilmesi ve bdylece diisiik biyoyararlanimi telafi etmesi miimkiindiir

(Akinwumi et al., 2018).

Pterostilben yapisindaki iki metoksi grubunun varligi, onu daha fazla lipofilik hale getirir
ve boylece biyolojik olarak kullanilabilir hale getirir (Kapetanovic et al., 2011).
Pterostilben ayrica metabolik olarak daha stabildir c¢ilinkii glukuronidasyon veya
siilfatlama icin sadece bir adet serbest hidroksil grubu vardir. Gergekten de, insan
karaciger mikrozomlarinda gerceklesen bir enzim kinetik glukuronidasyon islemiyle,
Resveratroliin, Pterostilben ile karsilastirildiginda glukuronidasyon ile daha verimli bir
sekilde metabolize edildigini gostermistir (Dellinger, Gomez Garcia, & Meyskens, 2014).
Bu siire¢, daha fazla serbest Pterostilben seviyesine ve daha yliksek biyoyararlanima
katkida bulunabilir. Stilbenoidlerin farmakokinetik profiline dayanarak, Pterostilben’in
Resveratrol'den daha fazla biyouyumlu olmasi nedeniyle, Pterostilben, Resveratroliin bir

alternatifi olarak potansiyel bir aday olabilir (Akinwumi et al., 2018).
4.2.3 Stilbenoidlerin Metabolizmasi

Stilbenoidlerin diisiik biyoyararlanimi, biiylik dl¢lide bagirsak ve karacigerdeki hizli ve
yogun metabolizmaya baglidir. Stilbenoidlerin emilim sirasinda ve emilim sonrasinda,
ana bilesiklerin diisiik seviyelerde bulunmasi nedeniyle diisiik biyouyumluluklar1 vardir
(Walle, 2011). Resveratrol, bagirsakta glukuronidasyona ugrar ve esas olarak glukuronid

olarak emilir (Andlauer, Kolb, Siebert, & Furst, 2000; Kuhnle et al., 2000). Geri kalan
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Resveratrol, aglikon olarak emilir, ve karacigerde siilfatlar ve glukuronidler olarak daha
ileri seviyede metabolize edilir (Boocock et al., 2007). Oral alim sonrasinda, plazma ve
dokularda siilfatlar ve glukuronitler gibi stilben metabolitlerinin yiiksek seviyelerde
bulundugu dedekte edilmistir (Boocock et al., 2007). Ana Resveratrol’iin, nispeten diisiik
biyoyararlanimina ragmen bir¢ok ¢aligma, ¢esitli hayvan ¢aligmalarinda in vivo biyolojik
aktivitelerini gostermistir. Farmakokinetik caligsmalar, plazmada yiiksek diizeyde stilben
metabolitlerinin bulundugunu (siilfatlar ve glukuronitler) gostermistir (Walle, Hsieh,
DelLegge, Oatis, & Walle, 2004). Bu nedenle, bu metabolitlerin, ya metabolitlerin
dogrudan etkisi ile ya da enterohepatik geri doniisim yoluyla stilbenoidler igin
rezervuarlar olarak hareket edebilecegini 6ne siiren gortisler vardir (Marier, 2002; Walle

etal., 2004).

Stilbenoidler, esas olarak idrarda (bobrekle iliskili) ve diskida (renal olmayan)
metabolitler olarak viicuttan disar1 atilir. Bobrek disi yollarin, Resveratrol (Marier, 2002)
ve Pterostilben (Remsberg et al., 2008) igin elimine edilmesinde bobrek yollarina kiyasla
baskin oldugunu gostermektedir ki, bu da enterohepatik dolagimin 6nemli bir roli
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, ana stilbenoid bilesiklerinin dolasimda olan

diisiik seviyeleri ile biyolojik etkiler elde edilebilir (Akinwumi et al., 2018).
4.2.4 Stilbenoidlerin Stabilitesi

Stilbenenoidler, stabilite bakimindan, 1s1, hava, 151k ve oksidatif enzimlere karsi
duyarhidir. Ozellikle, Resveratrol’iin hem ultraviyole 1s1ga hem de goriiniir 15132 maruz
kaldiginda, trans formundan cis formuna izomerizasyonu meydana gelir (C. G. Silva et
al., 2013). Resveratrol’un trans formunun daha aktif formu oldugu bilinmektedir (Rius et
al., 2010). Ayrica, Resveratrol, 6rnegin Sodyum Bikarbonat varliginda, belirli kosullar
altinda oksidasyon ile degrede olabilir (Delmas et al., 2011; N.-C. Yang, Lee, & Song,
2010). Siklodekstrin ile kompleks olusturma hem ¢oziiniirliigii hem de fotostabiliteyi
arttirir (F. Silva et al., 2014). Resveratrol, insan plazmasinda organik ¢oziiciilere kiyasla
daha kararlidir. Bu baglanmanin, muhtemelen alblimin gibi plazma proteinleri ile

baglanarak meydan gelebilecegi bildirilmistir (Pantusa, Bartucci, & Rizzuti, 2014).
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Resveratrol ve Pterostilben'in ¢oziinilirliigli ve stabilitesi lipozomlara aktarilarak da

gelistirilebilir (Coimbra et al., 2011).
4.2.5 Stilbenoidlerin Giivenligi

Toksikolojik veriler, diisiik dozlarda, Resveratroliin insanlarda iyi tolere edildigini
gostermesine ragmen, uzun siireli uygulamayi takiben giivenlik bilgilerinin eksik
oldugunu gostermektedir (Cottart, Nivet-Antoine, Laguillier-Morizot, & Beaudeux,
2010).

Ayrica, Pterostilben'in 6—8 hafta boyunca giinde iki kez 125 mg'lik dozlar ile klinik
denemelerde uygulanmasi giivenli bulunmus olup bu denemelerde istenmeyen herhangi

bir yan etki bulunmamistir (Riche et al., 2013).

Gnetol’lin glivenligi, arastirmalarda nispeten yeni bir molekiil olmasi dolayisiyla heniiz
insanlarda degerlendirilmemistir. Bu nedenle, daha biiyiik popiilasyon 6rnekleri ve daha
uzun takip siireleri ile yapilacak ek randomize klinik ¢aligsmalar, Resveratrol ve diger

stilbenoidlerin giivenligini tespit etmek igin dnemlidir (AKinwumi et al., 2018)
4.25.1 Stilbenoidlerin Kanser Tedavisinde ve Kanserlerden Korumada Etkileri

Kanseri dnlemeye ve/veya tedavi etmeye yonelik miidahaleler, karsinojenezin baglama,
cogalma ve ilerleme gibi spesifik asamalarinda meydana gelebilir. Stilbenler, sitokrom
P450 (CYP) enzimlerinin spesifik izoformlarini inhibe ederek pro-karsinojenlerin
metabolik aktivasyonunu bloke ederler. Dolayisiyla, kiiltiire edilmis insan timor

hiicrelerinde karsinojenez bloklanir (Chang, Lee, & Ko, 2000; Chun et al., 2009).

Stilbenlerden Resveratrol, ayrica kanserojenlerin faz II metabolizmasini indiikleyerek
kansere karsi koruyabilir ve bdylece viicuttan atilmasini saglayabilir (Signorelli &
Ghidoni, 2005). Bu duruma fare epidermisinde, Uridin -5 Difosfo (UDP)
Glukuroniltransferaz ve NADPH: Kinon Oksidorediiktaz gibi metabolize edici enzimlerin
Resveratrol kaynakli aktivitesi 6rnek olarak gosterilebilir (Szaefer, Cichocki, Brauze, &

Baer-Dubowska, 2004). Resveratrol, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kanserin baslatilmasi

13



ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda rol oynayan p53, FoxO ve ATF3 genlerinin de dahil
oldugu transkripsiyon ve biiyiime faktorlerinin etkilerini baskilayarak kanserin

ilerlemesini 6nleyebilir (Whitlock & Baek, 2012).

Buna ek olarak, Resveratrol ve Pterostilben, meme, prostat, pankreas, karaciger ve
kolorektal kanser gibi ¢esitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikler ve kanser hiicresinin
proliferasyonunu Onler (Carter, D’Orazio, & Pearson, 2014; McCormack & McFadden,
2012).

Resveratrol ve Pterostilben’in antikanser o6zelliklerinin gosterildigi mekanizmalar,
apoptozisin indiiksiyonu, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, hiicre sikliistiniin
durdurulmasi ve anjiyogenezin inhibisyonu igermektedir (Kosuru, Rai, Prakash, Singh, &
Singh, 2016; Pavan et al., 2016).

4.2.6 Pterostilben
4.2.6.1 Pterostilben’in Kimyasal ve Biyolojik Ozellikleri

Pterostilben, ‘Trans-3,5-dimetoksi-4-hidroksistilben’ kimyasal adi ile bilinen dogal bir
diyet bilesigidir ve yaban mersininin birincil antioksidan bilesenidir. Diger stilben
bilesiklerine kiyasla Pterostilben’in biyoyararlanimmin fazla oldugu hayvan
caligmalarinda  gosterilmistir.  Yapilan hayvan calismalarinda, Pterostilben’in
biyouyumlulugu %80 iken, Resveratrol i¢cin bu degerin %20 oldugunu bildirilmistir
(Kapetanovic et al., 2011). Pterostilben’in Resveratrolden biyosentezi, tek karbon
gruplarinin transferini yapan enzim sinifindan biri olan EC 2.1.1.240 kodlu trans-
resveratrol di-O-Metiltransferaz (Resveratrol O-Metiltransferaz / Pterostilben Sentaz) ile

gerceklesir.

Pterostilben’in biyosentezi Sekil 4.2.3’te gosterilmistir (https://www.genome.jp/dbget-
binfwww_bget?K16040+2.1.1.240+R09872, Erisim tarihi: 27 Temmuz 2020).

14


https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?K16040+2.1.1.240+R09872
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?K16040+2.1.1.240+R09872

2 x S-Adenosyl -
L-Methionine

P o
0 ALY
2x VY )Y

|
He i3 NN
L I T

1 My
,/

Resveratrol

+—p 2X

HO
NH; =N
By e mefely
HO 2 ) oo \
N o

S-Adenosyl -
L-Homocysteine

Ho o oH M

Sekil 4.2.3. Pterostilben’in Biyosentezi
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Pterostilben molekiiliiniin, molekiil c¢izim programinda gosterim Sekil 4.2.4’de

gosterilmistir. In vitro ve in vivo modeller ile yapilan ¢alismalar, Pterostilben’in

antioksidan aktivite gosterdigini bildirmektedir. (McCormack, Denise; McFadden, 2013)

Sekil 4.2.4. Pterostilben Molekiiliiniin Discovery Studio Visualizer’de Gosterimi

X-Ism Difraksiyon Yontemi ile yapilan bir yapisal gosterim ¢alismasinda Pterostilben

molekiilii, fizyolojik kosullar altinda retinol baglayici protein ile bir kompleks olusturan

Transtiretin (Transthyretin) ile beraber kristalize edilmistir. Pterostilben molekiilii ve

Transtiretin’in retinol baglayici proteinle kristalografi yapisinda gosterimi Sekil 4.2.5’te

gosterilmistir (https://www.rcsb.org/3d-view/4WNS, Erisim tarihi: 27.07.2020).
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Sekil 4.2.5. Pterostilben’in Kompleks Formda X 1gin1 Difraksiyon Yontemi ile Gosterimi

4.2.6.2 Pterostilben’in Antioksidan Aktivitesi ve Hastalik Modifikasyonu

Insan hastaliklarmin tedavisinde ve oOnlenmesinde Pterostilben’in ¢oklu faydalari
bildirilmistir. Pterostilben’in, hem in vitro hem de in vivo modellerde terapétik yararlarini
gosteren antioksidan etkinligi bilinmektedir. Pterostilben’in antioksidan, anti-inflamatuar
ve normal hiicrelerin daha iyi islev gdstermesini saglayan ve malign hiicrelerin de
inhibisyonuna yol agan antikanserojenik etkilere sahip bir molekiil oldugu ¢aligmalarda

gosterilmistir (Remsberg et al., 2008; Rimando et al., 2002).

Pterostilbenin  antioksidan aktivitesi, antikarsinogenez, ndrolojik hastaliklarin
modiilasyonu, anti-inflamasyon, vaskiiler hastaliklarin gerilemesi ve diyabetin
iyilestirilmesi ile iligkilendirilmistir (Mannal et al., 2013; McCormack, Denise;
McFadden, 2013).

Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri bazi hastalik siireclerinin baslangicinda ve
patogenezinde rol oynarlar. Pterostilben, oksidatif stres (OS) ile hidrojen peroksit (H20>)

ve siiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini azaltir (Adly, 2010)

Ek olarak, Pterostilben uygulanan ¢esitli hiicre hatlarinda, katalaz antioksidanlar, total

glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve siiperoksit
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dismutaz (SOD) ekspresyonlarinin artmis oldugunu gosterilmistir (McCormack, Denise;
McFadden, 2013).

4.2.6.3 Pterostilben ve Kanser

Onemli kanitlar Pterostilben’in kanser, dislipidemi, diyabet, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklarinin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in farmakolojik agidan faydalara sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
Pterostilben’in iyi tanimlanmis farmakolojik etkileri antineoplastik, anti-enflamatuar ve
antioksidanlar olup, Pterostilben’in bazi malignitelerde gii¢lii bir antikanser ajani oldugu
klinik dncesi yapilmis ¢alismalarda bildirilmistir (Chen et al., 2018; McCormack, Denise;
McFadden, 2013).

4.2.6.4 Pterostilben ve Meme Kanseri

Meme kanserleri, meme parankim epitelinden, 6zellikle de terminal duktal lobiiler birimin
hiicrelerinden gelistigi disiiniilen adenokarsinomlardir. Diinyada, kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirli olan meme kanseri, kanser iliskili mortalitede akciger kanserinden
sonra %15’lik oraniyla ikinci sirada yer alir (Hortobagyi et al., 2005). Erkeklerde ise
meme kanseri yaklasik % 1 siklikta goriiliir (Fentiman, Fourquet, & Hortobagyi, 2006).

Pterostilbenin meme kanseri tizerindeki etkisi ile ilgili mevcut ¢aligmalar, in vitro olarak
calisilan meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttigini yoniindedir. Bununla
birlikte Pterostilbenin meme kanseri hiicre hatlarinda apoptozu, mitokondriyal
depolarizasyonu, siiper oksit anyonu ve Kaspaz 3 ile Kaspaz 7'yi arttirdigi gosterilmistir
(Alosi, McDonald, Schneider, Privette, & McFadden, 2010).

Pterostilben molekiiliinlin meme kanser hiicre hatlarina uygulanmasi ile yapilmis
calismalardan birinde, Pterostilben’in Tamoksifen ile birlikte aditif olarak inhibit6r etki

gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Mannal, McDonald, & McFadden, 2010).

Chakraborty ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada; Pterostilben’in meme kanseri

hiicrelerinde Kaspaz-3, Bax ve p53'lin indiiksiyonu yoluyla hiicre proliferasyonunu
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azalttigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Chakraborty, Gupta, Ghosh, & Roy,
2010).

Chakraborty’nin meme kanseri hiicre hatlarinda yaptig1 bir diger calismasinda, MCF-7
hiicrelerinin Pterostilben molekiiline uzun siireli maruz kalmasiyla, meme kanseri
hiicrelerinin morfoloji ve otofajinin aktivasyonu gibi normal epitel hiicresine
farklilasmasindan kaynaklanabilecek biiyiime durmasina neden oldugunu gostermektedir.

(Chakraborty et al., 2012).

Moon ve arkadaslarinin meme kanseri hiicre hatlarinda yaptigi baska bir calisma,
Pterostilben molekiiliiniin hiicrelere uygulanmasinin ardindan hiicrelerde sitokrom-c artigi
++>

oldugunu ve Pterostilben’in sitozolik Ca

gostermistir. Pterostilben molekiiliiniin, MDA-MB-231 hiicre hattinda MnSOD

un asirt yiikklenmesine neden oldugunu

(Manganese Superoxide Dismutase) aktivitesini 6nemli oOlgiide arttirdigi  ve

Pterostilben’in sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarinda belirgin artislara neden oldugu

gosterilmistir (Moon, McCormack, McDonald, & McFadden, 2013).

4.2.6.5 Pterostilben ve Diger Kanserler

Meme kanserinin haricinde Pterostilben ile ¢alisilmis diger kanserlerde Pterostilben’in
antikanserojen 6zellikte oldugunu destekleyen ¢alismalar mevcuttur. Gastrik, kolorektal,
karaciger, pankreas ve prostat kanserlerinde, Pterostilben’in kanser hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Klinige yansiyacak sonuglar i¢in, ¢alisilan bu
kanserlerde mekanizmalar1 aydinlatacak daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir

(McCormack, Denise; McFadden, 2013).

4.2.6.6 Pterostilben’in Kansere Kars1 Apoptotik ve Non-Apoptotik Aktiviteleri

Kiimiilatif kanitlar, Resveratrol’iin dimetile analogu olan Pterostilben’in, ¢esitli kanser
tiirlerinin Onlenmesi ve tedavisi i¢in apoptoza yol acarak ya da apoptozdan bagimsiz
etkilerle ¢ok iyi farmakolojik faydalara sahip olduguna isaret etmektedir (McCormack &
McFadden, 2012; Nagao, Jinnouchi, Kai, & Yanagita, 2017).
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Pterostilben’in kansere kars1 pro-apoptotik etkileri bulunmaktadir. Dolagimdaki timor
hiicrelerinin sadece % 0.01'inin kismen apoptoz gibi hiicre 6liimiine neden olan c¢esitli
streslere bagli olarak makro metastazlar tirettigi tahmin edilmektedir (Luzzi et al., 1998).
Bu nedenle, apoptozun baslatilmasi, metastatik kanserlerin tedavisi i¢in Onemli
stratejilerden biri olabilir. Buna gore, Pterostilben’in 6nemli anti-kanser etkilerinden biri,

hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yollar1 kolaylastirmaktir (Kosuru et al., 2016).

Pterostilben’in kansere karsi, apoptozu baslatict 6zellikteki mekanizmalar1 asagida

belirtilmistir (Chen et al., 2018) :

1.Endoplazmik retikulum stresi sinyalizasyonunun arttirilmasi
2. Otofajinin baslatilmasi

3. miRNA profillerinin diizenlenmesi

4.Biiyiime reseptorlerinin fonksiyonunun engellenmesi

5. Epigenetik yolaklar etkilemesi

Pterostilben’in pro-apoptotik etkileri kategorisinde, onkomikro RNA’larin ve biiylime
faktdrlerinin inhibe edilmesi, MTA1(Metastaz Iliskili Protein-1)'in inhibisyonu yoluyla
bir epigenetik modifikasyonun tetiklenmesi, endoplazmik retikulum sinyalizasyonu ile
iligkili proteinlerin ekspresyonlarinin arttirilmas1 ya da otofaji ile iligkili genlerin

ekspresyonunu otofajiyi ile azaltmasi bildirilmektedir (Chen et al., 2018).
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4.3 Warburg Etkisi

Kanser hiicreleri, bliyiimelerini, hayatta kalmalarini, ¢ogalmalarini devam ettirmek ve
indiiklemek i¢in enerji metabolizmalarini yeniden diizenlerler. Degistirilerek diizenlenen
bu metabolizmanin ortak Ozelligi, glukoz alimimin artmasi ve glukozun laktata

fermantasyonudur (Liberti & Locasale, 2016).

Temel makrobesin olan glikozun metabolizmasi, karbon baglarinin oksidasyonu yoluyla
enerjinin ATP bi¢iminde kullanilmasina izin verir. Bu siire¢ tim memeli yagamini
stirdiirmek i¢in gereklidir. Memelilerde, son tiriin laktat ya da mitokondrilerde gergeklesen
solunum yoluyla glukozun tam oksidasyonuyla olusan CO; olabilir. Tiimorlerde ve diger
cogalan ya da gelismekte olan hiicrelerde, ortamda oksijen varliginda ve tamamen igleyen
mitokondri varliginda dahi glukoz alim orani ve laktat iiretimi dramatik Slclide artar.
Mitokondri  iizerinden gergeklesen bu fenomen, ‘Warburg Etkisi’ olarak

isimlendirilmektedir (Liberti & Locasale, 2016).

