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1. OZET

MEME KANSERINDE PPAR-y AGONISTLERI VE KEMOTERAPI
KOMBINASYONUNUN DIFERANSIYASYON ILiSKiLI OLARAK EMT
YOLAGINA ETKIiSi

Hiicre plastisitesi, metabolik yeniden programlama ile EMT transkripsiyonel
diizenlemesi i¢ ice gegerek kanserin negatif etkilerini potansiyalize etmeleri konusu
¢ok yenidir. Bu ¢aligmanin amac1 meme kanserinde PPAR-y agonisti (Roziglitazon),
MEK inhibitérii (Trametinib) ve bunlarin konvansiyonel kemoterapotik ajan olan
Paklitaxel (PTX) ile kombinasyonunun diferansiyasyon iliskili olarak epitelyal
mezenkimal transisyon (EMT) yolagina ve hiicre enerji metabolizmasina etkisinin
ortaya konmasidir. Calismada, yiiksek diizeyde metastatik bir fare olan MMTV-PyMT
transgenik faresinin meme tiimoriinden primer hiicre kiiltiirii ile izole edilen PyMT-
1099 hiicreleri ve preadipozitik 3T3-L1 hiicre hatti kullanildi. Calisma gruplari,
Negatif kontrol; TGFB; PTX; TGFB+Rosi+tram; Rosi+Tram; TGFp+Rosi+Tram+
PTX’den olustu. EMT belirtegleri olan E-kaderin, N-kaderin, HIF-1a, Snail, Slug,
Twist western blot teknigi ile degerlendirildi. SeaHorse XF-96 Metabolik akis
analizatorii ile hiicre enerji fenotipleri degerlendirildi. Rosi+Tram grubunda hiicre
fenotipi glikolikten enerjetige dogru farklilagti. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Rosi+Tram grubunda; N kaderin, Twist, Slug ve HIF-1a en diisiik diizeyde bulundu.
EMT nin ana regiilator transkripsiyon faktorlerinden biri olan Snail ekspresyonu
incelendiginde, TGFP grubunda, negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir artig goriildi. TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunda, negatif kontrol grubuna gore E-
Kaderin ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikseldigi, ancak N-
Kaderin ekspresyonlarinin degismedigi goriildii. Sonug¢ olarak; Rosi+Tram
kombinasyonunun hiicre plastisitesi, EMT, ve metabolik yeniden programlamaya
etkisinin incelendigi ¢alismada; Rosi+Tram kombinasyonunun EMT-TF leri azalttig1,
hiicre metabolizma-sin1  glikolitikten enerjetige  cevirdigi ve Rosi+Tram
kombinasyonuna PTX eklenmesi-nin E-kaderini maksimum diizeyde arttirdig1 ortaya
konmustur. Bu tez BAP (2021-05) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Adipojenez, EMT, Kanser metabolizmasi, Meme kanseri,

Transkripsiyon faktorleri



2. ABSTRACT

EFFECT OF PPAR-y AGONISTS AND CHEMOTHERAPY COMBINATION
ON DIFFERENTIATION-RELATED EMT PATHWAY IN BREAST CANCER

Cell plasticity, metabolic reprogramming and EMT transcriptional regulation have
been shown to collectively potentiate the negative effects of cancer in recent studies.
The aim of this study is to analyze the effects of Rosiglitazone (Rosi) a PPAR-y
agonist, Trametinib (Tram) a MEK inhibitor and their combination with the
conventional chemotherapeutic agent Paclitaxel (PTX) on epithelial mesenchymal
transmission (EMT) pathway and cell energy metabolism in relation to differentiation
in breast cancer. PyMT-1099 primary breast cancer cell line isolated from breast tumor
of MMTV-PyMT transgenic mice and pre-adipositic 3T3-L1 cells were used in this
study. Both cell lines were divided into six study groups: Negative control; TGFp;
PTX; TGFB+Rosi+tram; Rosi+Tram; and TGFp+Rosi+Tram+PTX. Western blot was
used to evaluate EMT markers E-Cadherin, N-Cadherin, HIF-1a, Snail, Slug and
Twist. Cell energy phenotypes were evaluated with Sea Horse XF-96 Metabolic flow
analyzer. In the Rosi+Tram group, the cell phenotype differentiated from glycolytic to
energetic. N-Cadherin, Twist, Slug and HIF-1o were found to be lowest in the
Rosi+Tram group compared to the negative control group. Snail expression, one of the
main regulatory transcription factors of EMT, was significantly high in the TGFj
group compared to negative control. E-Cadherin protein was high expressed in the
TGFB+Rosi+Tram+PTX group compared to the negative control group, but there was
no change in N-Cadherin in all groups. As a result; it has been shown that
Rosiglitasone and Trametinib combination reduces EMT-TFs, changes cell
metabolism from glycolytic to energetic, and adding PTX to Rosiglitasone-Trametinib
maximally increased E-Cadherin expression. This thesis was supported by BAP (2021-
05)