Warburg Etkisi, 90 yili askin bir siiredir belgelenmis olup son 10 yilda, bu etkinin
nedenlerini ya da islevlerini olusturdugunu bildiren binlerce makale ile kapsamli bir
sekilde caligilmistir. Ancak, dikkatli bir incelemeden sonra, hiicre biiylimesi ve sagkalimi
icin faydalarinin heniiz ¢oziilmedigi ek olarak Warburg Etkisinin fonksiyonunun halen
belirsizligini korudugu anlasilmaktadir. Warburg Etkisi’nin fonksiyonu ile ilgili
retrospektif ¢alismalarda yer verilen Oneriler, bu etkinin avantajlar1 ve dezavantajlari
olarak ayrintili ele alindigin1 gostermektedir. Warburg Etkisi i¢in retrospektif makalelerde
onerilmis ve lizerinde tartigilan birkag biyolojik agiklamanin analizi agagida detayl olarak
ifade edilmektedir. Yapilan bu retrospektif ¢alismalarla, kanser metabolizmasindaki

mevcut fikirlere ek bir baglam getirilmesi amaglanmistir (Liberti & Locasale, 2016).
4.3.1 Warburg Etkisi’ne Tarihsel Bir Bakis

1920'lerde Otto Warburg ve meslektaslari, tiimorlerin ¢evre dokularda goriilenlere
kiyasla, ¢ok biiyiik miktarlarda glukoz aldiklarin1 gézlemlemistir. Buna ek olarak, oksijen

varliginda bile, laktat liretebilmek i¢in glikoz fermentasyonunun yapildigini ve bu nedenle
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de ‘aerobik glikoliz’ terimini kullanmistir (Otto Warburg, 1925). Bununla birlikte,
solunumun tek basina tiimoriin canliligini devam ettirebildigini de not etmislerdir. Bu
nedenle, tiimor hiicrelerini, enerjiden mahrum birakarak o6ldiirebilmek i¢in hem glukoz
hem de oksijenin ortadan kaldirilmasi gerektigi sonucuna varmislardir (B. Y. O. Warburg
& Wind, 1926).

Daha sonra, 1929 yilinda, Ingiliz biyokimyac1 Herbert Crabtree, Warburg'un ¢alismalarini
genisleterek timor tiplerinde glikolizin heterojenligini arastirmistir. Crabtree, Warburg'un
bulgularini dogrulamis. Ayrica, tiimorlerde solunumun biiytlikliigliniin, 6nemli miktarda
solunum sergileyen bir¢ok tiimor ile birlikte degistigini kesfetmistir (Crabtree, 1929). Bu
nedenle, Crabtree, sadece tiimor hiicrelerinin aerobik glikoliz sergiledigini degil, ayni
zamanda, muhtemelen cevresel veya genetik etkilerden dolayr da fermantasyonda

degiskenlik oldugu sonucuna varmistir (Crabtree, 1929).

Daha 6nce ortaya konulmus bulgularin aksine Warburg, daha sonra aerobik glikolizin esas
temelinin islevsiz mitokondri oldugunu ve bu olayin kanserin birincil nedeni oldugunu
ileri stirmistiir (O Warburg, 1956). Bu fenomen, daha sonra 1970'lerin baslarinda, 6nceki
verilerinin tiimorlerin solunum kapasitesi olduguna isaret eden Efraim Racker tarafindan
‘“Warburg Etkisi’ olarak adlandirilmistir. Racker, intraseliiler pH'daki dengesizliklerden
ATPaz aktivitesindeki bozukluklara kadar degisen Warburg Etkisi'nin kokenleri hakkinda
kendi teorilerini gelistirmistir (Racker, 1972).

Daha sonra Racker, Jeffrey Flier ve Morris Birnbaum tarafindan aerobik glikolizin,
biiylime faktorii sinyallemesi ile dogrudan regiile edilebilen kontrol edilebilir bir siire¢
oldugu gozlenmistir. O zamana kadar, onkogenlerin kesfi sayesinde, biiylime faktorii
sinyallemesinin anormal regiilasyonunun, onkogenezi baslatici bir olay olarak etkiledigi
sonucuna varilmistir. Boylece, bu gézlemlerde ortaya ¢ikan bulgular, Warburg'un kanser
biyolojisindeki hipotezine yeni bir anlam kazandirmistir (Birnbaum, Haspel, & Rosen,
1987; Boerner, Resnick, & Racker, 1985; Flier, Mueckler, Usher, & Lodish, 1987; Hiraki,
Rosen, & Birnbaum, 1988).
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Bununla birlikte, yakin zamana kadar, Warburg Etkisi'nin kanser patogenezinde bir
etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi, genetik ve farmakolojik calismalardan alinan
bulgularla tiimdr biiylimesi icin Warburg Etkisinin gerekli oldugunu gostermesiyle netlik

kazanmistir (Fantin, St-Pierre, & Leder, 2006; Hiraki et al., 1988).

Tiimdr metabolizmasi ile ilgili orijinal bulgulara geri doniildiigiinde, hem aerobik glikoliz
hem de mitokondriyal metabolizmanin hedeflenmesinin gerekebilecegi acik olarak
goriinmektedir. Tarih boyunca, Warburg Etkisi’nin islevleri tartismali bir konu olarak
degerlendirilmekte olup, giiniimiiz literatlirlerinde de timor biiyiimesi i¢in Warburg
Etkisi'nin islevlerinin heniiz net olarak bilinmedigi konular mevcuttur (Birsoy et al., 2015;

Flaveny et al., 2015; Sullivan et al., 2015; Viale et al., 2014).
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4.4 Laktat Dehidrojenaz
4.4.1 LDH Enzimi ve Inhibitorii

Laktat dehidrojenaz (LDH), substrat olarak NADH’y1 kullanarak NAD* kazanimiyla
piruvatin laktata doniistimiinii katalizleyen oksirediiktazlar sinifindan Kritik bir metabolik
enzimdir. Bakterilerden insanlara kadar c¢esitli organizmalarda bulunan Laktat

dehidrojenaz, tetramer olarak aktiftir (Kolappan et al., 2015).

Insanlarda LDH'nin iki ana izoformu bulunmaktadir. LDHA geni tarafindan kodlanan
LDHA, iskelet kas1 ve karacigerde bulunan bir homotetramerdir. LDHB ise LDHB geni
tarafindan kodlanan ve kalp dokusunda bulunan bir homotetramerdir. LDH-A, insanlarda
Glikoliz, Glukoneogenez, Sistein ve Metiyonin metabolizmasi, Piruvat Metabolizmasi,
Propanot Metabolizmasi, HIF-1 sinyalizasyon yolagi, Glukagon sinyalizasyon yolagi ve
kanserde merkezi karbon metabolizmasi ile iliskili yolaklarda etkin bir fonksiyona
sahiptir. Laktat Dehidrogenaz A’in 3 Boyutlu Yapisi Sekil 4.4.1°de gosterilmistir
(https://www.rcsb.org/3d-view/4OJN/1, Erigim tarihi: 27 Temmuz 2020).

Sekil 4.4.1. L-Laktat Dehidrojenaz A’nin 3 Boyutlu Yapisi
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Laktat dehidrojenazdaki katalitik mekanizma, izoformlar ve tiirler icinde korunmaktadir
(Kolappan et al., 2015). Cogu kanser hiicresi, glikozun laktata doniisiimii sonucunda LDH
seviyelerini arttirmast ile Warburg Etkisi olarak bilinen glikolitik bir fenotip
sergilemektedir. ATP'nin esas olarak aerobik glikoliz yoluyla tiretildigi bu Warburg etkisi,
piruvatin laktata doniistimiiniin LDH ile katalizlendigi metabolik yoldan ibarettir. Bu etki
neticede, LDH’yi onkoloji agisindan ¢ekici ve tedavi edici bir hedef konumuna getirmistir
(Hamanaka & Chandel, 2012; Vander Heiden, 2011; Otto Warburg, 1956). LDH’in

katalizledigi kimyasal reaksiyonun gosterimi Sekil 4.4.2°de gosterilmistir.

(https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?reaction+R00703+R01000+R03104,
Erisim tarihi: 27.07.2020).
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Sekil 4.4.2. LDH 1n Katalizledigi Kimyasal Reaksiyonun Gosterimi

LDH’nin, potansiyel bir terapotik hedef olarak gosterilmesi ile LDH izoformlarma
spesifik inhibitorler sentezlettirilerek, LDH izoformlarinin inhibe edilmesinin
amaclandigi calismalar yapilmistir. LDHA'nin shRNA (short hairpin RNA) ile
susturulmas1 ya da kiigiik bir molekiil ile inhibisyonu neticesinde, kanser hiicrelerinde
oksidatif hasar ve hiicre 6limii meydana gelir (Granchi, Roy, Giacomelli, et al., 2011,
Granchi, Roy, Mottinelli, et al., 2011). Bu nedenle, bu anormal fenotipi kullanarak ve
kanser hiicresi metabolizmasini bloke etmek i¢in kiigiik molekiillii LDH inhibitorleri aktif

olarak arastirilmaktadir (Billiard et al., 2013; Dragovich et al., 2013; Fauber et al., 2013).

LDHA’nin inhibisyonu, kanser hiicrelerinin enerjisini ve anabolik kaynagini kesmesi

anlamia gelmektedir. Boylece kanser hiicrelerinin metastatik ve invaziv potansiyelleri

24


https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?reaction+R00703+R01000+R03104

azaltilmis olur. Bu 6zelliklerinden dolay1 LDHA, yeni anti-kanser ajanlar1 i¢in potansiyel

bir hedef olarak diisiiniilmektedir (Granchi, Roy, Giacomelli, et al., 2011).

LDH enziminin metabolik yolakta gosterimi Sekil 4.4.3’te  gdsterilmistir.
(https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ko00010+K00016, Erisim tarihi:
27.07.2020).
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Sekil 4.4.3. LDH Enziminin (E.C.1.1.1. 27) KEGG Metabolik Yolaginda Gosterimi

25


https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ko00010+K00016

4.5 Kanser ve Enerji Metabolizmasi

Memeli hayatinin devam ettirilebilmesi i¢in gerekli olan glukoz metabolizmasi, karbon
baglarinin oksidasyonu ile ATP {izerinden devam etmektedir. Kanser hiicrelerinde ve
diger prolifere olan hiicrelerde, glukoz kullanimi ve laktat tiretimi fark edilir seviyede artis
gosterir. Mitokondri tlizerinden gerceklesen ve “Warburg Etkisi’ olarak isimlendirilen bu
degisim kanser hiicreleri i¢in glikoz alimmi ve glikolizi arttiracak sekilde
programlanmistir (Liberti & Locasale, 2016). Degismis enerji metabolizmasi, kanser
hiicrelerinde yaygin olarak goriilmekte olup, yeni bir kanser karakteristigi olarak da kabul

edilmistir (Hanahan & Weinberg, 2011).

Kanser hiicreleri enerji metabolizmalarini oksidatif fosforilasyondan aerobik glikolize
dogru yonlendirirler. Bu durumu Wang ve aragtirma grubu, Papiler Tiroid Karsinomali
hiicre hatlarinda gostermek amaciyla, metabolik bir inhibitor olan sentetik glukoz analogu
2-deoksi-D-glukozun (2-DG) anti-kanser aktivitesini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada
BRAFV600E mutasyonuna sahip olan BCPAP hiicre hatti ve BRAFV600E mutasyonu
olmayan CG3 hiicre hatlarinda tek basina 2-deoksi-D-glukoz ya da Doxorubisin ya da
Sorafenib ile  kombinasyon halinde 2-deoksi-D-glukozun (2-DG) etkisini
degerlendirmislerdir. BCPAP hiicrelerinin, CG3 hiicrelerine kiyasla, daha yiiksek hiicre
dis1 L-Laktat iiretimi, daha diisiik hiicre ici ATP diizeyi, diisiik oksijen tiiketim hiz1 (OCR)
ve oksijen tiiketim hizi/ hiicre dis1 asitlesme orani gostermistir. BCPAP hiicrelerinin, CG3
hiicrelerine kiyasla daha asidik oldugu ¢alismada gosterilmistir. Diisiik kombine dozlarda
2-DG ve Doksorubisin/Sorafenib'in terapétik etkilerinin, BRAFV600E mutasyonuna
bakilmaksizin, PTC hiicre hatlarinda tek basina Doxorubicin /Sorafenib'in yiiksek
dozlarina benzer oldugu da bildirilmistir (Wang et al., 2015).

Pankreatik duktal karsinomalarda enerji metabolizmas1 ile ilgili olarak ARF6
ekspresyonunun susturulmasinin, Extraselliiler Asitlik Oranina (ECAR) bakilarak PANC-
1 ve MiaPaCa-2 hiicrelerindeki glikolitik kapasiteyi inhibe ederken, Oksijen Tiketim

Oranina (OCR) gore de mitokondriyal solunumu arttirdigin1 gosterilmistir. ARF6’nin
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ekspresyonunun susturulmasi, GLUTI, HK2, LDHA’nin mRNA ve protein
ekspresyonlarini azaltmistir (Liang et al., 2017).

Bas ve boyun kanserli skuamdéz hiicre karsinomlarinda, Cetuximab’in LDH-A
ekspresyonunu ve enzimatik aktivitesini, glikolitik yolagin temel diizenleyicisi olan
transkripsiyon faktorii HIFla’nin ekspresyonunu azaltarak inhibe ettigi gosterilmistir.
Calismada, es zamanli olarak bas ve boyun kanserli skuamoz hiicre karsinomlarinin enerji
profilleri hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in ECAR ve OCR degerleri de sunulmustur (Lu,
Li, Luo, Liu, & Fan, 2013).

Kanser hiicrelerindeki metabolik degisikliklerin olusumunda 6nemli rol oynayan HIF1a
(hypoxia-inducible factor 1-alpha)’nin baskilanmasi ile ilgili bagka bir kanser enerji
metabolizmas1 aragtirmasinda Kolorektal kanser hiicreleri ile Ban ve arkadaslari
calismiglardir. Hipoksi kosullar1 altinda kolorektal kanser hiicrelerininde (HCT116)
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda HIF 1o’ nin birikimini, IDF-11774"n inhibe ettigi
gosterilmistir. Daha Once yapilan calismalarda, IDF-11774'tin, HSP70'in saperon
aktivitesini inhibe ettigi ve HIFla’ nin birikimini baskiladigi gosterilmistir. Kolorektal
kanser hiicrelerine IDF-11774'iin  uygulanmasi, HIFla’nin hedef genlerinin
ekspresyonunu azaltmasiyla, kanser hiicrelerinin anjiyogenezini baskiladigi goriilmiistiir.
Glukoz alimin1 azaltmasi dolayisiyla diisiik glikoz kosullari altinda hiicrelerin biiylimesini
duyarl hale getirip, kanser hiicrelerindeki ECAR ve OCR oranlarini da azaltmistir. IDF-
11774 uygulanan hiicrelerin metabolik enerji profillemesinde, Glikoliz ve Krebs
dongiistindeki ara triinlerle birlikte, diisiik seviyelerde NAD*, NADP®, ve Laktat agiga
cikardigr gosterilmistir. Buna ek olarak, artmis AMP ve azalmis ATP seviyeleri
gozlenmistir. Bu durum, AMP/ATP oranini arttirarak sonuglanmistir. AMP ile aktive olan
Protein Kinaz fosforilasyonunun da seviyesini arttirmig olup, bu artis, IDF11774
uygulanan hiicrelerde  mTOR  sinyallemesinin  inhibisyonunu  ydnlendirmistir.
Arastirmada, IDF-11774"lin, hipoksi ile indiiklenmis HIF1a birikimini baskiladigini ve
kanser metabolizmasi ile iliskili spesifik enerji liretimi ile timor biiyiimesini inhibe ettigi

gosterilmistir (Ban et al., 2017).
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Tiimdr enerji metabolizmasi alanindaki giincel gelismeler, metastaz ile metabolik yeniden
programlama arasindaki iliskiyi ve mekanizmasini arastirmaya yonlendirmektedir. Sun ve
arkadaslarinin bu alanda yaptiklar1 bir calismada, FAM210B'nin insan yumurta
kanserindeki roliinii aragtirmislardir. Hiicre proliferasyonu, koloni olusumu ve invazyon
analizlerinin yapildig1 ¢aligmada, insan yumurtalik kanseri xenograft modelinde, ShRNA
(short hairpin RNA) aracilifiyla FAM210B'nin inhibe edilmesinin tiimdr metastazina
etkileri gosterilmistir. FAM210B aracili metabolik yeniden programlamay1 saptamak igin
oksijen tiiketim orani ve hiicre dis1 asitlesme oranini da goz Oniinde bulundurarak
FAM210B'nin in vivo ve in vitro yapilmis ¢alismalarda, diisiik ekspresyonunun, azalmis
sag kalim ve metastaz ile anlaml1 korelasyonu oldugunu gostermislerdir. FAM210B’nin
kaybinin, artmis mitokondriyal solunum kapasitesine ve EMT programini aktive eden,
migrasyon ve invazif 0zellikleri arttiran PDK4 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 4)’iin
azalmis ekspresyonu {izerinden glikolizin azalmasina neden oldugunu literatiire
kazandirmiglardir. Calisma sonucunda ¢ikan verilerin, potansiyel bir metabolik hedef ve

kanser metastazi mekanizmasini agiga ¢ikarmaktadir (Sun et al., 2017).

Mitokondriyal biyoenerjetikler ile ilgili yapilan metabolizma c¢alismalari son zamanlarda
artis gostermektedir. Mitokondri, metabolik yollarin ve hayatta kalma sinyallerinin
entegrasyonunun ve odaklanmasinin, besinin kullanilabilirliginin ve hormon
stimiilasyonuna adaptif yanitin baslatilmasinin yeri olup, enerji lretiminin en iyi
oyuncusudur. Artan kanitlar, mitokondriyal biyoenerjetiklerin, metabolizmanin ve
sinyalizasyonun tiimorigenez ile baglantili oldugunu ortaya koymaktadir. Bu konu ile
ilgili olarak, organel biyogenezinin, oksidatif metabolizmanin ve hiicre yasaminin
diizenlenmesinin, mitokondrideki CAMP ve SRC sinyallemesinin entegre edilmesi gibi

alanlarda fonksiyon gosteren AKAP1 skaffold proteini de bu kapsamda arastirilmistir.

Rinaldi ve arkadaslarinin, AKAP1'in, Myc'nin transkripsiyonel bir hedefi olduguna ve
kanser hiicrelerinin biiyiimesini destekledigine dair kanitlarin sunuldugu bir ¢calismasinda,
mitokondri izerinde, AKAP1’in yeni bir komponenti olarak, 16sin sensorii ve mammalian
target of rapamycin (mTOR) inhibitorii olan Sestrin2 tanimlanmistir. AKAP1'in down

reglilasyonunun mTOR yolagina zarar verdigi ve glioblastoma biiylimesini engelledigi
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gosterilmistir. Arastirmada, glioblastoma hiicrelerinin biliylimesinde ve oksidatif
fosforilasyonunda, AKAP1 proteininin gerekli oldugu, kinetik oksijen tiikketim oranlarina
(OCR) bakilarak teyit edilmistir. Akciger kanserinde, AKAP1 ifadesinin, yiikksek Myc,
mTOR fosforilasyon seviyeleri ve hasta sag kalimu ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir.
Toplu halde bu veriler, mMTOR yolag: diizenlemesinde ve kanser gelisiminde, AKAP1'in
onceden bilinmeyen bir roliinii ortaya ¢ikarmakta olup, mitokondri {izerindeki
AKAP1/mTOR sinyal entegrasyonunun, kanser tedavisi i¢in yeni bir hedef
olusturabilecegini ongdrmektedir (Rinaldi et al., 2017).

Calismamizda, meme kanser hiicrelerindeki tiimor enerji metabolizmas: ile ilgili
edinilecek bulgular, aerobik glikolizin ve de mitokondriyal metabolizmanin giktilar:

olarak dl¢iilecek olan H' ¢ikisi ve Oz tiiketim hizi araciligi ile elde edilecektir (Sekil 4.5.1).

Cikanlar

OCR: Oksijen Tiiketim Orani
ECAR: Hiicre Disi1 Asitlik Orani

Sekil 4.5.1. Metabolik Akis Sisteminde Metabolik Yanitlarin OCR ve ECAR olarak Gosterimi

Calisilacak sistem, glikoliz yolaginda, glukozun parcalanmasinin ardindan olusan 3
Karbonlu Piriivat’in Laktik Asite doniismesiyle, hiicre medyumuna salinacak olan H*

iyonlarinin olusturdugu pH degisimini (ECAR) 6lcerken, es zamanli olarak da mitokondri
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matriksindeki elektron transfer sisteminden aktarilan elektronlarin ve serbest hidrojenlerin
bir araya gelmesi sonucunda oksijenin suya indirgenmesi reaksiyonundan faydalanilarak
O, tiiketimindeki veriyi kullanarak Oksijen Tiiketim Hizim1 (OCR) 06lger. Hiicrelere
uygulanan IC50 dozlarinin ardindan, bazal ve stres sonrasi hiicrelerin oksijen tiiketimi

(OCR) ve ekstraselliiler asidifikasyon hizi (ECAR) o6l¢iilecektir (Sekil 4.5.1 ve Sekil
4.5.2).

3 S Yiiksek H*
(1) () ©) ® ) ()  Konsantrasyonu
H
o ® @ ®® ®®®® a2
Zarl Rotenon @)
:rraas: J. Antimisin A OllgoFIs:‘r:"
H* = H*
H* []
Alan @ NADH A Siiksinat j_ A v i FCCP
. ~ Dehidrojenaz Sitokiom = A ATP G
Dehidrojenaz - rom = Oksid. Sentaz
z Kompleksi Rediiktaz =
Kompleksi - L Komplek:
0000000000000000000000¢ = %0000/ ‘.................. (1] .w‘ L
Mitokondri | $00000000RRRRRRRRRNRNRE. _ FEEEEC  HENRRRNIRNNNNNNN 0 "0QE
i¢ X 4
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Diisiik H' Konsantrasyonu

Sekil 4.5.2. Mitokondri Matriksinde Elektron Transfer Sistemi ve Oksidatif Fosforilasyon
Inhibitorleri

Mitokondride yer alan Sitokrom-c oksidaz kompleksi, solunum zincirinin H" pompalayan
son elemani oldugu i¢in elektronlar sitokrom-c’den oksijene aktarilir (Sekil 4.5.2).
Mitokondri i¢ membranina gomiilii kompleksleri inhibe edici kimyasallar, mitokondi
komplekslerindeki normal durumda meydana gelen elektron akisini engellerler. Rotenon,
Antimisin A, Oligomisin gibi inhibitorler sirayla NADH dehidrogenaz, Sitokrom
Rediiktaz ve Sitokrom-c Komplekslerini inhibe ederler. Karbonil siyaniir-4 fenilhidrazon
(FCCP) ise =zarlar arasi alandan mitokondri matriksine girecek olan H'lerin

ayristirilmasina neden olarak ATP sentezini bozar. FCCP, mitokondride oksidatif
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fosforilasyonun (OXPHOS) bir ayiricisi olarak fonksiyon gostermektedir. Calismamizda,
mitokondriyal inhibitorlerin uygulandigi stres durumunda hiicresel metabolizmanin

tepkisi de degerlendirilecektir.

Degismis enerji metabolizmalari, kanser hiicrelerinde yaygin olarak gozlenmekte olup,
yeni bir kanser karakteristigi olarak siniflandirilmaktadir. Literatiirde yer alan kanser
enerji metabolizmasi aragtirmalari incelendiginde meme kanseri hiicrelerinde Pterostilben
ve LDH-A inhibitériiniin kombine etkilerinin hiicrelerin enerji metabolizmalarina olan

etkilerinin yer aldig1 bir aragtirma bulunmamaktadir.

Meme kanseri ve diger kanserde enerji metabolizmalarinin degisimi ile ilgili
arastirmalardan ¢ikacak sonuglar, yeni kesiflerinin yapilmasini ve bu konuda yapilacak
ileri  seviyede c¢alismalar neticesinde, klinikte uygulanabilecek  sonuglar

saglayabileceginden tiim insanlik i¢in 6nem arz etmektedir.
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5. GEREC VE YONTEM
5.1 Gerec¢

5.11

Kullanilan Cihazlar

Thermo Maxisafe 2020 -Sinif II Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)
xCelligence- Gergek zamanli Hiicre Analiz Sistemi, Acea, Agilent, (A.B.D)
Inverted Mikroskop (Zeiss, Almanya)

Neubauer — improved Hiicre Sayim Lami, Isolab, (Almanya)

Pipet Adaptorii, Gilson, (Fransa)

Otomatik Pipet Seti, 0,5-2 ul; 2-20 pul; 20-200 pl;100-1000 ul) Gilson, (Fransa)
pH Metre, (Halo Wireless General Use), Hanna Instruments, (A.B.D)
Multimod Plaka Okuyucu, (Synergy HTX, BioTek, (A.B.D)

Inkiibatér, ESCO Cell Culture CO2 Incubator (A.B.D)

Doku Pargalayicisi, (TissueLyser LT, Qiagen), (Almanya)

Kullanilan Sarf Malzemeler

Ependorf Tiip 1.5 mL, Axygen (A.B.D.)

Ependorf Tiip 2.0 mL, Axygen (A.B.D.)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (Isvicre)

Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Filtreli Mikropipet Uclar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Falkon Tiip 50 mL, TPP (Isvigre)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (Isvigre)

Serolojik Pipetler (5mL, 10mL, 25 mL), Axygen (A.B.D.)
Kuvartz kiivetler

T25 Filtreli Flask, Greiner Bio One. (Avusturya)

T75 Filtreli Flask, Greiner Bio One. (Avusturya)

6’11 Hiicre Kiiltiir Plakasi, Greiner Bio One. (Avusturya)

2 mL’lik Dondurucu Tiipler, Greiner Bio One. (Avusturya)
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pH Olgiim Kagitlar1 (0-14), (Isolab, Almanya )

Lamel, Isolab, (Almanya)
Kullanilan Kimyasallar

Pterostilben, Sigma (A.B.D.)

Sodyum Okzamat (LDH-A Inhibitérii), Sigma (A.B.D.)
Paclitaxel (Ebetaksel), (A.B.D.)

D-MEM/F:12(1:1), Thermo Fisher (A.B.D.)

Fetal Bovine Serum, Thermo Fisher (A.B.D.)

DMSO (Dimetil Siilfoksit), Thermo Fisher (A.B.D.)
L-Glutamin, Thermo Fisher (A.B.D.)

D- Glucose, Sigma (A.B.D.)

Piruvat, Sigma (A.B.D.)

Tripsin-EDTA (% 0.25), Thermo Fisher (A.B.D.)
Penisilin-Streptomisin (10.000U/mL), Thermo Fisher (A.B.D.)
Phosphate Buffered Saline, pH 7.4, Sigma, (A.B.D.)
Trypan Blue, (Tripan Mavisi), Sigma, (A.B.D.)

Kullanilan Cozeltiler

0,1 M HCI

0,5 M NaCOH

% 4’lik PFA (Paraformaldehit) Soliisyonu
% 70’lik Etil Alkol

% 0.4°lik Tripan Blue Soliisyonu

Kullanilan Kitler

0,1 M HCI
0,5M NaCH
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% 4’lik PFA (Paraformaldehit) Soliisyonu

% 70’lik Etil Alkol

% 0.4°lik Tripan Blue Soliisyonu

Seahorse, Glikoliz Stres Kiti (Agilent, Seahorse, A.B.D)
Seahorse Mito Stres Kiti (Agilent, Seahorse, A.B.D)
Seahorse XF Enerji Fenotipi Kiti (Agilent, Seahorse, A.B.D)

Kullanilan Hiicre Kiiltiirleri

MCF-7 (ATCC HTB-22), (A.B.D)
MDA-MB-231 (ATCC CRM-HTB-26), (A.B.D)
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5.2 Yontem
5.2.1 Hicre Kiiltira

Calismada, ticari olarak satilan meme kanser hiicre hatlarindan olan MCF-7 (ATCC®
HTB-22) ve MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26) kullanildi. Meme kanser hiicre
hatlart American Type Culture Collection (ATCC)’den satin alindi. Her iki hiicre hatti
saglikli ¢ogalmalarinin gozlendigi pasaja kadar cogaltildi. MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar1 da ayni pasaj sayisinda (4 pasaj) cogaltildi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 deneylerde kullanilmak iizere %10 fetal sigir serumu (EU-
Approved, Thermo Fisher) ve %21 Penisilin- Streptomisin (Thermo Fisher) ile
desteklenmis Dulbecco's Modified Eagle Medium /F12 (1:1)(CE) (Thermo Fisher)’dan
olusan kiiltiir ortami kullanilarak 37°C’de ve % 5 CO; iceren inkiibatér ortaminda 25

cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarinda inkiibe edilerek esit kosullarda cogalmalar1 saglandi.

Tablo 5.2.1. Calisilan Meme Kanser Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Hiicre

Hatt1 Hiicre Tipi Hasta / Saghkli- Organ Tanisi-Evresi immun Profili
69 Yas Kadin- HER2(-)
: Metastatik alandan ; E.R(+)
MCF-7 Epitel . Adenokarsinoma P.R(+)
tiiretilmis meme, meme ’
bezi. Plevral eflizyon
51 Yas Kadn- HER2(-)
; . E.R(-)
MDA-MB-  Epitel  (KRAS Metastatik alandan -
Adenokarsinoma -
231 CRM) tiretilmis meme, meme P-RC)

bezi. Plevral eflizyon

MCEF-7 hiicre hattinin immun profili, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 HER2
acisindan (-), Estrogen receptor (E.R) agisindan (+) ve Progesterone receptor (P.R)

acisindan ise (+)’tir.

MDA-MB-231 hiicre hattinin immun profili ise; HER2(-), E.R(-) ve P.R(-)’dir. Her ii¢

reseptOr agisindan negatiftir (Triple Negative).

Calisilan meme kanser hiicre hatlarinin 6zellikleri Tablo 5.2.1°de gosterilmistir.
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5.2.1.1 Sekonder Hiicrelerin Cozdiiriilmesi Protokolii

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Calisilacak olan laminar akis kabini, hiicreler kabine getirilmeden 30 dakika 6nce
ultraviye 1s1g1na maruz birakilarak steril edildi.

2ml’lik dondurucu tiip (cryo) igerisindeki hiicreler -80°C’den 37°C’lik su
banyosuna alindi.

Complete Medium (Tamamlanmis Medyum) +4°C’den ve FBS (Fetal Bovine
Serum) -20°C’den alinarak sicakligi 37°C’ye ayarli su banyosunda ¢6zdiiriildii.
Ultraviyole 1s18a maruz birakilan laminar akis kabininin i¢i 30 dakika sonra sirasiyla
steril distile su ve %70’lik etil alkol ile silinerek steril edildi.

Kullanilacak ekipmanlar %70’lik etil alkol ile silinerek laminar akis kabinine alindi.
15 ml’lik falkon igerisine 10 ml FBS free medyum aktarildi.

Uzerine 37°C’ye ayarli su banyosunda ¢dziinmiis olan hiicreler damla damla
aktarilarak 1 ml ilave edildi.

Sogutmali santrifiijde oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Hiicreleri kaldirmadan siipernatant ¢ekilip uzaklagtirildi.

Pelletin iizerine sirayla 6nce 1 ml, ardindan 4 ml Complete Medium (Tamamlanmis
Medyum) ilave edilerek pipetaj yapildi.

Ardindan 5 ml daha Complete Medium (Tamamlanmis Medyum) ilave edilerek
pipetaj yapildi.

Hiicreler ve medyum falkondan flaska aktarildi.

Flask hafifce calkalanarak hiicrelerin homojen dagilmasi saglanda.

Flaskin iizerine agilan pasaj sayisi, hiicre hatti, pasaji yapan kisinin adi ve tarih
bilgileri yazildi.

Flask icerisindeki hiicreler, invert mikroskopta kontrol edildikten sonra, flaskin
kapagi tam kapatilmayacak sekilde 37°C’ye ayarli %5 CO: igeren inkiibator
ortaminda inkiibe edilerek ¢ogalmaya birakildi. Hiicreler diizenli olarak invert
mikroskopta hiicrelerin morfolojisi ve sayisi yoniinden incelendi. Hiicrelerin
durumuna gore ortalama 2 giinliik araliklarla pasaj yapildi.

Kabin i¢i sira ile steril distile su ve %70’lik etil alkol ile silindi.
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5.2.1.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi Protokolii

© © N o

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Calisilacak olan laminar akis kabini, calisiilmadan 30 dakika 6nce ultraviye 1s181na
maruz birakilarak steril edildi.

Complete Medium (Tamamlanmis Medyum) +4°C’den ve FBS (Fetal Bovine
Serum) -20°C’den alinarak sicakligi 37°C’ye ayarli su banyosunda ¢6zdiiriildii.
Ultraviyole 1s18a maruz birakilan laminar akis kabininin i¢i 30 dakika sonra sirasiyla
steril distile su ve %70’lik etil alkol ile silinerek steril edildi.

Kullanilacak tiim ekipmanlar %70’lik etil alkol ile silinerek laminar akis kabinine
alindi.

%090 hiicre yogunluga ulasan flasklar, %5 CO: igeren inkiibatdrden ¢ikarilarak
laminar akis kabinine alindi. Istenilen hiicre yogunlugu seviyesine ulasamayan
flasklardaki hiicrelerin inkiibasyonuna devam edildi.

Flask dik konumda iken igerisindeki medyum maksimum seviyede uzaklastirildi.
Hiicreleri kaldirmayacak sekilde 3,5 ml FBS-Free Medyum ile yikama yapildi.

1 ml Tripsin ile 2-3 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Tripsin ile muamele edilmis hiicreler falkon tiiplere aktarildi ve iizerine 10 ml FBS
iceren Complete Medium (Tamamlanmis Medyum) konuldu. Nétralizasyon
saglandi.

1000 rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 falkondaki siipernatant maksimum seviyede uzaklastirildi.
Pelletin tlizerine sirasiyla 1 ml, 4 ml ve Sml Complete Medium (Tamamlanmis
Medyum) ilave edildi ve hafif¢e karistirildu.

Hiicrelerle birlikte medyum flaska aktarildi. Hiicrelerin homojen dagilmasini
saglamak amaciyla hafif¢ce ¢alkalandi.

Flaskin tlizerine acilan pasaj sayisi, hiicre hatti, pasaji yapan kisinin ad1 ve tarith
bilgileri yazildi.

Flask igerisindeki hiicreler, invert mikroskopta kontrol edildikten sonra, flaskin
kapag1 kapatilarak 37°C’ye ayarli %5 CO: iceren inkiibator ortaminda inkiibe

edilerek cogalmaya birakildi. Hiicreler diizenli olarak invert mikroskopta hiicrelerin

37



16.

morfolojisi ve sayis1 yoniinden incelendi. Hiicrelerin durumuna gore ortalama 2
giinliik araliklarla pasaj yapildi.

Kabin i¢i sira ile steril distile su ve %70’lik etil alkol ile silindi.

5.2.1.3 Hiicrelerin Dondurulmasi Protokolii

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

Calisilacak olan laminar akis kabini, ¢alisilmadan 30 dakika dnce ultraviye 1s18ina

maruz birakilarak steril edildi.

Complete Medium (Tamamlanmig Medyum) +4°C’den ve FBS (Fetal Bovine

Serum) -20°C’den alinarak sicakligi 37°C’ye ayarli su banyosunda ¢6zdiiriildii.

37°C’ye ulasan FBS ile %10’luk 2 ml hacimde DMSO hazirland1 (0,2 ml
DMSO + 1,8 ml FBS)

Ultraviyole 1s18a maruz birakilan laminar akis kabininin i¢i 30 dakika sonra sirasiyla

steril distile su ve %70’lik etil alkol ile silinerek steril edildi.

Kullanilacak tiim ekipmanlar %70’lik etil alkol ile silinerek laminar akis kabinine

alind1.

%90 hiicre yogunluga ulasan flasklar, %5 CO; igeren inkiibatorden ¢ikarilarak

laminar akis kabinine alindi. Istenilen hiicre yogunlugu seviyesine ulasamayan

flasklardaki hiicrelerin inkiibasyonuna devam edildi.

Flask dik konumda iken igerisindeki medyum maksimum seviyede uzaklastirildi.

Hiicreleri kaldirmayacak sekilde 3,5 ml FBS-Free Medyum ile yikama yapildi.

1 ml Tripsin uygulanarak 2-3 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

1 ml Tripsin igeren hiicreler falkona alindi, lizerine 10 ml FBS igeren Complete

Medium (Tamamlanmis Medyum) konuldu ve nétralizasyon saglandi.

1000 rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

Falkondan stlipernatant maksimum seviyede uzaklastirildi.

Uzerine 2 ml %10’luk DMSO eklenerek hafifge calkalama ile homojen hale getirildi

2 adet dondurucu (cryo) tiipiine her birine 1’er ml gelecek sekilde aktarildi.

Dondurucu (cryo) tiiplerin iizerine pasaj no, hiicre hatti, kisinin ad1 ve tarih bilgileri

yazildu.

Dondurucu (cryo) tiipleri -80°C’ye kaldirildi.
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17. Kabin i¢i sira ile steril distile su ve %70’lik etil alkol ile silindi.
5.2.1.4 Hiicrelerin Sayim Protokolii

1.  Her pasaj isleminin ardindan hiicre canlilifi Tripan Blue Soliisyonu kullanilarak
yapildi. Tripan Blue boyasini hiicre zarindan gec¢irmeyen hiicreler, canli hiicreler
oldugu i¢in bu 6zellikten faydalanildi.

2.  Hicre kiiltiir medyumu ile dilue edilmis hiicrelerden 5 pl alinarak tizerine 45 pl
Tripan Blue boyasi eklenerek 1,5 ml’lik tiip icerisinde karistirilda.

3. Bukarisgimdan 10 pl Neubauer lami iizerine aktarilarak lam tizerindeki bolmelerde
yer alan hiicreler invert mikroskopta sayildi (Sekil 5.2.1).

4.  Bulunan sonug, diliisyon faktorii ile ¢carpilarak,1 ml medyumda yer alan canli hiicre

say1st hesaplandi.

Sekil 5.2.1. Neubauer Lami Yandan Goriintisi
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5.2.2 Deney Gruplarimnin Olusturulmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda, Pterostilben’in sitotoksik
etkilerini incelemek amaci ile asagida belirtilen deney gruplar1 ve her grubun altinda alt

deney kollar1 olusturuldu.

GRUP-1: Deney grubu olarak MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullanildi.

A- Kolu: [MCF-7 Hiicre Mediumu] (Negatif kontrol)

B- Kolu: [MCF-7 Hiicre kiiltiiri+Medium] + (Pozitif kontrol) Paclitaxel (IC50 doz)
C- Kolu: [MCF-7 Hiicre kiiltiiri+Medium] + Pterostilben (IC50 doz)

D- Kolu: [MCF-7 Hiicre kiiltiiri+Medium] + LDH-A inhibitéri (IC50 doz)

E- Kolu: [MCF-7 Hiicre kiiltiiri+Medium] + LDH-A inhibitorii + Pterostilben (IC50

GRUP-2: Deney grubu olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti kullanildi.

A- Kolu: [MDA-MB-231 Hiicre Mediumu] (Negatif kontrol)

B- Kolu: [MDA-MB-231 Hiicre kiiltiiritMedium] +(Pozitif kontrol) Paclitaxel
(IC50 doz)

C- Kolu: [MDA-MB-231 kiiltiiriitMedium] + Pterostilben (IC50 doz)
D- Kolu: [MDA-MB-231 Hiicre kiiltiiri+Medium] + LDH-A inhibitorii (IC50 doz)

E- Kolu: [MDA-MB-231 Hiicre kiiltiritMedium] + LDH-A inhibitéri +
Pterostilben (IC50 doz)
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5.2.3 Gercek Zamanh Sitotoksiste Testi Ile laglarin IC50 Dozlariin Belirlenmesi

Deney gruplarinda yer alan meme kanseri hiicrelerinde Pterostilben, LDH-A inhibit6rii ve
Paclitaxel’in sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla IC50 ilag doz belirlemesi yapildi.
Segilen ilaglar igin, IC50 dozu (Half Maximal Inhibitory Concentration) hiicrelerde
canliligin %50 oraninda inhibe edildigi ila¢ konsantrasyonu olarak temel alindi. 1C50
degeri, hiicre canliligini/ sayisin1 deneyin baslangicina oranla %50 oraninda azaltan ilag
konsantrasyonudur ve hiicrelerin net kaybimi ifade etmektedir. Hiicre canliligi, ilagla
muamele edilmemis kontrol hiicrelerinin canliliginin %100 olarak ifade edilmesiyle

gosterilmistir.

Pterostilben ve LDH inhibitorii Sodyum Oxamatin literatiirde daha 6nce yapilmis IC50
degeri arastirildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in ¢alisilacak uygun
konsantrasyon araligina karar verildi (Alosi et al., 2010). Daha sonra MCF-7 hiicre hatti
icin Pterostilben 20-40-60-80-100-120 uM konsantrasyon araliklari ve Sodyum oxamatin
icin 10-20-40-60-80 mM konsantrasyonlarinin IC50 dozunu belirlemek i¢in uygun
olduguna karar verildi. MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in Pterostilben 40-80-100-150 uM
konsantrasyon araliklart ve Sodyum oxamat igin 40-60-80-100-120-160 mM

konsantrasyonlarinin IC50 dozunu belirlemek i¢in uygun olduguna karar verildi.

Calismanin pozitif kontrolii olan Paclitaxel, ticari adi Ebetaksel olan s1v1 flakon (6mg/mL)
seklinde temin edildi, Paclitaxel test ilag konsantrasyonu (TDC) degerine gore hazirlandi.
TDC, test ilag konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir ve TDC degerleri
farmokokinetik/klinik bilgi ve deney sonuglarinin degerlendirilmesi ile belirlenmektedir.
%100 TDC degerleri literatiirde, yaklasik olarak plazma pik konsantrasyonlarina karsilik
gelmektedir (Andreotti et al., 1995). Paclitaxel igin test ilag konsantrasyonu 16,9 uM
olarak belirlenmistir. (Hunter EM1, Sutherland LA, Cree IA, Subedi AM, Hartmann D,
Linder D, 1994).