Keywords: Adipogenesis, Breast cancer, Cancer metabolism, EMT, Transcription

factors



3. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri en sik tani alan kanserdir ve kadinlarda kansere bagli 6liimlerin
en 6nemli ikinci nedenidir. Meme kanserine bagli 6liimlerin %90"1ndan fazlasi primer
tiimor ile iliskili degil de uzak bolgedeki metastazlarindan kaynaklanmaktadir. Meme
kanseri metastaz mekanizmasinin anlasilmasi erken tani ve tedavi i¢in oldukca
onemlidir. Non-invaziv tiimor hiicrelerinin, metastatik potansiyeli olan hiicrelere
doniismesinde etkili olan mekanizmalar hala tam olarak anlagilmamistir. Ancak eldeki
veriler epitelyal-mezenkimal transizyon (EMT) benzeri siire¢lerin meme kanseri

metastazinda rol oynayan ana mekanizmalardan biri oldugunu gostermektedir (1).

Epitelyal durumdan mezenkimal duruma gegis epitelyal mezenkimal transizyon
(EMT) olarak adlandirilir (2). EMT, daha mezenkimal bir fenotipe gecis, artmis
plastisite, proliferasyon, kemorezistans ve invazivite ile iliskilidir (3). Hiicreler,
epitelyal durumdan mezenkimale (EMT) doniisebilecegi gibi mezenkimalden epitele

de (MET) doniisebilir.

EMT, kanserde hiicre plastisitesinin kolaylastirilmasinda 6nemli bir oynar ve
kanser hiicrelerinin kemoterapi ve diger hedefli tedavilerden kagmasina olanak saglar.
EMT primer tiimor invazyonundan sorumlu iken, MET kanser hiicrelerinin uzak
organlardaki metastazindan sorumludur. Bu yilizden terapdtik olarak EMT'nin ters
cevrilmesi daha zararli etkiler ortaya cikarabilir. Ancak MET ve EMT siirecindeki
hiicrelerin yliksek plastisiteye sahip olmalari terap6tik bir avantaja ¢evrilebilir. EMT
cok asamali ilerler; epitelyal durumdan baglayarak, parsiyel EMT, farkli fonksiyonel
ozelliklere sahip tamamen mezenkimal (tam EMT) durumlarin goriilmesi ile
sonuglanir (4). Parsiyel EMT siirecinde hem epitelyal hem de mezenkimal 6zellikte
hiicreler goriiliir (5,6). Parsiyel EMT durumundaki hiicreler, ¢oklu soy farklilastirma

kapasitesi gostererek mezenkimal kok hiicre benzeri 6zellikler gostermistir (7).

EMT Snail, Slug ve Twist gibi bir dizi transkripsiyon faktorii (EMT-TF'ler)
tarafindan indiiklenir. Hepsi E-Kaderin gibi epitelyal faktorlerin baskilayicilaridir ve
Vimentin, fibronektin veya N-kaderin gibi mezenkimal belirtegleri aktive ederler (8).
Epitelyal belirteclerdeki azalma ve mezankimal belirteclerdeki artma hiicrenin

EMT’ye gittiginin gostergesidir (9).



Ishay-Ronen ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada; EMT sirasinda
olusan plastisite, meme kanser hiicrelerini adipositlere farklilagtirmak i¢in kullanilmis
ve fonksiyonel adipositler elde edilmistir. Ancak meme kanserinde normalde

kullanilan ajanlarin, bu doniistimle kombinasyonunun etkisi bilinmemektedir.

Mezenkimal hiicreler, epitel hiicrelerinden farkli enerji gereksinimlerine

sahiptir. Dolayisiyla, metabolik degisiklikler EMT ile iliskilidir (10).

Kanser hiicrelerinde glikoz alim1 ve glikoliz artarken, oksidatif fosforilasyon
azalir. Glikolizden sentezlenen piriivatin laktata doniiserek ECAR artar Bu metabolik
fenotip, Warburg etkisi olarak adlandirilir (9). Meme kanseri hiicreleri heterojen
hiicresel enerji metabolizmasi gosterir. Hizli gogalan meme kanseri hiicreleri, hiicresel
enerjiyi saglamak icin glikolitik fenotip gosterir. Glikolitik fenotipte; yiiksek glikoz

alimi, diisiik oksijen kullanimi, azalmis mitokondrial aktivite gézlenir (11).

Glikolitik fenotipi karsilayan Warburg etkisi sadece tiimor biiylimesini
saglamak ile kalmaz, ayn1 zamanda metastaz1 da kolaylastirir. Mevcut calismalar,

Warburg etkisini malignitenin merkezinde konumlandirmaktadir (12).

Oksidatif fenotipte; azalmis glikoz alimi, artmis oksijen kullanimi, artmis
mitokondriyal aktivite gézlenir. Sessiz meme kanseri kok hiicreleri, oksidatif fenotip

gosterir. ATP iiretmek i¢in glikoliz yerine daha fazla oksidatif fosforilasyon kullanir
(112).

Kombine fenotip; Hem fazla glikoliz hem de fazla Oksidatif fosforilasyonun
gorildiigli yiiksek metastatik o6zellik gosterir. Proliferatif kanser kok hiicreleri

kombine fenotip gosterirler (11).

Hiicre plastisitesi, metabolik yeniden programlama ile EMT transkripsiyonel
diizenlemesi i¢ ice gegerek kanserin negatif etkilerini potansiyalize etmeleri konusu
cok yenidir. Bu ¢aligmanin amaci meme kanserinde PPAR-y agonisti (Rosiglitazon)
MEK inhibitérii (Trametinib) ve bunlarin konvansiyonel kemoterapdtik ajan olan
Paklitaxel (PTX) ile kombinasyonunun diferansiyasyon iligkili olarak epitelyal
mezenkimal transisyon (EMT) yolagina ve hiicre enerji metabolizmasina etkisinin

ortaya konmasidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Meme Kanseri

Meme kanseri; aynt anatomik organi etkileyen ve ayni anatomik bdlgeden
koken alan, farkli risk faktorleri, klinik goriintimler, patolojik 6zellikler, tedaviye yanit

ve sonuglara sahip heterojen bir hastalik grubudur (13).

Meme kanseri, kadinlarda kansere bagli 6liimlerin en 6nemli ikinci nedenidir
(1). 2019 verilerine gore meme kanseri, ABD'de kadinlar arasinda cilt kanserleri harig
en sik teshis edilen kanserdir ve akciger kanserinden sonra kadinlar arasinda kanser

oliimlerinin ikinci 6nde gelen nedenidir (14,15).

Kadinlarda en sik goriilen kanser olan meme kanseri, diinya ¢apinda yaklasik
1.384.155 yeni vaka ve 459.000 oliimle birlikte 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Meme kanseri, patolojik 6zellikleri bakimindan oldukca heterojendir, baz1 vakalar
miikemmel prognozla yavas biiylime gosterirken, digerleri agresif tiimdrlerdir. Mevcut
tahminler ve istatistikler, hem diinya ¢apinda meme kanseri insidansinin hem de meme

kanserine bagli 6liim oranlarinin artmakta oldugunu gostermektedir (1).

4.2. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) verilerine gére 2020 yilinda diinya genelinde
yaklasik 2,3 milyon kadina meme kanseri teshisi konmus ve 685,000 meme kanseri
iligkili 6liim goriilmiistiir (16). 2012 yilina ait GLOBCON verilerine gore 1,7 milyon
kadina teshis konmus ve 522,000 meme kanseri kaynakli 6liim goriilmiistiir. Bu
verilere gore meme kanseri insidansinda ve buna bagli 6liim oranlarinda artis oldugu

goriilmektedir (17).

Amerikan Kanser Dernegi'ne gore, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki her sekiz
kadindan birinin yasami boyunca bir kez meme kanserine yakalanacagi ve diinya
capinda kadin meme kanseri insidansinin 2050 yilina kadar yilda yaklasik 3,2 milyon

yeni vakaya ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu rakamlar meme kanseri insidansinin



blytikligiinii, diinya ¢capinda etkisini ve 6nleyici ve tedavi edici tedbirler i¢in aciliyeti

ortaya koymaktadir (18).

4.3.Meme Kanserinde Histolojik ve Molekiiler Siniflandirma

En yaygin meme karsinomu tipi, invaziv duktal ve invaziv lobiiler

karsinomlardir (Tablo 4.3.1) (13).