Doz belirlemesinden sonra, deneysel uygulamalar 96 kuyucuklu plakalarda
gerceklestirildi. Pozitif ve negatif kontrol dahil olmak iizere tiim ¢aligma 3 tekrar olarak

Xcelligence cihazinda ¢alisilmak tizere ¢alisma plani olusturuldu (Tablo 5.2.2).
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Tablo 5.2.2. Pterostilben ve Sodyum Oxamat’in MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda

Kullanilan Konsantrasyon Araliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MCF-7 Hiicre Hatti MDA-MB-231 Hiicre Hatt1
20 uM 20 uM 20 uM 10mM | 10mM | 10mM 40 pM 40 uM 40 uM 40mM | 40mM | 40mM
A Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A
n n n inh. inh. inh. n n n inh. inh. inh.
40 pM 40 uM 40 uM 20mM | 20mM | 20 mM 80 uM 80 uM 80 uM 60mM | 60mM | 60mM
B Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A
n n n inh. inh. inh. n n n inh. inh. inh.
60 uM 60 uM 60 uM 40mM | 40mM | 40mM 100 uM 100 uM 100 uM 8omM | 80omM | 80mM
C Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A
n n n inh. inh. inh. n n n inh. inh. inh.
80 uM 80 uM 80 uM gomM | 6omM | somm | 150 um 150 uM 150 uM ey w0 ey
D Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH-A LDH-A LDH-A
n n n Inh. Inh. Inh. n n n p £ p
Inh. Inh. Inh.
120 120 120
100 pM 100 uM 100 uM 80mM | 80mM | 80mM
: . . X i i 16,9 uM 16,9 M 16,9 uM mM mM mM
E Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe LDH A LDH A LDH A Taxol Taxol Taxol LDH-A LDH-A LDH-A
n n n Inh. Inh. Inh. P : P
Inh. Inh. Inh.
120 pM 120 uM 120 uM 169 16,9 16,9 e o0 e
F Pterostilbe Pterostilbe Pterostilbe uM uM uM (-) Kontrol (-) Kontrol (-) Kontrol LDH-A LDH-A LDH-A
n n n Taxol Taxol Taxol : : :
Inh. Inh. Inh.
Sadece Sadece Sadece 16,9 16,9 16,9
G lizxﬁllvl 1$2xg:\ﬂ Ii:xléllvl Ko(r;zrol Ko(r;zrol Ko(rgrol MDA-MERIDA-ME- | "MBLMB- uM HM uM
231 231 231 Taxol Taxol Taxol
Sadece Sadece Sadece - - -
H | () Kontrol | ()Kontrol | ()Kontrol | yor | Mce7 | MR- Kontrol | Kontrol | Kontrol

Bunun i¢in ilaglarin seri diliisyonlar1 kuyulara yerlestirilerek hiicre indeks ve sayisindaki

degisimler, Ger¢ek zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Xcelligence Real Time Cell Analyzer,

ACEA Biosciences) kullanilarak degerlendirildi (Sekil 5.2.2).
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Sekil 5.2.2. Gergek zamanli Hiicre Analiz Sisteminde Empedans Olgiimiine Dayanan Analiz
Ekipmanlar

Sisteme ait olarak tasarlanan 96’11 E-plate igerisine her bir kuyucuk i¢in 200 pL hiicre
kiiltiir ortaminin hacmine 1x10 hiicre denk gelecek sekilde 96’11 E-plate’e hiicre ekimi
gerceklestirildi. Hiicreler, 24 saat boyunca 37°C’de, %5°lik CO2 igeren ortamda gergek
zamanl goriintiilendi ve 24. saatinde 96’11 E-plate igerisindeki tiim kiiltiir ortami ¢ekilerek
ilaglara yonelik farkli konsantrasyonlar uygulandi. Hiicrelerin 48 saat boyunca, her 15

dakikada bir hiicre indeksi Ol¢iimii alindi.

Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi, hiicrenin empedans dl¢iimiine dayanan bir analiz
yontemidir.  Sekil 5.2.3’de Empedans Temelli Hiicre Goriintiilemesi gosterilmistir
Sisteme ait plakada her bir kuyucukta yer alan opak mikroelektrotlar her bir kuyucuktaki
hiicre ¢ogalmasini detekte ederek akimdaki degisime bagl olarak ger¢ek zamanli olarak

hiicre 6l¢limiiniin zamana bagli grafigini vermektedir.
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iyon Akimi

Hiicre Kiiltuiri
Medyumu

‘T Hiicre

/Tabaka5|
M_ Ekstraseliiler
Matriks

Sekil 5.2.3. Empedans Temelli Hiicre Goriintiilemesi

Sistemin plakalarina hiicre eklenmeden 6nce kiiltiir ortami {izerinden, plakada yer alan
mikroelektrotlar (Sekil 5.2.4) arasinda elektrik akimi aktifken sisteme hiicrelerin
eklenmesi ile hiicreler elektrotlar ilizerine yapisip ¢ogalmaya baslarlar ve nihayetinde
elektrik akimi engellenir. Burada hiicrenin empedans dl¢iimiine gore hiicre sayis1 analiz

edilir.

Altin elektrotlu plaklar

Sekil 5.2.4. Plakalarda Yer Alan Altin Elektrotlarin Gosterimi

Mikroelektrotlar {izerinde hiicre yayilmasi ile degisen akimin 6lgiilmesi Ve zamana bagh

olarak grafiklenmesi sistemden otomatik olarak aktariimaktadir. Sekil 5.2.5°te
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Mikroelektrotlar {izerinde hiicre yayilmasi ile degisen akimin 6lgiilmesinin empedansa

etkisi gosterilmistir.

Elektrotta Hiicre Yok

Attt O P L,

Baseline

Elektrotta 1 Hiicre Var

Empedans

Elektrotta 2 Hiicre Var

Z - ZHucrez
iki Kat Empedans

Elektrotta 2 Giiclii
Baglanmis Hiicre Var

Z = ZHucre3
ileri Empedans

Sekil 5.2.5. Mikroelektrotlar iizerinde hiicre yayilmasi ile degisen akimin 6lgiilmesi

Hiicre canlilig1 grafigi, hiicrelerin kullanilan molekiile verdigi yanita dayali olarak yiizde
bliyiime orani kullanilarak sunulacaktir. Yiizde biiylime orani, ilag/molekiil ilave
edilmemis kontrol ve deneyin sifir noktasindaki hiicre sayilarinin orani kullanilarak tespit
edilmistir. Deneyin bagindaki sifir zamani (time zero, Tz) kontrol (C), ve bilesiklerin
bulundugu konsantrasyonlarda yapilan 6l¢iim (T1) degerleri kullanilarak inhibisyon orani

yiizde cinsinden hesaplanmustir.

IC50 degeri: [(Ti-Tz) / Tz] x 100 = -50 formiilii kullanilmistir.
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Microsoft Excel Programi aracilifiyla uygulanan doza kars1 % hiicre sitotoksisite egrisi

cizilerek, hiicrelerde canliligin %50 oraninda inhibe edildigi IC50 degeri hesaplandi.
5.2.4 Asetil KoA Eliza Analizi

Asetil CoA seviyesinin belirlenmesi i¢gin Human Acetyl-CoA ELISA Kit kullanarak
6l¢tim yapildi. Asetil KoA seviyesinin 6l¢iimii, enzime bagli sandvi¢ immiin-sorbent tahlil
teknolojisine dayanmaktadir. Iki antikorun aym protein {izerindeki farkli epitoplar:
tanimasiyla yiiksek hassasiyette sonug¢ verebilen bu teknolojide, test kitinde yer alan 96
kuyucuklu plakalara anti-Asetil-KoA antikoru 6nceden kaplanarak hazir hale getirilmistir.
Analit (tespit edilecek numune), antikor ile kaplanmis mikroplakaya aktarildiktan sonra,
antikorun (yakalama antikoru) uygun bolgesinden tutunur. Testte, Biotin konjuge anti-
Asetil-KoA antikorlari, tespit antikorlar1 olarak kullanilmaktadir. Testin ¢aligma prensibi

Sekil 5.2.6°da gosterilmistir.

/ N A E \ / 2
( \ ( Biotin . \ [ HRP Polimer ‘ ;MbBt .
Analit Biotin \_ - \ L'\s N
oo X
Q“oo
A A=A A LA A=A
Yy Y Y'v'Y il el
4 Pohmer\ Pollm\ef TMB Substrat
Antikor Biotin \
Kaplanmig Bioti
Mikroplaka N\ o a) Biotin 4 R
1 g s Dur
Y Analit + Antikor
Biotin
Biotin Konjuge
Tespit Antikoru

Sekil 5.2.6. Asetil KoA Eliza Analizi Caligma Prensibi

Hiicre lizatlarimin hazirhigi i¢in yapisik hiicreler ig¢in Onerilen 6n islem basamagi
uygulanmustir. Hiicre kiiltiiriinde bliyliyen hiicreler, %80-%90 yogunluga erisince hiicre
kiltiir ortam1 ¢ekilerek, ardindan hiicrelere taze kiiltlir ortami eklenmistir. Memeli
hiicrelerinden proteini etkili bir sekilde lize edip ve ¢ikarmak i¢in kitin bu 6n islem i¢in

onerdigi RIPA Lysis Buffer kullanilmistir. On islemin ardindan kit protokoliinde
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belirtildigi gibi diliisyonlar yapilarak Standartlar, spesifik gruplara ait hiicre lizatlar1 ve
biotin konjuge edilmis tespit antikorlari kuyucuklara eklenerek ve kit prosediiriinde
belirtildigi gibi yikamalarin  gerceklestirilmesi ile baglanmamis konjugatlarin

uzaklagtirilmasi saglanmistir. Asetil KoA 6l¢iimii i¢in deney plani tasarimi

Sekil 5.2.7°de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MCF-7 Hiicre Hatt1 MDA MB 231 Hiicre Hatt1
Ptero- Ptero- Ptero- Ptero-
stilben stilben stilben stilben
A LDH-A LDH-A Ptero- Ptero- + o LDH-A LDH-A Ptero- Ptero- + +
inh. inh. stilben | stilben LDH- inh. inh. stilben | stilben LDH- LDH-
LDH-A
A inh A A
inh. ’ inh. inh.

B Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6

C Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6

) () ) Q] ) ) Q] Q]
D Kontrol Kontrol Std. 7 Std. 7 Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Std. 7 Std. 7 Kontrol | Kontrol

Sekil 5.2.7. Asetil-KoA Olgiimii icin Deney Plan1

Ikinci bir Biotin konjuge antikor (tespit antikoru) eklenir ve yakalanan analite baglanir.
Baglanmamis tespit antikoru yikanir. Streptavidin-HRP Polimeri, tespit antikoruna
baglanmak icin kullanilir. Baglanmamis Streptavidin-HRP yikanir. Kuyucuklara
tetrametilbenzidin (TMB) substrat soliisyonu eklenir. TMB, asidik durdurma cozeltisi
ilave edildikten sonra sartya doniisen mavi renkli bir iirlin lretmek icin HRP ile
katalizlenmektedir. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra sari rengin olusmasi
saglanmistir. Sar1 rengin yogunlugu, plakada yakalanan Asetil KoA 6rnek miktariyla

dogru orantilidir. Absorbansin 450nm'de 6l¢iilmesinin ardindan 6rneklerde mevcut olan
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Asetil KoA konsantrasyonu standartlar araciligi ile elde edilen kalibrasyon egrisi araciligi

ile hesaplanmistir. Asetil KoA standartlarin hazirlanisi Sekil 5.2.8°de gosterilmistir.

03ml 03ml 03ml 03ml 0,3ml

Vil

Baslangi¢
Tapii

1/8 116  1/32  1/64

Blank
(Kér)

Y

0

Sekil 5.2.8. Asetil-KoA Standartlarinin Hazirlanist

Asetil Koenzim A Eliza Testi i¢in kalibrasyon egrisi asagidaki sekilde gosterilmistir

(Sekil 5.2.9).

Asetil KoA

5 e

0,5 R

0 20 40 60 80 100

Sekil 5.2.9. Asetil KoA Kalibrasyon Egrisi

120
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5.2.5 Laktat Analizi

Laktat dehidrojenaz hayvanlarda, bitkilerde ve prokaryotlarda bulunan, piruvatin laktata
dontlistimiinti katalize eden, ¢ift yonlii c¢alisabilen bir enzimdir. Laktat dehidrojenaz,
piruvatin laktata doniisiimiinii katalize ederken, NADH’1 NAD+’a doniistiirerek hiicre i¢in
saglanmas1 gereken NAD+’lar1 geri kazanmis olur. Reaksiyon ¢ift yonlii gerceklesebilen
bir reaksiyon oldugundan ayni zamanda Laktat Dehidrojenaz, Laktat’in Piruvata
oksidasyonunu da katalize eden bir hidrojen transfer enzimidir. L(+)- Laktat, insan ara
metabolizmasinda olusan baslica laktat stereoizomeridir. L(+)- Laktat, kanda 1-2 mmol /

L seviyelerinde bulunur.

O.. .-0
- NADH + H* NAD"* e ioad
0% O < » HO——C—H
Y |
CHs NAD* NADH + H* CHsx

Laktat Dehidrojenaz

:

Sodyum Okzamat

Sekil 5.2.10. Laktat Dehidrojenaz’in Sodyum Oxamat aracilityla Inhibisyonu

Her iki hiicre hattindaki spesifik gruplara uygulanan Pterostilben, Laktat Dehidrojenaz
inhibitorii (Sodyum Oxamat) ve her iki molekiiliin de IC50 konsantrasyonlar1 baz alinarak
hazirlanan kombinasyonlu dozlarimin uygulandigi orneklerde, Laktat metabolizmasi
hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in Piriivat’in Laktat’a doniisiimiine bakilmistir.

Pirtivat’in Laktat’a indirgendigi bu reaksiyonda NADH, NAD+’a oksitlenir.

Laktat Dehidrojenazin, Sodyum Oxamat aracili inhibisyonuyla NADH’in NAD+’a
doniislimiiniin azalmast sonucuyla zamanla azalan ve inhibe olan Laktat miktar
kolorimetrik yontemle 6l¢iilecektir. Laktat Dehidrojenaz’in Sodyum Oxamat araciligiyla

Inhibisyonu Sekil 5.2.10’da gdsterilmistir.
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Calisma icin dnceden belirlenen spesifik gruplara molekiillerin uygulamasini takip eden
48. saat sonunda Laktat olusumuna iliskin analizler gergeklestirilmistir. Laktat Ol¢iimii
icin Deney Planm1 Sekil 5.2.11°de gosterilmistir. Laktat 6l¢timii i¢in Lactate Assay Kit
(MAKO064) kullanilmistir. Lactate Assay Kit’te laktat konsantrasyonu enzimatik yonteme
dayali olarak, numunedeki laktat varligina gore agiga ¢ikacak rengin siddetinin 470 nm’de

okunmas1 prensibine dayanmaktadir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MCF-7 Hiicre Hatt1 MDA MB 231 Hiicre Hatt1
Ptero- Ptero- Ptero- Ptero-
stilben | stilben stilben | stilben
LDH-A | LDH-A | Ptero- Ptero- LDH-A | LDH-A | Ptero- Ptero-
+ + + +
inh. inh. | stilben | stilben inh. inh. | stilben | stilben
LDH-A | LDH-A LDH-A | LDH-A
inh. inh. inh. inh.

B| Std.1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6

C| std.1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6

*) ) *) ) () () *) *) *) () () ()

Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol

Sekil 5.2.11. Laktat Ol¢iimii i¢in Deney Plani

Bunun i¢in her bir deney grubuna ait hiicre lizatlarindan 50 pl alinmistir. Standartlar ig¢in
kit protokoliinde belirtilen sekilde dilusyon islemleri yapilmistir. Kitten ¢ikan 100 nmol /
mL Laktat standardinin 10 ul 'sini alinarak, 990 ul Lactate Assay Buffer ile dilue ederek
1 nmol / ul konsantrasyonunda standart ¢ozelti elde edilmisti. 1 nmol / pl
konsantrasyonunda standart ¢ozeltiden 96 kuyulu plakanin standartlar i¢in ayrilan her bir

kuyusuna 0 (blank), 2, 4, 6, 8 ve 10 ul Laktat Standard1 eklenerek hacim 50 pl’ye Lactate
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Assay Buffer ile getirilmistir. Her bir kuyudaki standartlarin konsantrasyonu: 0-2-4-6-8
ve 10 nmol olacak sekilde kit protokoliinde belirtildigi sekilde kullanilmistir.

Standartlardan yararlanarak standart egri grafigi ¢izdirilmistir.

Orneklerin hazirhk asamasinda kit prosediiriinde belirtilen diliisyon ve onerilen
deproteinizasyon islemleri yapildi. Her ornekten 50 pL alinip, tizerine 50 pL ana
reaksiyon karisimi (Lactate Assay Buffer- 46uL; Lactate Probe 2uL; Lactate Enzyme
mix- 2uL) eklendi. Yatay bir ¢alkalayici kullanarak reaksiyon 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda plakayi 1siktan korumaya 6zen gosterildi. 450 nm’de
absorbans okumasi gergeklestirildi. Cizdirilen standart egriden faydalanilarak Laktat

konsantrasyonlar1 hesaplanda.

Laktat Analizi i¢in kalibrasyon egrisi asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 5.2.12).

Laktat (nmol)

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Sekil 5.2.12. Laktat Kalibrasyon Egrisi
5.2.6 ADP/ATP Translokaz ELIZA Analizi
ADP/ATP translokaz analizi igin Human SLC25A4(ADP/ATP translocase 1) ELISA Kiti
kullanarak 6l¢tim yapildi. Yontemin 6l¢iim prensibi, sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent

tahlil teknolojisine dayanmaktadir. Yontem, iki antikorun ayni protein {izerindeki farkli

epitoplar1 tanimasiyla yiiksek hassasiyette sonu¢ vermektedir. Ol¢iim igin ‘ADP/ATP

o1



translocase 1’ proteini kullanilmistir. ADP/ATP translocase 1 proteini, mitokondriyal
ADP/ATP tasinmasinda rol oynar ve sitoplazmik ADP'nin mitokondriyal i¢ zar boyunca
mitokondriyal ATP ile degisimini katalize eder. Sekil 5.2.13’te proteinin hiicre i¢inde

yerlesimi gosterilmistir.

Aerobik solunum yapan okaryotik hiicrelerde, yiliksek enerjili ATP metaboliti, oksidatif
fosforilasyon siirecini takiben esas olarak mitokondri i¢inde {iretilir (Clémengon, Babot,
& Trézéguet, 2013). Adenin niikleotid translokaz olarak da adlandirilan mitokondriyal
ADP/ATP tastyicisi (ANC), dkaryotik hiicrelerde en 6nemli tagima faaliyetlerinden birini
gerceklestirir, ADP'yi ATP sentezi i¢cin mitokondriyal matrise aktarir ve ATP'yi hiicresel
aktiviteleri beslemek igin sitoplazmaya ihra¢ eder (Ruprecht & Kunji, 2019).

ANC, i¢ zar proteinlerinin % 10'unu temsil ettigi i¢in en bol bulunan mitokondriyal
proteinlerden biridir. ANC, dort farkli gen tarafindan kodlanir: SLC25A4 (ANCI1 veya
ANT1 olarak da bilinir), SLC25A5 (ANC3 veya ANT2), SLC25A6 (ANC2 veya ANT3)
ve SLC25A31 (ANC4 veya ANT4). Eliza analizinde ¢alisilan SLC25A5 proteini, dort
farkli gen tarafindan kodlanan mitokondriyal ADP/ATP tasiyicisinin bir tanesini
sentezinden sorumlu olan proteindir. Bu zar proteininin herhangi bir eksikligi veya
disfonksiyonu, hiicre metabolizmas: iizerinde ciddi sonuglara yol acar. Insan ANC
kusurlari,  transkripsiyonel veya translasyonel deregiilasyon veya protein
inaktivasyonundan kaynaklanabilir. ANC ekspresyonunun modifikasyonu; miyopati,
ensefalopati, miyoklonik epilepsi, laktik asidoz, fel¢ benzeri ataklar ve Kearn-Sayre
Sendromu'nda tanimlanmistir. Benzer sekilde, mitokondriyal fosfat tasiyicilarinin
eksiklikleri siddetli neonatal laktik asidoz, hipertrofik kardiyomiyopati ve genel kas

hipotonisi ile sonug¢lanmaktadir.

Test, ADP/ATP translokaz 1'in saptanmasi igin yiiksek duyarliliga ve 6zgiillige sahiptir.
(https://www.uniprot.org/uniprot/P12235).
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ADP/ATP @
Translocase 1

Mitokondri/

Sekil 5.2.13. ADP/ATP Translokaz 1'in hiicre i¢i yerlesimi

ADP/ATP translokaz analizi igin tiim materyaller, kit protokoliinde belirtilen sekilde
hazirlandi. Tiim standartlar, 6rnekler ve blank ¢ift olacak sekilde calisildi. ADP/ATP

translokaz 6l¢limii i¢in deney plani tasarimi Sekil 5.2.14°te gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MCF-7 Hiicre Hatt MDA MB 231 Hiicre Hatt1
Ptero- Ptero- Ptero- Ptero-
LDH- LDH- Ptero | Ptero | stilben | stilben LDH- LDH- Ptero | Ptero | stilben | stilben
Al A A . . * * A A - - * *
inh inh stilbe | stilbe LDH- LDH- inh inh stilbe | stilbe LDH- LDH-
na. . n n A A na. . n n A A
inh. inh. inh. inh.

B | Std.1 Std.2 | Std.3 | Std.4 | Std.5 Std. 6 Std. 1 Std.2 | Std.3 | Std.4 | Std.5 Std. 6

C| Std.1 Std.2 | Std.3 | Std.4 | Std.5 Std. 6 Std. 1 Std.2 | Std.3 | Std.4 | Std.5 Std. 6

(+) ) ) ) (+) (+) ) )
D | Kontr Kontr | Std.7 | Std.7 Kontr Kontr Kontr Kontr | Std.7 | Std.7 Kontr Kontr
ol ol ol ol ol ol ol ol

Sekil 5.2.14. ADP/ATP Translokaz Olgiimii i¢in Deney Plani
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Benzer calisma prensibine sahip Asetil-KoA 06l¢iimiinde de oldugu gibi ADP/ATP
translokaz 6l¢iim hazirligi 6ncesinde de, hiicre lizatlarinin hazirligi i¢in yapisik hiicreler
icin Onerilen 6n islem basamagi uygulandi. Hiicre kiiltiiriinde biiyiiyen hiicreler, %80-%90
yogunluga erisince hiicre kiiltiir ortam1 ¢ekilerek, ardindan hiicrelere taze kiiltlir ortami
eklenmistir. Memeli hiicrelerinden proteini etkili bir sekilde lize edip ve ¢ikarmak igin
kitin bu &n islem icin dnerdigi RIPA Lysis Buffer kullanilmistir. On islemin ardindan kit
protokoliinde belirtildigi gibi diliisyonlar yapilarak ‘ADP/ATP translocase 1’ miktari,
absorbansin 450nm'de Olclilmesinin ardindan standartlar araciligir ile elde edilen

kalibrasyon egrisinden hesaplanmistir.

ADP/ATP Translokaz Eliza analizi i¢in  kalibrasyon egrisi asagidaki grafikte
gosterilmistir (Sekil 5.2.15).

ADP/ATP Translokaz

4,5
3,5
2,5
1,5

0,5
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.2.15. ADP/ATP Translokaz Kalibrasyon Egrisi

5.2.7 Total Antioksidan Kapasitesi (TAK)

Bu 6l¢lim sayesinde kemoterap6tik aracili oksidatif stres hakkinda yorum yapilabilmesi
icin ortamdaki antioksidan kapasitesi hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaglanmistir.

Numunelerdeki TAK diizeyleri Erel tarafindan gelistirilen yontemle Sl¢tilmiistiir (Erel,

54



2004). Bu yontemin prensibinde; Tampon c¢ozelti varliginda ortam pH’smin sabit
tutulmasi ile ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) reaktifi
hidrojen peroksit ile radikal hale getirilir. Bu reaksiyon sonucunda olusan ¢ozelti kendine
0zgii koyu yesil-lacivert arasi1 bir renge sahiptir. Bu ¢ozeltiye, hiicre lizatlariin ilave
edilmesi ile, numuneler i¢erisindeki antioksidanlar mevcut ABTS radikallerini noétralize
eder. Notralizasyon isleminin gerceklesmesi ile birlikte ¢ozeltinin de rengi acilir.
Dolayistyla 6l¢giilen numuneler i¢inde bulunan total antioksidan miktar ile ¢ézeltinin renk
siddeti orantilidir. Standartlarin ve numunelerin absorbansi 658 nm’de kore karsi olgiiliir.
Standart olarak kullanilan ¢ozeltinin Absorbans-Molarite verilerini kullanilarak; hiicre

lizatlarindaki total antioksidan molaritesi hesaplanir.

Kullanilan Reaktifler:

Reaktif 1: 0.4 Molar Asetat tamponu (pH:5.8)

Reaktif 2: 30mM Asetat Tamponu (pH:3.6); 10mM ABTS Reaktifi +1000ml igin 278
puL H202; %10 Etilen glikol

(Her iki reaktif karistirilip 24 saat bekletildikten sonra kullanilir)

Standart: 0.1 Molar (pH:8) Tris tamponu i¢inde ImM Potasyum hekzosiyanoferrat
(CsFeK3Ns)

5.2.8 Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Total oksidan seviyesi analizi ile ortamdaki oksidan seviyesi hakkinda bilgi sahibi
olunmasi amaglanmistir. Hiicre lizatlarina Pterostilben, Sodyum Oxamat ve Pterostilben/
Sodyum Oxamat kombinasyonlarinin uygulamasinin akabinde ortamdaki oksidatif stres
hakkinda yorum yapilabilmesi saglanmistir. Numuneler i¢indeki total oksidan dl¢timii,

Erel tarafindan gelistirilen kolorimetrik yontemle yapilmistir (Erel, 2005).

Yéntemin prensibi su sekildedir: FeSO*nin suda ¢oziinmesi ile Fe?* agiga ¢ikar. Hazir

2+ 3+

hale getirilmis hiicre lizatlarinda bulunan oksidanlar, Fe“"’nin Fe*"’e ylikseltgenmesini

saglar. 1 numarali reaktif soliisyonunun i¢indeki X-orange reaktifi Fe** ile birlikte renkli
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bir kompleks olusturur. Olusan rengin siddeti; numunelerin igindeki total oksidan miktari
ile orantilidir. Standartlarin ve numunelerin absorbanslar1 658 nm’de kore karsi olgiiliir.
Standart olarak kullanilan ¢6zeltinin  Absorbans-Molarite verilerini  kullanilarak;
numunenin total oksidan molaritesi hesaplanir. Total antioksidan kapasite birimi pmol

H20. olarak tanimlanmistir.

Kullanilan Reaktifler:

Reaktif 1: 140mM NaCl; 25mM Siilfiirik asit; Fox soliisyonu igine 150mM D-Sorbitol
ve 250uM X-orange

Reaktif 2: Fox soliisyonu i¢ine 10mM 4-Hidroksibenzoik asit ve 5mM Amonyum
Fe2SO4

Standart: 20uM H20-
5.2.9 Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksinin hesaplanmasi i¢in; TAK’ 1n birimi umol Trolox ekivalent/L’ye
cevrilir ve asagidaki formiil kullanilarak oksidatif stres indeksi hesaplanir.
TOS (pmol H;0; ekivalent / L)

Oksidatif Stres indeksi (0Si) = x 100
TAK (pmol Trolox ekivalent / L)

Oksidatif Stres Indeksi=TOS/TAS olarak hesaplanmistir;
OSI Referans Aralig1:0-3’tiir.

Numunedeki oksidatif stres indeksi, orneklerin TOS diizeylerinin toplam antioksidan
seviyesi oranina yilizdesi olarak belirtilir. Hesaplamadan 6nce TAK testinin birimindeki
mmol degeri TOS testindeki gibi mikromol birimine ¢evrildi ve 100 ile garpilarak

bulundu.

0Si = TOS (pmol H,0; ekivalent / L) x 100 / TAK (pmol Trolox ekivalent / L)
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5.2.10 Metabolik Akis Analizi

Kanser hiicreleri, metabolik fenotiplerini degistirebilen hiicreler olduklar: igin substrat
tercihlerini de degistirme egilimindedirler. Glutamin metabolizmasini arttirabilen kanser
hiicreleri, lipit metabolizmasini da degistirebilirler ya da anabolik/katabolik siirecler
arasindaki dengeyi kaydirabilirler. Genler, substratlar ve fenotipler arasindaki etkilesimde
metabolik siireci altin standart yontemle ger¢ek zamanli 6lgebilen ve biyoenerjitik akislar
hakkinda ¢ikt1 sunabilen metabolik akis sisteminden (Seahorse XF% Bioscience, Agilent)
yararlanildi. Kanser hiicrelerinin oksijensiz solunuma ya da mitokondriyal solunuma
dogru gecis gosterdigi degerleri sistemde saglayan OCR degerleri ile bazal solunum,
ECAR degerleri araciligiyla da glikoliz hakkinda bilgi sahibi olundu. Kullanilacak
metabolik akis sistemi Sekil 5.2.16°da gosterilmistir.

Sekil 5.2.16. Metabolik Akis Analizi

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatorler olarak sirasiyla; D-Glukoz,
Oligomisin, Karbonil siyaniir-4 fenilhidrazon (FCCP), Antimisin A ve Rotenon kullanildi.
Rotenon, mitokondriyal kompleks 1 inhibitoridir. Antimisin A, mitokondriyal kompleks
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3 inhibitoriidiir. Oligomisin, mitokondriyal kompleks 5 (ATP Sentaz) inhibitoridiir.
FCCP, oksidatif fosforilasyon ayristiricisidir. Calismada kullanilan metabolik

modiilatorler, sisteme 6zgii tasarlanan ticari olarak temin edilen kitlerden kullanilda.

Deneyde, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin Pterostilben ve LDH-A inhibitériine ayri
ayr1 ve kombinasyon olarak yanit olarak gdsterdigi biyoenerjitik akislar Seahorse XF%

Extraselliiler akis analizorii ile degerlendirildi.
Hiicreler, asagida belirtilen ajanlarla 48 saat boyunca IC50 dozlarinda muamele edildi.

MCF-7 hiicreleri i¢in, pozitif kontrol olarak 16,9 uM Taxol, sadece Pterostilben grubu
icin 40 uM, sadece LDH-A grubu i¢in 60 mM ve kombine grup i¢in; 40 uM Pterostilben
ve 30 MM LDH-A inhibitorii kullanildi.

MDA-MB-231 hiicreleri igin, pozitif kontrol olarak 16,9 uM Taxol, sadece Pterostilben
grubu i¢in 95,6 uM, sadece LDH-A grubu igin 76 mM ve kombine grup i¢in; 95,6 uM
Pterostilben ve 38 mM LDH-A inhibitorii kullanildi. Her bir deney grubu 3 tekrarli olacak
sekilde ¢alisildi.

Deneylere baslamadan once Agilent Seahorse XF% sensor kartusu, XF®® kalibrator
icerisinde gece boyunca CO? icermeyen inkiibatorde 37°C'de nemlendirildi. Hiicre hatlar,
uygun hiicre kiiltiirii ortam1 kullanilarak istenilen hiicre yogunlugunda (MCF-7 i¢in; 2x10*
hiicre/100 pl; MDA-B-231 igin 15x10% hiicre/100 pl) Agilent Seahorse XF* plak igerisine
ekildi. Kiiltlir ortaminin buharlagmasini 6nlemek i¢in plak haznelerine 200ul steril dH20
eklendi. Deney giinii, 96’11 plakada problari nemlendirmek amaciyla eklenen steril dH2O

her bir kuyudan ¢ekilerek, yerine 37°C de 1 gece bekletilen XF kalibrator sivisi pipetlendi.

Agilent Seahorse XF* plak 37°C’lik inkiibatdrden cikarilarak kiiltiir ortaminin sadece
20ul’si kalacak sekilde tiim ortam pipetle ¢ekildi ve hazirlanan bazal ortam (1mM piruvat,
2mM glutamin ve 10mM glukoz, pH:7,4) ile hiicreler yikanarak ortam degistirildi. Her
bir kuyu i¢in son hacim 180 ul olacak sekilde bazal ortam ile tamamlandi. Deneylere

baslamadan 6nce plate 1 saat boyunca CO? igermeyen 37°C'lik inkiibatdrde inkiibe edildi.

58



Glikoliz, glikolitik kapasite, glikolitik rezerv ve non-glikolitik asitlik 6l¢mek i¢in Glukoz,
Oligomisin ve 2-DG modiilatdrleri mini enjeksiyon kuyularina yiiklendi. Mitokondriyal
fonksiyon igin ise, Oligomisin, Karbonil siyaniir-4 fenilhidrazon (FCCP), Rotenon ve
Antimisin gibi solunum modiilatérlerii taze olarak hazirlanarak mini enjeksiyon
kuyularma yiiklendi. Sensor kartusu cihaza konularak 20 dakikalik kalibrasyon islemi
gerceklestirildi. Kalibrasyon sonrasi 96’lik calisma plakasi cihaza verilerek deney

baslatild1 ve ardisik dakikalarda 6lgiimler alindi.

Sistemde ¢alisilan test parametreleri asagida belirtilmistir.

5.2.10.1 Glikolitik Stres Kiti

ECAR‘1 d6lgmek icin a¢ hiicrelere glikolizi arttirmak amactyla glukoz verilir. Glikolizi

inhibe etmek igin 2-deoksiglukoz (2-DG) kullanilir.

2-DG, heksokinaz tarafindan rekabet¢i bir fosfoglukoizomeraz inhibitérii olan 2-
deoksiglukoz-6-fosfata doniistiiriiliir. Oligomisin, ATP sentaz inhibitoriidiir. Oksidatif

fosforilasyonda ATP sentezini engeller.

Rotenon (kompleks I'e spesifik bir ETC inhibitorii), Antimisin A (kompleks IIT'e spesifik
bir ETC inhibitorii), oligomisin (ATP sentaz inhibitorii) ve ayirici ajan 2,4-dinotrofenol
(DNP), elektron taginmasi, proton gradyani ve ATP sentezi ile ilgili 6zel olaylara
miidahale etmek i¢in kullanildi. 2,4-DNP yerine karbonil siyaniir-4- (triflorometoksi)
fenilhidrazon (FCCP) da kullanilabilir. Caligmamizda FCCP kullanildi.

Hiicre dis1 asitlesme oran1 (ECAR) grafigi Sekil 5.2.17°de gdsterilmistir.
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Sekil 5.2.17. Hiicre dis1 asitlesme oran1 (ECAR) grafigi

Glikolitik Stres Kitinde, Glikolitik Olmayan Asidifikasyon, Glikoliz, Glikolitik Rezerv ve
Glikolitik Kapasite parametrelerine bakildi.

Glikolitik Olmayan Asidifikasyon:

Glikoliz stres testi, daha once a¢ birakilmis hiicrelerde, hiicre disi asitlesme oraninin
(ECAR) bir temel 6l¢timii (baseline) ile baslar. Bu hiicreler, bazal minimum seviyelerinde
oldugundan ve pratik olarak glikolitik olmayan olarak kabul edilebildiginden, ECAR bu
noktada olgiilmistiir. Bu nokta glikolitik olmayan asidifikasyon olarak anilir. Bu
asitlesme muhtemelen TCA dongiisiinde iiretilen solunum CO2'in HCO* ve H*’e

dontistiiriilmesine karsilik gelir.
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Glikoliz:

Glikolitik olmayan asidifikasyonu, glikolizi etkinlestirmek i¢in yapilan glikoz
enjeksiyonu izler. Glikoliz neticesi laktat olusumunda artis nedeniyle asidite artar. Bu

artig, normal glikoliz oranini temsil eder.
Glikolitik Rezerv:

Hiicrelere daha sonra oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP olusumunu engelleyen
amactyla oligomisin enjeksiyonu uygulanir. Hiicreler, ATP iiretimindeki bu dramatik
diisiise glikolizi maksimum seviyede aktive ederek yanit verir ve bu, ECAR seviyesinde

ikincil bir artisa (glikolitik rezerv) neden olur.
Glikolitik Kapasite:

Test, ECAR" glikolitik olmayan seviyeye dondiiren glikoz analogu 2-DG kullanilarak
glikolizin toplam inhibisyonu ile sonlandirilir. flging bir sekilde, iireticinin 6nerilerinin
aksine, maksimum glikolizin mutlaka oligomisin enjeksiyonu ile elde edilmesinin
gerekmedigi One sirilmiistiir. Yiksek glikolitik kapasiteye sahip hiicrelerde,
mitokondriyal ATP kaybi durumunda, ATP talebinde 6nemli bir artis yoksa, glikoliz,

yukari regiile edilmesine gerek kalmadan miikemmel bir sekilde bas edebilir.
5.2.10.2 Mitokondriyal Stres Kiti

Mitokondriyal stres testi (Sekil 5.2.18), a¢ olmayan hiicrelerde oksijen tiikketim oraninin
(OCR) temel 6l¢iimii ile baglar. Bunu, FO / F1 kompleksinden protonlarin geri doniisiinii
engelleyen ve boylece mitokondriyal membrani hizla hiperpolarize eden oligomisin
enjeksiyonu izler (Sekil 5.2.19). Hiperpolarizasyon, solunum kompleksleri yoluyla daha

fazla proton pompalanmasini dnler ve solunum hizi diger.
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Sekil 5.2.18. Oksijen Tiiketim Orani1 (OCR) Olgiim Grafigi

Kalan solunuma, protonlarin lipidler veya diger kanallardan akisini temsil eden proton

s1zintis1 denir. Bu hiperpolarize durum, bir proton iyonofor gibi davranan ayirici ajan 2,4-

DNP'(ya daFCCP) nin eklenmesiyle hizla tersine ¢evrilir. Buna yanit olarak hiicreler,

elektron tasima hizin1 maksimuma ¢ikararak zar potansiyelini kurtarmaya calisir ve bu da

OCR'yi artirir. Son olarak, iki ETZ inhibitdriiniin (antimisin A ve rotenon) eklenmesiyle

mitokondriyal solunum tamamen durur ve OCR en diisiik seviyesine iner.

H'
Membranlar Arasi
Alan

Mitokondriyal
Matris

+

~ADP > N ATP

Sekil 5.2.19. Elektron Transfer Zinciri (ETZ) nin Mitokondriyal Stres Test Modiilatorleri

"6
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Bu seviyede oksijen tiiketimi mitokondriyal aktiviteye (mitokondriyal olmayan) bagl
degildir. Bunlarin olusturdugu OCR'deki fark inhibitorler, temel solunum ve yedek
kapasitenin toplami olan maksimum mitokondriyal solunum olarak adlandirilir.
(https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XFp Cell Mito Stress Erisim
Tarihi: 21.10.2020)

5.2.10.3 Enerji Fenotipi Kiti

Enerji Fenotipi Kiti, hiicrelere ilag/inhibitdrler uygulandiktan sonra hiicresel enerji
fenotipinin glikolitik yola ya da mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sistemine

(OXPHOS) dogru yonelimi OCR ve ECAR parametreleri aracilifiyla verir.

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatorler olarak Hiicre Enerji Fenotipi Kitinde
sirastyla; Oligomisin, FCCP ve Rotenon / Antimisin kullanildi. Oligomisin, mitokondriyal
kompleks 5 (ATP Sentaz) inhibitériidiir. FCCP, mitokondride oksidatif fosforilasyonun
(OXPHOS) bir ayiricisidir. ATP sentezini bozan gii¢lii bir oksidatif fosforilasyon
ayiricisidir.  Rotenon, mitokondriyal kompleks 1 inhibitoriidir. Antimisin =~ A,

mitokondriyal kompleks 3 inhibitoriidiir.

Stres Durumunda OCR ve ECAR yiizdeleri i¢in kitin 6nerdigi Metabolik Potansiyel
Esitligi asagidaki gibi hesaplanmistir.

Stres OCR

Stres OCR (%) = —  x 100
Bazal OCR
Stres ECAR

Stres ECAR (%) = x 100
Bazal ECAR
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5.2.11 Verilerin Istatistiksel Analizinin Yapilmasi ve Yorumlanmasi

[statistiksel analiz GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, ABD) /
SPSS version 21.0 (SPSS, Chicago, IL, United States) kullanilarak gergeklestirildi.
Degerlendirilen parametreler kapsaminda farkliliklart degerlendirmek i¢in parametrik
olmayan Mann Whitney U testi kullanildi. Testler 3 bagimsiz deneyde tekrar edildi. Metin
ve sekillerin sayisal degerleri, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. P degeri < 0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1 Meme Kanser Hiicrelerinin Kiiltiir Edilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde ilag uygulamalarinin yapilabilmesi i¢in
ticari olarak satilan meme kanser hiicre hatlarindan olan MCF-7 (ATCC® HTB-22) ve
MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26) ATCC’den satin alindi. ATCC’de belirtilen
kiiltiir kosullarina gore her iki hiicre hattt DMEM bazli hiicre kiiltiirii medyumlari ile
beslenerek ATCC’de belirtilen hiicre morfolojilerine uyumlu sekilde mikroskopta
gozlenerek saglikli biiyiitiildii.

6.2 Tla¢c Uygulamalari Sonucu IC50 Degerlerinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde ila¢ uygulamalarinin yapilabilmesi icin
ilaglarin ve kimyasallarin dncelikle IC 50 dozlart yani in vitro kiiltiir edildigi kosullarda
hiicre canliligini-sayisini deneyin baslangicina oranla %50 oraninda azaltan ilag

konsantrasyonlari belirlendi.
6.2.1 MCF-7 Hiicre Hatti

Yapilan Xcelligence denemelerinin sonuglarina gére MCF-7 hiicre hatt1 i¢in sodyum
okzamat IC50 dozu 60 mM, Pterostilben IC50 dozu ise 40 uM olarak bulunmustur.
Kullanilan iki ilacin kombinasyon dozlar1 ise 30 mM LDH-A inhibitorii ve 40 uM

Pterostilben’den olusan ilag ¢ozeltisidir.