Tablo 4.3.1 Meme Karsinomu Histolojik Tipleri

Prevelans (%) Prevelans (%) Prevelans (%) Prevelans (%)

Histolojik Tip (19) WHO (21,22) (23)

(20)
gls\;izzs;iﬁeliaflsiif;; karsinom 0(?:7?[(,)2 20500 56.4 8
Invaziv lobiiler karsinom
Saf tiibiiler karsinom 5 5-15 16.4 111
Invaziv kribriform karsinom
Mediiller karsinom <2 <2 4.4 2.2
Miisindz karsinom <4 0,8-3,5 0.6 0,3
Noroendokrin karsinom 2-5 0.0
Invaziv papiller karsinom 1-2 1-2 0,4 0.7
Invaziv mikropapiller karsinom <2.7 <2
Apokrin karsinom <14 <4
Metaplastik karsinom <5 <1 0,2
Lipid agisindan zengin karsinom <1 <1-6
Salg1 karsinomu Birkag vaka <0.15
Onkaositik karsinom Birkag¢ vaka
Adenoid kistik karsinom Birkag vaka 0.1 0.1
Asinik hiicreli karsinom Birkag vaka
(k}al:l;?r:'z;den zengin berrak hiicreli <1-3 13
Sebasoz karsinom Birkag vaka
Karigik tipler 50.6 4.0

0.6 (Metaplastik ve 0.0 (Tash yuzik
Cesitli adenoid kistik hiicreli karsinom)
karsinom)



Meme kanserinin heterojen yapisi, modern molekiiler profilleme tekniklerinin
ortaya ¢ikmasindan ¢ok Once histopatologlar tarafindan morfolojik gozlemlerle fark
edilmistir. Siniflandirma su 6dlglitlere dayaniyordu: histolojik tip, tiimor derecesi, lenf
notlarinm durumu, Ostrojen reseptorii (ER) ve daha yakin zamanda Insan epidermal
bliylime faktorii reseptorii 2 (HER2) gibi prediktif belirteclerin varligi. DNA
mikroarray teknigi kullanilarak molekiiler profillemenin gelistirilmesi, bu
heterojeniteyi kanitlamistir. Molekiiler profilleme ve ERa, progesteron reseptorii (PR)
ve HER2'nin immiinohistokimyasal ekspresyonu ile meme kanseri; luminal A, luminal
B, HER2, bazal ve normal olarak en az bes alt tipte siiflandirilabilir (Tablo 4.3.2)
(24).

Tablo 4.3.2 Meme karsinomu molekiiler smiflandirilmast

Smiflandirma | Immiinprofil | Diger karakteristikler Ornek hiicre hatlart
. ER+, PR+/-, Ki67 diisiik, endokrin duyarli, siklikla MCF-7, T47D,
Liiminal A .
HER2- kemoterapi duyarl SUM185
ER+ PRA4/- Ki67 yiiksek, genellikle endokrin duyarls,
Liiminal B HER’2+ ; kemoterapiye karsi degisken, HER2+ BT474, ZR-75
trastuzumab duyarli
EGFR+ velv itokeratin 5/6+, Ki67
Bazal ER-, PR-, yii(sek er?:loz?ns(;[zyzritdegf S;klllfla MDA-MB-468,
HER2- . ’ SUM190
kemoterapi duyarl
ER- PR- Ki67, E-kaderin, claudin-3, claudinin-4 ve BT549, MDA-
Claudin-Low HEIéZ— ’ claudinin-7 diisiik. Kemoterapiye orta MB-231, Hs578T,
diizeyde duyarli. SUM1315
HER? ER-, PR-, Ki67 yiiksek, trastuzumab duyarli, SKBR3, MDA-
HER2+ kemoterapi duyarh MB-453

Meme kanserlerinin yaklasik %15-20'sinde HER2 pozitifligi goriiliir. HER2
proteininin  over-ekspresyonu ile karakterizedir. HER2 over-ekspresyonu,
immiinohistokimya (IHC3 +) veya floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile
o6l¢iiliir. Meme kanserinde, HER2 ve hormon reseptorleri, hedefe yonelik tedavi se¢imi
icin yegane prediktif faktor olmaya devam etmektedir. PIK3CA (Fosfatidilinositol-
4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Subunit Alfa 2 3 5) veya PTEN'deki (Fosfataz ve
Tensin Homologu) mutasyonlar gibi diger faktorler, anti-HER2 tedavisinden
yararlanabilecek bir hasta grubunu daha ileri diizeyde se¢cmek icin degerlendirilmis,

ancak heniiz rutin klinik uygulamaya girmemistir (25).