MCF-7 hiicre hatt1 i¢in Pterostilben ve LDH-A inhibitoriine ait canlilik egrileri Sekil
6.2.1‘de gosterilmistir.
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MCF-7 MCF-7

150 150
5 1004 £ 100 -4
= x
O 50+ O 50+
0 1 I I I I I I 1 0 1 I I I 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 20 40 60 80 100 120
Sodyum okzamat konsantrasyonu (mM) Pterostilben konsantrasyonu (M)

Sekil 6.2.1. MCF-7 i¢in Pterostilben ve LDH-A inhibitorii 1C50 Grafigi

MCEF-7 hiicre hattinda, 48 saatlik canlilik verileri incelendiginde hem Pterostilben hem de
LDH-A uygulamas1 canlilig1 kontrole gore azaltmistir. MCF-7 hiicre hatt1 i¢in LDH-A

inhibitoriine ait zamana gore empedans grafigi Sekil 6.2.2°de gosterilmistir.

MCF-7 LDH-A inhibitéri

4
3,5 .
3 S . — \V A
. =010 mM
2,5
w) 20 mM
S 2
g 40 mM
Y15 60 mM
LIE_I 1 —®— 80 mM
—@— Taxol
0,5
—@— Control
0
0 10 20 30 40 50

Zaman (saat)

Sekil 6.2.2. MCF-7 igin LDH-A Inhibitérii IC50 Grafigi (Empedans)
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MCEF-7 hiicre hatt1 i¢in Pterostilben ve LDH-A inhibitorii grubuna ait hiicre canliliginin

farkli konsantrasyonlarda calisilan ilag kombinasyon dozlarina gore grafigi Sekil 6.2.3’te

gosterilmistir.
Pterostilben ve LDH-A Inhibitorii Kombinasyonu
100
9 | | e
x| I TR
gl B B e
2 60 )
T 50
S 40
S
T 2
10
0

Kontrol Kombinasyon 1 Kombinasyon 2 Kombinasyon 3 Kombinasyon 4

ilag Kombinasyonlari

Sekil 6.2.3. MCF-7 icin Pterostilben ve LDH-A Inhibitérii IC50 Kombinasyon Grafigi

Tablo 6.2.1. MCF-7 i¢in Kombinasyon Dozlar1

MCF-7 Kombinasyon Gruplari IC50 Dozu

LDH-A inh. Pterostilben
Kombinasyon 1 15 mM + 10 pM
Kombinasyon 2 30 mM + 20 uM
Kombinasyon 3 30 mM + 40 pM
Kombinasyon 4 60 mM + 20 pM
Kombinasyon 5 60 mM + 40 pM

MCEF-7 Hiicre hattinin Kombinasyon grubunda Kombinasyon 3’deki konsantrasyonlar ile
calisgilmistir (Tablo 6.2.1).
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6.2.2 MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

Yapilan proliferasyon denemelerinin sonuglarina gére MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in
sodyum okzamat IC50 dozu 76 mM, pterostilben IC50 dozu ise 95,6 uM olarak
bulunmustur. Kullanilan iki ilacin kombinasyon dozlari ise 38 mM sodyum okzamat

(LDH-A inhibitorii) ve 95,6 uM pterostilbenden olusan ilag ¢ozeltisidir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in Pterostilben ve LDH-A inhibitoriine ait canlilik egrileri
Sekil 6.2.4°te gosterilmistir.

MDA-MB-231 MDA-MB-231
150 - 150
52 1004 52 1004
= —
= =
S 504 S 504
0 T T T I I T T 1 0 I T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Sodyum okzamat konsantrasyonu (mM) Pterostilben konsantrasyonu (uM)

Sekil 6.2.4. MDA-MB-231 igin Pterostilben ve LDH-A Inhibitorii IC50 Grafigi

MDA-MB-231 hiicre hattinda, 48 saatlik canlilik verileri incelendiginde hem Pterostilben

hem de LDH-A uygulamasi canlilig1 kontrole gore azaltmistir.
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in Pterostilben ve LDH-A inhibitorii grubuna ait hiicre

canliliginin farkli konsantrasyonlarda ¢alisilan ila¢ kombinasyon dozlarina gore grafigi

Sekil 6.2.5’te gosterilmistir.

100
80
S
— 60
0
€ 40
[0}
o
o 20
[8)
H=]
T 0

Pterostilben ve LDH-A Inhibitorii Kombinasyonu

I | 1 B

Kontrol Kombinasyon 2 Kombinasyon 3

ilag Kombinasyonlari

Kombinasyon 4

Sekil 6.2.5. MDA-MB-231 i¢in Pterostilben ve LDH-A inhibit6rii [C50 Kombinasyon Grafigi

Tablo 6.2.2. MDA-MB-231 i¢in Kombinasyon Dozlari

MDA-MB-231 Kombinasyon Gruplari 1C50 Dozu
LDH-A inh. Pterostilben
LDH-A inhibitérii 76 mM + -
Pterostilben - + 95,6 uM
Kombinasyon 1 38 mM + 47,8 uM
Kombinasyon 2 76 mM + 47,8 nM
Kombinasyon 3 38 mM + 95,6 uM
Kombinasyon 4 76 mM + 95,6 uM
Kontrol ( Hiicre Medyumu) - -
MDA-MB-231 Hiicre hattinin Kombinasyon grubunda Kombinasyon

konsantrasyonlar ile ¢alisilmistir (Tablo 6.2.2).

3 teki
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Deneylerde kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki IC50 dozlar1 Tablo
6.2.3‘te verilmistir.

Tablo 6.2.3. Deneylerde Kullanilan IC50 Degerleri

Ila¢ /Kimyasal IC50 Dozu

MCF-7 MDA-MB-231
Paclitaxel 16,9 M 16,9 pM
Pterostilben 40 pnM 95,6 utM
LDH-A inhibitorii 60 mM 76 mM
LDH-A inhibitérii+ Pterostilben 30mM+40uM 38 mM + 95,6 uM
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6.3 Asetil Koenzim A Eliza Analizi Sonucu

MCEF-7 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitorlerin uygulanmasinin ardindan elde
edilen hiicre lizatlarindaki Asetil Koenzim A Eliza Analizinin ortalama ve standart sapma

degerleri Tablo 6.3.1’de gosterilmistir.

Tablo 6.3.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Asetil Koenzim A Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Asetil Koenzim A Eliza Analizi Sonuclar:

Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(ng/ml)
Taxol 3,82 +£0,08
Pterostilben 8,74 £ 0,06
LDH-A Inhibitérii 10,78 + 0,88
Pterostilben + LDH-A Inhibitérii 11,44 + 0,35
Negatif Kontrol 4,29 + 0,43
MCF-7 MCF-7 MCF-7
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Sekil 6.3.1. MCF-7 Hiicrelerinde Asetil KoenzimA’ya Ait Konsantrasyon Grafikleri

MCEF-7 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitdrlerin uygulanmasinin ardindan elde
edilen hiicre lizatlarindaki Asetil Koenzim A Eliza sonuglar1 Sekil 6.3.1’de gdsterilmistir.
Asetil KoA konsantrasyonlarina bakildiginda Negatif Kontrol 4,29 ng/ml olarak bulundu.
Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Pterostilben, LDH-A inhibitorii ve Pterostilben
+ LDH-A inhibitorii gruplarinda daha yiiksek Asetil KoA degerleri bulundu (p<0.05).
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Taxol grubu ile kiyaslandiginda, Pterostilben, LDH-A inhibitorii ve Pterostilben + LDH-
A inhibitorii gruplarinda daha yiiksek Asetil KoA degerleri bulundu (p<0.05).

En yiiksek Asetil KoA degeri tiim gruplara bakildiginda, Pterostilben + LDH-A inhibit6rii
grubunda (11,44 + 0,35) goriildd.

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitorlerin uygulanmasinin
ardindan elde edilen hiicre lizatlarindaki Asetil Koenzim A Eliza Analizinin ortalama ve

standart sapma degerleri Tablo 6.3.2°de gosterilmistir.

MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Asetil KoA konsantrasyonlarina bakildiginda
Negatif Kontrol 9.99 ng/ml olarak bulundu. Pterostilben grubu (9,01 ng/ml), Taxol grubu
(11,29 ng/ml), LDH-A inhibit6rii grubu (10,48 ng/ml) ve Pterostilben ve LDH-A
inhibitdriiniin beraber kullanildig1 kombinasyon grubunda ise 13,01 ng/ml olarak Asetil
KoA diizeyleri saptanmuistir.

Tablo 6.3.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Asetil Koenzim A Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

Asetil Koenzim A Eliza Analizi Sonuglar:

‘ Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(ng/ml)

Taxol 11,29 + 0,29
Pterostilben 9,01 £ 0,29
LDH-A inhibitérii 10,48 + 0,37
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 13,01 + 0,20
Negatif Kontrol 9,99 + 0,12

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitorlerin uygulanmasinin
ardindan elde edilen hiicre lizatlarindaki Asetil Koenzim A Eliza sonuclar1 asagidaki

sekilde gosterilmistir (Sekil 6.3.2).
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Sekil 6.3.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Asetil KoenzimA’ya Ait Konsantrasyon Grafikleri

MDA-MB-231 grubunda Asetil KoA degerlerine bakildiginda kontrole gore Pterostilben+
LDH-A inhibitorii grubunda daha yiliksek deger goriildii (p<0.05). Taxol grubu ile
kiyaslandiginda Pterostilben grubunda daha diisiik, Pterostilben+LDH-A inhibitorii
grubunda daha yliksek Asetil KoA degerleri saptandi (p<0.05). Pterostilben ve LDH-A
inhibitorii ile kiyaslandiginda Pterostilben+LDH-A inhibitoérii grubunda daha ytiksek
Asetil KoA degerleri gorildii (p<0.05). Tim gruplara bakildiginda MDA-MB-231
grubunda en yiiksek Asetil KoA degeri, Pterostilben+LDH-A inhibitérii grubunda (13,01
+ 0,20) gortldi.
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6.4 Laktat Analizi Sonucu

MCEF-7 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitorlerin uygulanmasinin ardindan elde

edilen hiicre lizatlarindaki Laktat Analizinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo

6.4.1°de gosterilmistir.

Tablo 6.4.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Laktat Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Laktat Analizi Sonuclari

‘ Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(nmol)

Taxol 3,40 £ 0,04
Pterostilben 9,69 +0,72
LDH-A Inhibitérii 5,80 + 0,36
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 5,20 + 0,08
Negatif Kontrol 10,69 + 0,60

MCEF-7 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ila¢/inhibitdrlerin uygulanmasinin ardindan elde

edilen hiicre lizatlarindaki Laktat sonuglart Sekil 6.4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 6.4.1. MCF-7 Hiicrelerinde Laktat’a Ait Konsantrasyon Grafikleri
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MCF-7 hiicre lizatlarinda c¢aligilan Laktat konsantrasyonlarina bakildiginda Negatif
Kontrol ile kiyaslandiginda Taxol grubunda, Pterostilben +LDH-A inhibitorii grubunda
daha diisiik degerler goriildii (p<0.05). Taxol ile kiyaslandiginda, Pterostilben grubunda
daha yiiksek Laktat degeri goriildii (p<0.05). Pterostilben ile kiyaslandiginda, LDH-A
inhibitorii ve Pterostilben+LDH-A inhibitorii grubunda daha diisiik Laktat diizeyleri

bulundu (p<0.05).

MDA-MB-231 Hiicre Hattinin IC50 dozlarinda uygulanmasinin ardindan elde edilen
hiicre lizatlarindaki Laktat sonuglart asagidaki tabloda yer almaktadir (Tablo 6.4.2).

Tablo 6.4.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Laktat Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Laktat Analizi Sonug¢lar:

- Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(nmol)
Taxol 5,64 + 0,04
Pterostilben 6,12 £ 0,28
LDH-A inhibitérii 4,80 + 0,08
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 4,52 + 0,12
Negatif Kontrol 12,34 £ 0,16
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MDA-MB-231 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitorlerin uygulanmasinin
ardindan elde edilen hiicre lizatlarindaki Laktat Analizi sonuglari asagidaki sekilde

gosterilmistir (Sekil 6.4.2).
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Sekil 6.4.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Laktat’a Ait Konsantrasyon Grafikleri

MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda ¢aligilan Laktat konsantrasyonlarina bakildiginda
Negatif Kontrol ile kiyaslandiginda, Taksol grubunda, Pterostilben, LDH-A inhibitori,
Pterostilben + LDH-A inhibit6rii gruplarinda daha diigiikk Laktat diizeyleri gozlendi
(p<0.05). Taxol ile kiyaslandiginda, Pterostiloen + LDH-A inhibitorii grubunda daha
disiik Laktat diizeyleri goézlendi (p<0.05). Pterostilben ile kiyaslandigina, LDH-A

inhibitorii ve Pterostilben + LDH-A inhibitorii grubunda daha diigiik Laktat diizeyleri
gozlendi (p<0.05).
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6.5 ADP/ATP Translokaz Eliza Analizi Sonucu

MCF-7 hiicre hattinda ADP/ATP Translokaz Eliza analizi ortalama ve standart sapma

degerleri Tablo 6.5.1’de gosterilmistir.

Tablo 6.5.1. MCF-7 Hiicre Hattinda ADP/ATP Translokaz Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

ADP/ATP Translokaz Eliza Analizi Sonuclar:

_ Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(ng/ml)

Taxol 0,09 + 0,01
Pterostilben 8,65+1,11
LDH-A inhibitérii 5,85 + 0,30
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 8,43 + 0,25
Negatif Kontrol 1,87 +£0,11

MCEF-7 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitdrlerin uygulanmasinin ardindan elde
edilen hiicre lizatlarindaki ADP/ATP Translokaz Eliza sonucglar1 Sekil 6.5.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 6.5.1. MCF-7 Hiicrelerinde ADP/ATP Translokaz’a Ait Konsantrasyon Grafikleri
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MCF-7 hiicre lizatlarinda ¢alisilan ADP/ATP Translokaz konsantrasyonlarina
bakildiginda, Kontrol ile kiyaslandiginda Pterostilben+ LDH-A inhibitorii grubunda daha
yiikksek ADP/ATP Translokaz degerleri gozlendi (p<0.05). Taxol ile kiyaslandiginda,
Pterostilben grubunda ve Pterostilben+LDH-A inhibitorii grubunda daha yiiksek
ADP/ATP Translokaz degerleri gézlendi (p<0.05).

MDA-MB-231 Hiicre Hattina IC50 dozlarinda ilag/inhibitor uygulanmasinin ardindan
elde edilen hiicre lizatlarindaki ADP/ATP Translokaz Eliza analizi ortalama ve standart

sapma degerleri asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 6.5.2).

Tablo 6.5.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda ADP/ATP Translokaz Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

ADP/ATP Translokaz Eliza Analizi Sonuclar:

. Ortalama £
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(ng/ml)

Taxol 1,85 +0,03
Pterostilben 1,54 £ 0,01
LDH-A inhibitorii 1,96 + 0,06
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 2,04 + 0,08
Negatif Kontrol 1,16 = 0,03

MDA-MB-231 Hiicre Hattinda IC50 dozlarinda ilag/inhibitorlerin uygulanmasinin
ardindan elde edilen hiicre lizatlarindaki ADP/ATP Translokaz sonuglar1 asagidaki
sekilde gosterilmistir (Sekil 6.5.2).
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Sekil 6.5.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde ADP/ATP Translokaz’a Ait Konsantrasyon Grafikleri

MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda ADP/ATP Translokaz degerlerine bakildiginda kontrol
grubuna gore tiim gruplarda daha yiiksek degerler saptandi (p<0.05).

Pterostilben grubu ile kiyaslandiginda LDH-A inhibitérii ve Pterostilben+LDH-A
inhibitorii grubunda daha yiiksek degerler goriildii (p<0.05).
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6.6 Total Antioksidan Kapasitesi Analizinin Sonuglari

MCF-7 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) analizleri
sonuglar1 asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 6.6.1).

Tablo 6.6.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Total Antioksidan Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Total Antioksidan Kapasitesi Analizi Sonuclar

Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma
(mmol Trolox Eq.)
Taxol 0,91 + 0,01
Pterostilben 0,85 + 0,02
LDH-A inhibitorii 0,81 + 0,01
Pterostilben + LDH-A Inhibitérii 0,85 + 0,01
Negatif Kontrol 0,88 £ 0,00

MCF-7 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) analizleri
sonuglar1 agagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 6.6.1).
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Sekil 6.6.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Total Antioksidan Kapasite Grafikleri

MCF-7 hiicrelerinde TAK sonuglarina bakildiginda kontrol grubuna goére, LDH-A
inhibitorii grubunda azalma saptanmistir (p<0.05). Taxol grubu ile kiyaslandiginda
Pterostilben, LDH-A inhibitorii, Pterostilben + LDH-A inhibitorii gruplarinda daha diisiik
degerler bulunmustur (p<0.05).
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MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Total Antioksidan Kapasitesi analizleri
sonuglari agagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 6.6.2).

Tablo 6.6.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Total Antioksidan Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

Total Antioksidan Kapasitesi Analizi Sonuclar

Ortalama +
Ilac / Kimyasal Standart Sapma
(mmol Trolox EqQ.)
Taxol 0,88 £ 0,01
Pterostilben 0,89 + 0,01
LDH-A Inhibitérii 0,87 + 0,03
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 0,85+ 0,00
Negatif Kontrol 0,84 + 0,01

MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) analizleri
sonuglar1 agagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 6.6.2).

MDA-MB-231

TAK (mmol Trolox EQ.)

Sekil 6.6.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Total Antioksidan Kapasite Grafikleri

MDA-MB-231 hiicre hattinda, TAK acisindan gruplar arasi istatistiksel fark
gozlenmemistir (p> 0.05).
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6.7 Total Oksidan Seviyesi Analizinin Sonugclari

MCEF-7 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Total Oksidan Seviyesi (TOS) analizinin sonuglari
asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 6.7.1).

Tablo 6.7.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Total Oksidan Seviyesi Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

Total Oksidan Seviyesi Analizi Sonuclari

Ortalama +
flac / Kimyasal Standart Sapma

(nmol H202)
Taxol 34,47 £ 0,26
Pterostilben 46,05 £ 0,79
LDH-A inhibitorii 56,84 + 1,05
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 56,58 +£ 0,26
Negatif Kontrol 35,26 + 0,00

MCF-7 hiicre lizatlarinda calisilan Total Oksidan Seviyesi (TOS) analizleri sonuglari
asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 6.7.1).
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Sekil 6.7.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Total Oksidan Seviyesi Grafikleri

MCF-7 hiicrelerinde TOS diizeylerine bakildiginda Pterostilben, LDH-A inhibitori,
Pterostilben + LDH-A inhibitorii gruplarinda daha yiiksek diizeyler bulunmustur (p<0.05).
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Taxol ile kiyaslandiginda; Pterostilben, LDH-A inhibitorii, Pterostilben + LDH-A
inhibitori gruplarinda daha yiiksek diizeyler bulunmustur (p<0.05).

Pterostilben ile kiyaslandiginda LDH-A inhibitorii ve Pterostilben + LDH-A inhibitorii
gruplarinda daha yiiksek TOS degerleri bulunmustur (p<0.05).

MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda calisilan Total Oksidan Seviyesi analizinin sonuglari
asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 6.7.2).

Tablo 6.7.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Total Oksidan Seviyesi Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

Total Oksidan Seviyesi Analizi Sonug¢lari

Ortalama +
Ila¢ / Kimyasal Standart Sapma

(nmol H202)
Taxol 34,74 £ 1,05
Pterostilben 41,05 £ 1,05
LDH-A inhibitorii 45,26 + 1,05
Pterostilben + LDH-A Inhibitorii 47,37 + 0,53
Negatif Kontrol 32,89 + 0,79

MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda calisilan Total Oksidan Seviyesi (TOS) analizleri
sonuglari agagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 6.7.2).
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Sekil 6.7.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Total Oksidan Seviyesi Grafikleri

83



MDA-MB-231 hiicre hatlarinda, kontrol ve Taxol grubuna gore, Pterostilben, LDH-A
inhibitorii, Pterostilben+LDH-A inhibitori gruplarinda daha yiiksek degerler gézlenmistir
(p<0.05).

Pterostilben grubu ile kiyaslandiginda, Pterostilben+LDH-A inhibitorii grubunda daha

yiiksek degerler gozlenmistir (p<0.05).
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6.8 Oksidatif Stres indeksi Sonuglar

MCF-7 hiicre lizatlarinda calisilan Oksidatif Stres Indeksi (OSI) sonuglari asagidaki

tabloda gosterilmistir (Tablo 6.8.1).

Tablo 6.8.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Oksidatif Stres Indeksi

Oksidatif Stres indeksi Sonuclar

. . Ortalama
Ila¢ / Kimyasal

Taxol 3,80
Pterostilben 5,44
LDH-A inhibitérii 7,06
Pterostilben + LDH-A inhibitorii 6,65
Negatif Kontrol 3,99

MCF-7 hiicre lizatlarinda calisilan Oksidatif Stres indeksi (OSI) analizleri sonuglari

asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 6.8.1).
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Sekil 6.8.1. MCF-7 Hiicre Hattinda Oksidatif Stres Indeksi Grafikleri
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MCF-7 hiicre hatlarinda OSI degerleri incelendiginde, hem Taxol, hem de kontrol
grubuna gore Pterostilben, LDH-A inhibitorii, Pterostilben+tLDH-A inhibitorii

gruplarinda daha yiiksek degerler gozlenmistir (p<0.05).

Pterostilben grubuna gore; LDH-A inhibitorii, Pterostilben+tLDH-A inhibitori

gruplarinda daha yiiksek degerler gdzlenmistir (p<0.05).

MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda ¢alisilan Oksidatif Stres indeksi sonuglar1 asagidaki
tabloda gosterilmistir (Tablo 6.8.2).

Tablo 6.8.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Oksidatif Stres Indeksi

Oksidatif Stres Indeksi Sonuclar

. : Ortalama
Ila¢ / Kimyasal

Taxol 3,94
Pterostilben 4,60
LDH-A Inhibitérii 5,20
Pterostilben + LDH-A inhibitorii 5,54
Negatif Kontrol 3,90
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MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda calisilan Oksidatif Stres Indeksi (OSI) analizleri
sonuglari agagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 6.8.2).
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Sekil 6.8.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Oksidatif Stres Indeksi Grafikleri

Kontrol grubuna gore MDA-MB-231 hiicre hattinda, Pterostilben, LDH-A inhibit6rii,
Pterostilben+LDH-A inhibitorii gruplarinda yiiksek degerler gozlenmistir (p<0.05).

Taxol grubuna gore; Pterostilben, LDH-A inhibit6rii ve Pterostilben+LDH-A inhibitorii
gruplarinda yiiksek degerler gézlenmistir (p<<0.05).

Pterostilben grubuna gore; LDH-A inhibitorii ve Pterostilben+LDH-A inhibitorii

gruplarinda yiiksek degerler gozlenmistir (p<0.05).
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6.9 Seahorse Deney Sonuglari

Metabolik akis sisteminde Glikolitik Stres, Mitokondriyal Stres ve Hiicre Fenotipi Kitleri
calisiimadan 6nce MCF-7 Hiicre hatlarinda Pterostiloen, LDH-A Inhibitorii,
Kombinasyon (Pterostilben + LDH-A Inhibitérii) gruplarmna ilag uygulamasi sonrasi

hiicrelerin mikroskop goriintiileri Sekil 6.9.1°‘de gosterilmistir.

Pterostilben LDH-A inh.

Kombinasyon : (-) Kontrol

Sekil 6.9.1. MCF-7 Hiicrelerinin Ila¢ Uygulamalar1 Sonras1 Mikroskop Goriintiileri (5X)

Metabolik akis sisteminde Glikolitik Stres, Mitokondriyal Stres ve Hiicre Fenotipi Kitleri
calisiimadan 6nce MDA-MB-231 Hiicre hatlarinda Pterostilben, LDH-A Inhibitorii,
Kombinasyon (Pterostilboen + LDH-A Inhibitérii) gruplarmna ilag uygulamasi sonrasi

hiicrelerin mikroskop goriintiileri Sekil 6.9.2°de gosterilmistir.
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Pterostilben

Kombinasyon & b i ¥ N () Kontrol

Sekil 6.9.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinin flag Uygulamalar1 Sonras1 Mikroskop Gériintiileri (5X)

Seahorse Metabolik Akis sisteminde calisilan testlerin sonuglar1 asagida gosterilmistir.
6.9.1 Glikolitik Stres Kiti

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatorler olarak Glikoliz Stres Kitinde sirasiyla;
D-Glukoz, Oligomisin ve 2-DG kullanildi. 2-DG, heksokinaz inhibitoriidiir. Oligomisin,
mitokondriyal kompleks 5 (ATP Sentaz) inhibitoriidiir.

MCF-7 hiicre hattina ait, Glikolitik stres kiti sonuglar1 asagida yer almaktadir (Sekil
6.9.3).
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Glikolitik Stres Grafigi
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Sekil 6.9.3. MCF-7 Hiicre Hatlarina Ait Glikolitik Stres Sonuglari
MCF-7 hiicrelerinin Glikolitik Stres grafigine gore, ilk 20 dakikanin ardindan ortama akut
olarak Glukoz’un eklenmesi ile, tiim gruplarda medyuma salinan H® iyonu

konsantrasyonunda artis meydana geldi.

MCEF-7 hiicrelerinde modiilatorlere en iyi yanit veren grup, Pterostilben+LDH-A grubu

olmustur.

MDA-MB-231 hiicre hattina ait, Glikolitik Stres Kiti sonuglar1 asagida yer almaktadir
(Sekil 6.9.4).

Glikolitik Stres Grafigi (+) Kontrol
(-) Kontrol
Kombine

LDH-A inh.

Pterostilben

ECAR (mpH/dk)

Zaman(dk

Sekil 6.9.4. MDA-MB-231 Hiicre Hatlarina Ait Glikolitik Stres Sonuglari
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MDA-MB-231 hiicrelerinin Glikolitik Stres grafigine gore, ilk 20 dakika ardindan ortama
akut olarak Glukoz’un eklenmesi ile, tiim gruplarda medyuma salinan H* iyonu

konsantrasyonunda artis meydana geldi.

Oligomisin’in 40. dakikada ortama akut olarak eklenmesi ile normal kosullarda oksidatif
fosforilasyon inhibe olacag i¢in, medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda artis
olmas1 beklenir. Tiim gruplarda artis gozlendi. Ortama 2-DG akut eklendiginde tiim

gruplarda medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda azalma oldugu kaydedildi.

Mitokondrilerdeki kompleks V inhibitorii olan Oligomisin’in 40. dakikada ortama akut
olarak eklenmesi ile normal kosullarda tiretilen ATP sentezinde azalma olacagi i¢in, hiicre
medyumuna saliman H* iyonu konsantrasyonunda artis olmasi beklenir. Pterostilben,

LDH-A inhibitorii ve Pterostilben + LDH-A inhibitorii gruplarinda artis gozlendi.

Ardindan ortama hekzokinaz inhibitorii olan 2-DG akut olarak eklendiginde tiim

gruplarda medyuma salinan H" iyonu konsantrasyonunda azalma oldugu kaydedildi.
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6.9.2 Mitokondriyal Stres Kiti

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatorler olarak Mito Stres Kitinde sirasiyla;
Oligomisin, FCCP ve Rotenon / Antimisin kullanildi. Oligomisin, mitokondriyal
kompleks 5 (ATP Sentaz) inhibitoriidiir. FCCP, mitokondride oksidatif fosforilasyonun
(OXPHOS) bir ayiricisidir. ATP sentezini bozan giiglii bir oksidatif fosforilasyon
ayiricisidir.  Rotenon, mitokondriyal kompleks 1 inhibitoriidiir. Antimisin A,

mitokondriyal kompleks 3 inhibitoriidiir.

MCEF-7 hiicre hattina ait, Mitokondriyal Stres Kiti sonuglar1 asagida yer almaktadir (Sekil
6.9.5).

Mitokondriyal Stres Grafigi
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Sekil 6.9.5. MCF-7 Hiicre Hatlarina Ait Mitokondriyal Stres Sonuglari

MCF-7 hiicrelerinde 3. 6l¢iimden sonra ortama akut olarak Oligomisin eklenmesi ile

Oksijen Tiiketim Oran1 negatif kontrolde belirgin seviyede artti.

MCEF-7 hiicrelerinde 6. 6l¢giimiin ardindan ortama FCCP’nin eklenmesi ile kombinasyon

grubunda diger gruplara kiyasla fark edilir diizeyde OCR artis1 kaydedildi.
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9. dl¢timden sonra ortama Rotenon /Antimisin A‘in akut olarak eklenmesi OCR’da tim
gruplarda azalma kaydedildi. En belirgin diizeyde azalma Pterostilben+ LDH-A inhibit6rii
grubunda gozlendi.

MDA-MB-231 hiicre hattina ait, Mitokondriyal Stres Kiti sonuglar1 asagida yer
almaktadir (Sekil 6.9.6).

Mitokondriyal Stres Grafigi
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Sekil 6.9.6. MDA-MB-231 Hiicre Hatlarina Ait Mitokondriyal Stres Sonuglari

MDA-MB-231 hiicrelerinde 3. 6lgiim sonrasi1 ortama akut olarak Oligomisin eklenmesi
ile Oksijen Tiiketim Orani pozitif kontrol harici tiim gruplarda azaldi. 6. dl¢glimden sonra,
ortama FCCP akut olarak eklendiginde, hiicre gruplarinda beklenildigi gibi OCR diizeyi
artmistir. 9. Olglimden sonra ortama Rotenon / Antimisin ‘in akut olarak eklenmesi ile

OCR’da belirgin seviyede azalma gbézlenmistir.
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6.9.3 Enerji Fenotipi Kiti

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatérler olarak Hiicre Enerji Fenotipi Kitinde
sirasiyla; Oligomisin, FCCP ve Rotenon / Antimisin kullanild1. Oligomisin, mitokondriyal
kompleks 5 (ATP Sentaz) inhibitoriidiir. FCCP, mitokondride oksidatif fosforilasyonun
(OXPHOS) bir ayiricisidir. ATP sentezini bozan gii¢lii bir oksidatif fosforilasyon
ayiricisidir.  Rotenon, mitokondriyal kompleks 1 inhibitériidiir. Antimisin = A,

mitokondriyal kompleks 3 inhibitoriidiir.

MCF-7 hiicre hatlarina ait, Hiicresel Enerji Fenotipi sonuglar1 asagida yer almaktadir
(Sekil 6.9.7).

Hiicre Enerji Fenotipi

Aerobik Enerjetik
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Sekil 6.9.7. MCF-7 Hiicre Hatlarina Ait Hiicresel Enerji Fenotipi Sonuglari
MCF-7 hiicrelerinin tiim gruplarimnin IC50 dozlarinda muamele edilmesiyle bazal fenotipe
kiyasla, stres fenotiplerinin enerjetik yone en fazla egilim gosterdigi grup,
Pterostilben+LDH-A inhibitorii grubunda kaydedildi. Kombinasyon grubunda hiicresel

enerji fenotipinin enerjetik yola kaydigi gosterildi. Bu sonu¢ mitokondriyal oksidatif
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fosforilasyon sisteminin (OXPHOS) arttigin1 ve metabolik kaymanin enerjetik yone dogru

oldugunu gostermistir.

MCF-7 hiicre hatlarina ait, bazal durum ve stres kosullarinda OCR ve ECAR oranlar1
asagida yer almaktadir (Sekil 6.9.8 ve Sekil 6.9.9).
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Sekil 6.9.8. MCF-7 Hiicre Hatlarina Ait OCR Degerleri
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Sekil 6.9.9. MCF-7 Hiicre Hatlarina Ait ECAR Degerleri

(+) Kontrol
(-) Kontrol
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MDA-MB-231 hiicre hatlarina ait Hiicresel Enerji Fenotipi Sonuglar1 asagida yer
almaktadir (Sekil 6.9.10).
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Sekil 6.9.10. MDA-MB-231 Hiicre Hatlarina Ait Hiicresel Enerji Fenotipi Sonuglari

MDA-MB-231 hiicrelerinin tim gruplarmin 1C50 dozlarinda muamele edilmesiyle bazal

fenotipe kiyasla, stres fenotiplerinin karsilastirmalarina bakildiginda, Pterostilben, LDH-

A inhibitorii ve Pterostilben + LDH-A inhibit6rii gruplarinda stres durumlarinda hiicresel

enerji fenotipinin enerjetik yola kaydigi1 kaydedildi. LDH-A inhibitoriiniin uygulandigi

grupta ise hiicresel enerji fenotipinin enerjetik yola dogru en yiiksek yonelim gosterdigi
inhibitori

gruplarinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sisteminin (OXPHOS) arttig1 goriildii.

kaydedildi. Pterostilben, LDH-A inhibitérii ve Pterostilben+LDH-A
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MDA-MB-231 hiicre hatlarina ait, bazal durum ve stres kosullarinda OCR ve ECAR
oranlar1 agagida yer almaktadir (Sekil 6.9.11 ve Sekil 6.9.12).
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Sekil 6.9.11. MDA-MB-231 Hiicre Hatlarina Ait OCR Degerleri
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Sekil 6.9.12. MDA-MB-231 Hiicre Hatlaria Ait ECAR Degerleri
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7. TARTISMA

Meme kanseri tiim diinya’da akciger kanserinden sonra ikinci sirada en yaygin olarak
goriilen kanserdir. Ulkemizde de kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve
insidansindaki artig katlanarak devam etmektedir. Bu artis trendi nedeniyle meme kanseri

etiyolojisi ve tedavisi ile ilgili arastirmalara gerek duyulmaktadir.

Pterostilben molekiiliinlin antikarsinojen etkileri oldugu bilinmekle birlikte antioksidan
olduguna dair de literatiirde bilgiler mevcuttur. Bu kapsamda Pterostilben, dogal bir diyet
bileseni ve yaban mersininin birincil antioksidan bileseni olarak kabul edilmistir. Bir¢ok
calismada, Pterostilben’in terapdtik yararlarini gosteren antioksidan etkinligi in vitro ve
in vivo modellerde gosterilmistir. Mannal ve arkadaslari, Pterostilben’in antioksidan
aktivitesi oldugunu, antikarsinogenez oOzellik gosterdigini, norolojik hastaliklarin
modiilasyonunda etkin oldugunu, anti-inflamasyon ozellik goéstermesini, vaskiiler
hastaliklarin gerilemesinde roliiniin oldugunu ve diyabetin iyilestirilmesinde iligkili roller

bulundugunu yaptiklar1 derlemelerde ifade etmislerdir (Mannal et al., 2013).

Meme kanserinde Pterostilben molekiilii ve Pterostilben gibi fitokimyasallar iceren
meyveler ile ilgili caligmalar literatiirde yer almaktadir. Fenolik asitler, antosiyaninler ve
diger flavonoidler gibi c¢esitli fitokimyasallar igeren yenilebilir meyvelerin ¢esitli
potansiyel kemopreventif aktivitelerine ilgi her gecen giin artmaktadir (Boivin,
Blanchette, Barrette, Moghrabi, & Beliveau, 2007).

Meme kanseri xenograft modelinin kullanildig1 calismalarda, yaban mersini 06ziitii
uygulanmast ile, bir hiicre proliferasyonu belirteci olan Ki-67'nin ekspresyonunda azalma
ve bir apoptoz belirteci olan Kaspaz-3’iin ifadesinde artis oldugu Adams ve arkadaslari
tarafindan bildirilmistir. Calismada, yaban mersini ile beslenen farelerde, kontrol grubuna
kiyasla AKT ve NK-kabba [ sinyallesmesinde aktivasyonun azaldigi gozlenmistir.
Calisma bulgularindan hareketle, yaban mersini Oziitiinlin igeriginde bulunan &zel
kimyasal bilesenin, meme kanseri hiicrelerinde kanserojenik yolagin modifikasyonunda
onemli bir rolii oldugunu in vivo olarak géstermektedir (Adams, Kanaya, Phung, Liu, &
Chen, 2011).
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Pterostiben’in  metastaz1 inhibe edici etkisine yonelik calismalar da literatiirde yer

almaktadir.

Adams ve arkadaslarimin ¢alismalarinda, yaban mersini Oziitiiniin in vitro
uygulamalarinda meme karsinogenezisinde rol oynayan HGF’nin (Human Growth
Factor), PISBK/AKT/ NK-kabba B yolagmin aktivitesini de onemli Olgiide azalttigini
gostermislerdir. Yaban mersini uygulanmasi, HGF'ye bagh hiicre gogiinii ve matris
metalloproteinaz- (MMP-2 ve MMP-9) aktivitesini inhibe ederek meme kanseri
hiicrelerinin metastatik potansiyelini in vitro ortamda inhibe ettigini gostermistir (Adams

etal., 2011).

Laktat dehidrojenaz (LDH), substrat olarak NADH’y1 kullanarak NAD* kazanimiyla
piruvatin laktata doniistimiinii katalizleyen oksirediiktazlar sinifindan kritik bir metabolik
enzimdir. Bakterilerden insanlara kadar ¢esitli organizmalarda bulunan Laktat

dehidrojenaz, tetramer olarak aktiftir (Kolappan et al., 2015).

LDHA’nin inhibisyonu, kanser hiicrelerinin enerjisini ve anabolik kaynagini kesmesi
anlamina gelmektedir. Boylece kanser hiicrelerinin metastatik ve invaziv potansiyelleri
azaltilmis olur. Bu 6zelliklerinden dolay1 LDHA, yeni anti-kanser ajanlari i¢in potansiyel

bir hedef olarak diistiniilmektedir (Granchi, Roy, Giacomelli, et al., 2011).

Cogu kanser hiicresi, glikozun laktata doniisiimii sonucunda LDH seviyelerini arttirmasi
ile Warburg Etkisi olarak bilinen glikolitik bir fenotip sergilemektedir. ATP'nin esas
olarak aerobik glikoliz yoluyla iretildigi bu Warburg etkisi, piruvatin laktata
doniisimiiniin LDH ile katalizlendigi metabolik yoldan ibarettir (Hamanaka & Chandel,
2012; Vander Heiden, 2011; Otto Warburg, 1956).

Meme kanserinde Taxole direngli hiicrelerde LDH-A inhibisyonu durumunda hiicreler
Taxol’e duyarli hale gelmektedir. Bu nedenle meme kanserinde hedefe yonelik tedavilerin
kullanim1 agisindan Sodyum Oxamat (LDH-A inhibitorii) hedef olmustur (Zhou et al.,
2010).

Calismamizda, Pterostilben molekiilii ile LDH-A inhibitorii kombinasyonunun meme

kanseri hiicrelerinde olusturdugu etkinin tiimdr enerji metabolizmasi1 bakis acist ile
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degerlendirilmesi amaglanmigtir. Calismamizda, Warburg Etkisi dogrultusunda, LDH
enzimi inhibitdrii olan Sodyum Oxamat kullanilarak, Pterostilben molekiiliiniin meme

kanseri hiicrelerindeki kombine etkisi arastirilmistir.

Pterostilben’in LDH-A inhibitorii ile kombine etkilerinin tiimor enerji metabolizmasi agisi

ile degerlendirildigi ¢aligmalar literatiirde heniiz yer almamaktadir.
Arastirmamizin 6zgiin yonii;

1. Pterostilben ve LDH-A inhibitorii kombine sekilde Warburg etkisi yoniiyle ilk

defa degerlendirilmistir.

2. Pterostilben+LDH-A inhibitoriiniin etkinligini 6lgen ECAR ve OCR parametreleri
daha Once calisiimamistir. Meme kanseri hiicrelerinde Pterostilben ve LDH-A inhibitorii
etkinliginin kombine olarak tiimor enerji metabolizmasi acisindan degerlendirildigi ilk

caligmadir.

Literatiirde, yaban mersini 6ziitiiniin ve Pterostilben’in meme kanserinde in vitro ve in
vivo c¢alismalarda kanser hiicrelerini inhibe ettikleri bildirilmistir. Adams ve
arkadaslarinin farkl tiglii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda (HCC38, HCC1937 ve
MDA-MB-231), kiiltiir ortamina uygulanan yaban mersini Oziitiiniin, kanser hiicre
hatlarinda ¢ogalmay1 azalttigin1 gostermislerdir. Tiimorojenik olmayan MCF-10A hiicre
hattinda ise hiicre ¢gogalmasini etkilemedigini bulmuslardir. Yaban mersini 6ziitlerinin in
vivo uygulamalarinda ise liclii negatif meme kanserli farelerde, timor hacminin aazaldig

ve timdr hiicrelerinin biiyiimesinin baskilandigi gosterilmistir (Adams et al., 2011).

Boivin ve arkadaglarimin farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 30, 40, 50 pl/ml)
fitokimyasallar i¢ceren meyve 6ziitlerini kullanarak meme kanseri proliferasyonunda doza
bagli inhibisyonunu hiicre canlilik analizi yaparak gostermislerdir. 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan, Pterostilben molekiiliinii iceren yaban mersini suyunun meme
kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231'e karst antiproliferatif bir etki yaptigini
gostermistir (Boivin et al., 2007).
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Bizim ¢alismamizda da her 2 hiicre hattinda da Pterostilben’in etkisi antiproliferatif olarak
bulundu (p<0.05).

Pterostilben’in meme kanserinde in vitro ve in vivo olarak ¢oklu kanser yolaklarinin
degisimi yoluyla anti-kanser etkiler sergiledigi gosterilmis olup, Alosi ve arkadaslari,
Pterostilben’in apoptozu indiikledigini, konsantrasyon ve zamana bagli olarak MDA -MB-
231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda proliferasyonu inhibe ettigini
bildirmislerdir. Aragtirma sonucunda, Pterostilben tedavisinin kaspaz bagimli apoptoz
yoluyla meme kanserinin biiyiimesini in vitro olarak engelledigini gostermistir.
Mitokondriyal membran depolarizasyonunun ve artan siiperoksit anyonunun, efektor
kaspazlarin aktivasyonuna katkida bulunabilecegini ve kaspaz inhibisyonunun da
Pterostilben ile hiicre canlilig1 lizerindeki etkisini tamamen tersine ¢evirmesine neden

olabilecegini gostermistir (Alosi et al., 2010).

Mannal ve arkadaglarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde yaptiklar
calismada Pterostilben, meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan Tamoksifen
ile kombinasyon halinde hiicrelere verildiginde, hiicre hatlarinda farkli sonuglar
bildirmislerdir. Ostrojen reseptdrii negatif hiicre hattt olan MDA-MB-231°de Pterostilben,
hiicre biiyiimesini inhibe etmesi acisindan yalniz basina inhibe edici etki gdstermesine
ragmen, kombinasyon olarak verildiginde ek bir inhibe edici etki gostermedigi
goriilmiistiir. Ostrojen reseptdrii pozitif hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicrelerine kombinasyon
olarak Pterostilben uygulandiginda, Pterostilben’in bu hiicre hattinda ek bir inhibitor etki

gosterdigi bildirilmistir (Mannal et al., 2010).

Benzer bir sekilde, Adams ve arkadaslari, yiiksek konsantrasyonda yaban mersini
Oziitlinlin, triple-receptor agisindan negatif olan meme kanseri hiicre hatlarinda (HCC38,
HCC1937 ve MDA-MB-231) ¢ogalmay1 azalttigini, fakat tiimorojenik olmayan MCF-
10A hiicre hattinda ise ¢cogalmayi etkilemedigini bulmuslardir (Adams et al., 2011).

Calismamizdaki sitotoksisite denemelerinin sonuglarina gére MCF-7 hiicre hatt1 i¢in
Sodyum Okzamat’in (LDH-A inhibitorii) IC50 dozu 60 mM, Pterostilben’in IC50 dozu
ise 60 uM olarak bulunmustur. Kullanilan iki ilacin kombinasyon dozlar1 ise 30 mM

LDH-A inhibitdrii ve 40 uM Pterostilben’den olugmaktadir.
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin Sodyum Okzamat’in (LDH-A inhibitérii) IC50 dozu 76
mM, Pterostilben’in IC50 dozu ise 95,6 uM olarak bulunmustur. Kullanilan iki ilacin
kombinasyon dozlari ise 38 mM LDH-A inhibitorii ve 95,6 uM Pterostilbenden

olusmaktadir.

MCF-7 hiicre hattina uygulanan Pterostilben i¢in literatiirde yer alan IC50 dozlarina
bakildiginda Alosi ve ve arkadaslarinin 48 saat igin bulduklar1 deger 40,51+10,72 olarak
bildirilirken, MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan Pterostilben igin 29,6 + 4,77 olarak
bildirilmistir (Alosi et al., 2010).

Niu ve arkadaslari, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki hiicrelere muamele
edilen LDH-A inhibitoriinii aerobik glikolizi inhibe etmek igin 48 saat i¢cin 50 mM
dozunda kullanmiglardir (Niu et al., 2018). Bizim ¢alismamizda MCF-7 i¢in 20-40-60-80-
120-160 mM araliklarinda analizler yapilarak IC50 dozu 60 mM olarak bulunmustur.
MDA-MB-231 i¢in 40-60-80-100-120-160 mM araliklarinda analizler yapilarak 1C50

dozu 76 mM bulunmustur. Buldugumuz sonuglar, literatiir ile uyumludur.
Asetil KoA sonuglarina bakildiginda;

1. Hem MCF-7, hem de MDA-MB-231 hiicre hatlarinda en yiiksek Asetil KoA,
Pterostilben +LDH-A inhibitorii grubunda goriildii.

2. MCF-7 hiicre hattinda Kontrol grubuna gore Pterostilben ve LDH inhibitorii
gruplarinda daha yiiksek Asetil KoA degerleri gozlendi (p<0.05). MDA-MB-231 hiicre
hattinda anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05).

3. Her iki hiicre hattinda da Pterostilben’ e ve Laktat’a gore Pterostilben +LDH-A
inhibitorii grubunda daha yiiksek Asetil KoA degerleri gozlendi (p<0.05).

Laktat sonuglarina bakildiginda;

1. Hem MCF-7, hem de MDA-MB-231 hiicre hatlarinda en diisiik Laktat diizeyi,
Pterostilben +LDH-A inhibitorii grubunda goriildii.

2. Her iki hiicre hattinda Kontrol grubuna gore tiim gruplarda daha diisiik Laktat
diizeyi gozlendi (p<0.05).
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3. Her iki hiicre hattinda da Pterostilben’ e gore Pterostilben +LDH-A inhibitorii
grubunda daha diisiik Laktat degerleri gozlendi (p<0.05).

Sonug olarak;

Pterostilben+LDH inhibitorii grubunda en yiiksek Asetil KoA ve en diisik Laktat
diizeyinin goriilmesi bu kombinasyonun glikolitik metabolizmadan oksidatif

metabolizmaya 6dnemli bir degisimi sagladigina isaret etmektedir.

Tek bagina Pterostilben veya LDH-A inhibitériine yerine, Pterostilben+LDH-A inhibitorii

kullanmak metabolik yonii enerjetige ¢cevirmek agisindan daha etkili olabilir.
ADP/ATP Translokaz sonuglarina baktigimizda;

1. MDA-MB-231 hiicre hatlarinda en yliksek ADP/ATP Translokaz degerleri,
Pterostilben +LDH-A inhibitorii grubunda goriildii. MCF-7 hiicre hattinda en yiiksek
ADP/ATP Translokaz degerleri Pterostilben (8,65+1,11), ikinci sirada Pterostilben
+LDH-A inhibitori (8,43+0,25) grubunda goriildii.

2. Her iki hiicre hattinda kontrole gore tiim gruplarda ADP/ATP Translokaz daha
yiiksek bulundu (p<0.05).

ADP-ATP translocase, ATP ve ADP'nin i¢ mitokondrial zardan gegmesini saglayan bir
tasiyict proteindir. Oksidatif fosforilasyondan iiretilen ATP mitokondriyal matriksten
sitoplazmaya tasinirken, ADP sitoplazmadan mitokondriyal matrise tasinir. I¢
mitokondriyaldeki proteinin % 10'undan fazlasi membran ATP-ADP translokazdan olusur
(Klumpe et al., 2016).

ANC iiretimindeki degisiklikler ayrica Rett Sendromunda ve MFN2 ile iligkili Charcot-
Marie-Tooth Tip 2A hastaliginda tanimlanmistir. Programlanmis hiicre o6liimiinde
belirleyici bir oyuncu olarak tanimlanan ADP / ATP translokazin, kanserde rol oynadig1
da gosterilmistir (Clémengon et al., 2013). SLC25AS5, ¢esitli insan kanser hiicrelerinde
giiclii bir sekilde asir1 ifade edilir ve bu durum SLC25A5 inhibitérlerinin kanser

tedavisinde hedef olabilecegini diistindiirmiistiir.
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ANT'nin bazi apoptotik sliregclerde yer aldigi bilinmektedir. ANT3'in, MCF-7
hiicrelerinde TNF ve oksidatif stresle indiiklenen hiicre 6liimii i¢in segici olarak gereklidir

(Z. Yang et al., 2007).

ADP/ATP translokazin kardiyak iskemide arttigi bilinmektedir. Tahmin edilebilecegi
gibi, iskemi mitokondriyal sinirli oksidatif fosforilasyona bagl islev bozuklugu ve
boylece kardiyak aktiviteyi tehlikeye atar.  Klumpe ve arkadaslarinin yaptig
arastirmalarda iskemi ile beraber artan oksidatif strese karsi transgenik sicanlardaki

ADP/ATP translokaz 1 asir1 eksprese olmustur (Klumpe et al., 2016).

Calisma gruplarimizda ADP/ATP translokaz diizeylerinin OSI artistyla paralel olmast,
ADP/ATP translokaz artisinin  oksidatif strese cevap olarak arttigi  seklinde

yorumlanmustir.

Calisma sonuclarimiz, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki kombinasyon
terapisinin hiicrelerdeki Laktat miktarini azaltirken, Asetil KoA ve ADP/ATP Translokaz

miktarini da es zamanli olarak arttirdigini gostermistir.

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bozulmus dengenin sonucu artan ROS’in, OS’i
arttirdigi ve meme kanserinin ilerlemesinde rol oynadig: ileri siiriilmektedir. Kanser
hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek ROS seviyeleri sergiledigi
bulunmustur. Bununla birlikte, kanser hiicreleri i¢indeki oksidatif durumu dengeleyen
artan antioksidan savunma, yiiksek ROS seviyelerinin ¢esitli mekanizmalar yoluyla timor
olusumunu onleyebilecegini diisiindiirmektedir (Gurer-Orhan, Ince, Konyar, Saso, &
Suzen, 2017).

Pek ¢ok ¢alismada Pterostilbenin’in antioksidan oldugu s6ylenmekle (Mannal et al., 2013)
beraber oksidan etkisi oldugunu sdyleyen calismalar da literatiirde bulunmaktadir

(Chakraborty et al., 2010).

MCF-7 kanser hiicre hatlarinda, Pterostilben’in antikanser etkilerinin incelendigi

caligmada; Pterostilben’in apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bu apoptozun MCF-7
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hiicrelerinde ROS iiretimini arttirmasindan kaynaklandigi diisliniilmiis ve antioksidan
enzimler ile bu etkiyi ortadan kaldiramamislar. Pterostilben’in AKT, Bcl-2 gibi faktorleri
inhibe etmesi, Bax gibi apoptotik sinyalleri ve Kaspaz serisini indiiklemesi apopitoza

neden olabilecek diger mekanizmalar arasinda sayilmistir (Chakraborty et al., 2010).

Alosi ve arkadaslarinin ¢calismasinda, Pterostilbenin antioksidan aktivitesini tespit etmek
i¢in hidroetidin kullanilarak, O% (Siiperoksit Anyonu) iiretimi de gosterilmistir (Alosi et
al., 2010).

Mannal ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada ise, Alosi ve arkadaslarinin bulgulariyla
uyumlu olarak, Pterostilben’in uygulandigi meme kanseri hiicrelerinde kaspaz salinimini

ve O?- iiretiminin arttirdigim bildirmislerdir (Mannal et al., 2010).

Chakraborty ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Pterostilben’in, MCF-7 hiicrelerinde ROS
tiretimini arttirdigi saptanmistir (Chakraborty et al., 2010).

Chakraborty ve arkadaslarinin ¢alismasini dogrular sekilde, ¢alismamizda da Pterostilben
grubunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda TOS diizeyinin istatistiksel olarak yiiksek
oldugu bulundu. Ayrica Pterostilben grubu ile kiyaslandiginda Pterostilben+LDH-A
inhibitori grubunda TOS diizeyinin istatistiksel olarak yiiksek oldugu bulundu (p<0.05).

Bu bulgular Pterostilben’in etkilerinin doza baglh olarak degisebilecegini, IC50 dozunda

oksidan 6zellik gdsterdigini diisiindiirmektedir.

Mikrofluometrik metabolik akis sistemi ile ¢alismamizda metabolik siirecin iki ana
yolunun Pterostilben ve LDH-A inhibit6riiniin ayr1 ayr1 ve kombine olarak olusturacagi
etkiden yola ¢ikarak, kanser enerji metabolizmas1 ile iligkili yeni baglanti

mekanizmalarinin bulunmasi amaclandi.

Calismamizin metabolik akis analizi ile ilgili Glikolitik Stres Analizi sonuglarina
bakildiginda, MCF-7 hiicrelerinde modiilatérlere en iyi yanit veren grubun,
Pterostilben+LDH-A grubu oldugu goézlendi. MDA-MB-231 hiicreleri, MCF-7
hiicrelerine gore modiilatorlere ve kullanilan molekiillere OCR ve ECAR degerleri

acisindan daha etkili sonu¢ verdi. Bu hiicre grubunda, Oligomisin eklenmesi ile
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beklenildigi gibi medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda artis oldugu gozlendi ve
calisilan tim gruplarda bu artis kaydedildi. Bir diger modiilatér olan Kompleks V
inhibitori Oligomisin’in ortama akut olarak eklenmesi ile ATP sentezinde meydana gelen
azalma neticesinde hiicre medyumuna salinan H* iyonu konsantrasyonundaki artis en
yiiksek Pterostilben grubunda gézlendi. Ikinci yiiksek deger ise, LDH-A inhibitdrii ve
Pterostilben + LDH-A inhibitorii gruplarinda kaydedildi.

Mitokondriyal Stres Analizi sonuglarina bakildiginda, MCF-7 hiicrelerinde modiilatorlere
en iyi yanit veren grubun, Pterostilben+LDH-A grubu oldugu gozlendi. MCF-7
hiicrelerinde tigiincii 6l¢limiin ardindan ortama akut olarak Oligomisin eklenmesi ile OCR
negatif kontrolde belirgin seviyede artarken, MDA-MB-231 hiicrelerinde OCR pozitif
kontrol harici tiim gruplarda azaldi. MCF-7 hiicrelerinde altinci 6l¢iimiin ardindan ortama
FCCP’nin eklenmesi ile kombinasyon grubunda diger gruplara kiyasla fark edilir diizeyde
OCR artis1 kaydedilirken, MDA-MB-231 hiicre gruplarinda OCR diizeylerinin tiim
gruplarda arttig1 kaydedildi. Hem MCF-7 hem de MDA-MB-23 1hiicrelerinde dokuzuncu
6lgtimden sonra ortama Rotenon /Antimisin A’nin akut olarak eklenmesi tiim gruplarda
OCR’da azalma gozlendi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda en belirgin diizeyde
azalma yani modiilatérlere en iyi yanit, Pterostilben+LDH-A inhibit6rii grubunda

gozlendi.

Hiicre Enerji Fenotipi Analizi sonuglarina bakildiginda, MCF-7 hiicrelerinde yer alan alt
gruplarin IC50 dozlarinda muamele edilmesiyle bazal fenotipe kiyasla, stres fenotiplerinin
enerjetik yone en fazla egilim gosterdigi grubun, Pterostilben+LDH-A inhibitorii grubu
oldugu gozlendi. Bu grupta, hiicresel enerji fenotipinin enerjetik yola kaydig: goriildii ve
bu sonu¢ mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sisteminin arttigini ve metabolik kaymanin
enerjetik yone dogru oldugunu goéstermistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Pterostilben
grubunda bazal fenotipe kiyasla stres durumunda, hiicresel enerji fenotipinin enerjetik
yola kaydig1 en yiiksek oran olarak kaydedildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde sirasiyla,
bazal fenotiple stres fenotipi arasindaki farkin ikinci en yiiksek oldugu deger LDH-A
inhibitorii grubu ve tiglincii yliksek ise Pterostilben + LDH-A inhibitorii grubu oldugu
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gozlendi. Pterostilben, LDH-A inhibitorii ve Pterostilben+LDH-A inhibitérii gruplarinda

mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sisteminin arttig1 goriildii.

Mikrofluidik akis analizi sonuglarinda, pozitif kontrol gruplarinda Taxol’un en diisiik
yanit1 verdigi gozlendi. Literatiirde glikoliz asamasinda Fruktoz-6 Fosfat’1, Fruktoz 1,6
difosfat’a doniistiiren hiz kisitlayici enzim olan Fosforuktokinaz 1°in etkisinin Taxol
tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir. Fare melanoma hiicrelerine 25 uM dozlarinda
Taxol uygulandiginda, hiicre iskeletine bagli enzimlerde %350 oraninda azalma goriildigii
bilinmektedir (Glass-Marmor & Beitner, 1999). Calismamizin mikrofluidik akis analiz
sonuglarina gore Taxol, hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicre hatlarinda OCR
degerlerinde degisiklik yaratmamistir. Bu durumun, Taxol tarafindan glikoliz

enzimlerinin inhibe edilmesi neticesi olustugu diisliniilmektedir.

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin her ikisi de invaziv duktal / meme karsinomu
hiicreleridir. MCF-7 hiicreleri, epitelyal hiicre fenotipi gosterirken, MDA-MB-231
hiicreleri ise mezenkimal karakterdedir. Metabolik olarak MCF-7 hiicreleri, normoksik
kosullarda oksidatif fosforilasyondan ATP iiretimine dayanan Pasteur fenotipini gosterir.
Fakat, hipoksik kosullar altinda, artmis glikolitik aktivite gosterirler. MDA-MB-231
hiicreleri ise, Warburg fenotipi gosterirler. Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda

ATP iiretimleri glikolize dayalidir (Theodossiou et al., 2019).

Buldugumuz sonuglarda, MDA-MB-231 hiicreleri mikrofluometrik akis analizinde MCF-
7 hiicrelerine gore daha etkin yanit verdigi goézlendi. Bu durumun hiicre

karakteristiklerinin farkli olmasindan kaynaklanmis oldugu diisiiniildii.

Literatiirde meme kanseri metabolizmasi ile ilgili 6ne ¢ikan ¢aligmalar yer almaktadir. Bu
calismalardan ilki Harami ve arkadaslarinin, kapsamli bir veri tabaninda hem in siliko ve
1slak laboratuvar ¢alismasini igermektedir. Calismada, meme kanseri hiicre hatlarinda
TP53 mutasyonunu igeren gruplar ile enerji metabolizmasi arasindaki iliski aragtirilmistir.
Kanser hiicrelerinde yaygin olarak mutasyon geciren tiimor baskilayict gen TP53'teki
mutasyon ile metabolizma arasindaki korelasyonun degerlendirilerek, hiicre hatlarina

metabolik inhibitdrlerin uygulandig: arastirmada, TP53 geni agisindan mutant olan meme
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kanserli hiicre hatlarinda, daha yiiksek glikolitik ve mitokondriyal aktivite oldugu
gosterilmistir (Harami-Papp et al., 2016).

Kanser hiicrelerinde aerobik glikolizin regililasyonundaki mekanizmalar heniiz net bir
sekilde aydinlatilamamigtir. Konu ile ilgili literatiire bakildiginda, glikoz tasiyicilart ve
glikolitik siiregte hiz kisitlayici fonksiyonu bulunan hekzokinazlarin glikolitik siireci
regiile ettigi goriilmektedir. Kanserde, degismis enerji metabolizmalarinda 6nemli bir rolii
olan transkripsiyon faktdrii HIF1a® (Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktdr 1o) nin glikolitik
stirecte etkin bir rolii bulunmaktadir. HIF1a, hipoksik strese kars1 kritik genleri indiikler.
Huang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma da HIF 1o’ nin hedefi olarak monometiltransferaz
SETDS8’in kanser hiicre cogalmasi ve metabolizmasi iizerindeki etkisi arastirilmistir.
SETD8’in, HIFlo’nin transkripsiyonel hedefi oldugunun gosterildigi c¢alismada,
SETD8’in susturuldugu hiicre hatti olan MDA-MB-231’de glikoliz miktarinin ve OCR’1n
azaldigin bildirmiglerdir. Huang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, HIF1a’nin hedefi
olarak monometiltransferaz SETDS8’in kanser hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmasi tizerinde
dogru oranti gosterdigini bildirmislerdir. SETDS8, anabolik metabolizmanin pozitif

diizenleyicisi olarak degerlendirmistir (Huang et al., 2017).

Bizim calismamiz, Huang ve arkadaglarinin c¢alismasinda oldugu gibi bir protein
hedefleyerek metabolizmanin arastirildigi  bir ¢alisma olmayip, meme kanser
hiicrelerindeki enerji metabolizmasinin karsilastirmasi bakis agisiyla ele alinmistir. Hiicre
enerji fenotipi sonuglarina gére, MCF-7 hiicrelerinde stres sonrasi metabolik yone egilim
en yiiksek Pterostilben+LDH-A inhibit6rii grubunda gozlenmisken, MDA-MB-231
hiicrelerinde, stres sonrasi metabolik yone egilimin en yiiksek oldugu grup Pterostilben

grubu olmustur.

108



8. SONUC

Meme kanseri hiicre hatlarinda Pterostilben+LDH-A inhibitorii grubunda yiiksek Asetil
KoA, diisiik Laktat, yiikksek ADP/ATP Translokaz ve yiiksek OSI degerleri gdzlendi.
Pterostilben+LDH-A inhibitorii kombinasyonunun hiicrede glikolitik metabolizmadan
oksidatif metabolizmaya 6nemli bir degisimi sagladigi ve mitokondri fonksiyonlarini
tyilestirdigi diisiiniildii. Kullanilan meme kanseri hiicrelerinin farkli karakterlerde olmasi,
uygulanan IC50 degerlerinde enerji metabolizmasi analizinde farkli etkinlikte sonug
vermesine neden oldu. Mezenkimal karakter sergileyen MDA-MB-231 hiicreleri
mikrofluidik akis sisteminde daha etkin yanit verdi. Pterostilbpen+LDH-A inhibitorii
kombinasyonunun, tek basina Pterostilben ve tek basina LDH-A inhibitori ile
kiyaslandiginda, hiicrede glikolitik metabolizmadan oksidatif metabolizmaya daha etkin

bir degisim sagladigi ve mitokondri fonksiyonlarini iyilestirdigi diistiniildii.

Birlikte ele alindiginda, hizli, hassas ve yiiksek verimli metabolik substrat akisi analizi
yontemleri, hiicresel metabolizmay1 diizenleyen genetik ve epigenetik yollarin daha iyi
anlasilmasi1 ve kanser metabolizmasin1 hedefleyen tedavilerin gelistirilmesi i¢in degerli

yaklagimlar sunacagi kanaatini olusturdu.
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