4.4 Meme Kanserinin Tedavisi

Her alt tipin farkli bir prognozu ve tedavi yaniti vardir. Terapotik hedef ER
oldugu icin luminal A ve liiminal B alt tipleri hormon terapisine uygundur. Benzer
sekilde HER2 grubu, trastuzumab tedavisi i¢in potansiyel adaylardir. Bilinen bir
terapotik hedefin ekspresyonunun olmadigi bazal tiimoérlerin tedavisi zordur, biyolojik
olarak daha agresiftir ve genellikle kotli prognoza sahiptir. Bazal fenotip, ERa, PR ve
HER2 ekspresyonunun olmamasi ile karakterize edildiginden, bazen triple negatif
olarak anilir (26,27). Bazal ve triple negatif fenotiplerde benzerlikler olsa da, terimler
kesinlikle birbirleri ile degistirilebilir degildir. 2011 yilina ait bir incelemede ana
hatlariyla belirtildigi gibi, bazal kanserler icin hala birlestirici bir tanim yoktur ve
fenotipler ayn1 degildir (28). Insan ve fare veri setlerinin sorgulanmasiyla claudin-low
alt tipi tanimlanmustir (29). Baslangigta ERa (Ostrojen Reseptorii alfa), PR ve HER2
ekspresyonlar1 olmadigi ve kotii prognozla iligkilendigi i¢in bazal alt tip sinifina
alinmigtir. Ancak claudin-3 ve claudinin-4'tiin down-regiilasyonu, proliferasyon
belirteci olan Ki67'nin diisiik ekspresyonu, EMT (Epitelyal Mezenkimal Transizyon)
ile iligkili belirteglerin yiiksekligi ve meme kanseri kanser kok hiicreleri (CSCs) ile
iliskili 6zelliklerin ekspresyonu (6rnegin CD44+CD24—/diisiik fenotip) gostermistir ki
bu tiimorler farklidir (24,30).

4.4.1. Lokal tedavi

Cerrahi: Primer meme kanserinin cerrahi tedavisindeki en biiyiik degisiklik, yaklagik
30 y1l 6nce meme koruma tedavisine ge¢ilmis olmasidir. Su anda, Bat1 Avrupa'da yeni
teshis edilen kanserlerin %60-80'i meme koruma tedavisine uygundur (genis lokal
eksizyon ve radyoterapi). Timor boyutu (meme biyiikligine gore), timor ¢ok
merkezliligi, ¢coklu rezeksiyonlardan sonra negatif cerrahi sinirlara ulasilamamasi,
gogiis duvarina/memeye daha onceden radyasyon verilmis olmasi veya radyoterapi
(RT) i¢in baska kontrendikasyonlarin varlig1 ya da hasta tercihlerinden dolay1 bazi
hastalarda mastektomi halen yapilmaktadir (31).

Meme Koruyucu Cerrahi (MKC): Genis lokal eksizyon uygulanan hastalar i¢in,
cerrahlar genellikle doku yer degistirme tekniklerini kullanarak onkoplastik

yaklasimlara yonelmektedir (32).



Mastektomi: Mastektomi gerektiren durumlarda ¢ogunlukla meme rekonstriiksiyonu
yapilmaktadir. Bazi durumlarda; tedavinin gecikmesi, rekiirrans ve uzun-donemde
zayif sagkalimla iliskili oldugu i¢in rekonstriiksiyon onerilmez. Otolog doku-bazli
teknikler genellikle postoperatif RT'yi iyi tolere ederlerken, implant-bazli
rekonstriilksiyonda, postoperatif RT sonrast olumsuz bir estetik sonug

goriilebilmektedir (33).

in Situ Malignite Cerrahisi (Intraepitelyal Neoplazi): Duktal karsinoma in situ
(DCIS), net rezeksiyon sinirlarina ulasilabilmesi kosuluyla total mastektomi veya

MKC ile tedavi edilebilir (34).

Risk Azaltict Mastektomi: Daha 6nce lenfoma veya BRCA1 (Meme kanseri iligkili
gen 1) veya BRCA2 (Meme kanseri iliskili gen 2) gen mutasyonu tasiyicist oldugu
yiiksek risk altindaki kadinlara, risk azaltici cerrahi (rekonstriiksiyon ile profilaktik

bilateral mastektomi) Onerilebilir (35).

Tiim Meme Radyasyon Tedavisi (TMRT): MKC sonrasi postoperatif RT siddetle
tavsiye edilir. Tek basina TMRT, 10 yillik ilk rekiirrens riskini (lokal ve uzak bdlgeler
dahil) %15, 15 yillik meme kanserine bagli mortalite riskini ise %4 azaltmaktadir (36).
Boost 1s1mas1 %50 daha fazla relatif risk azalmasi saglar. 50 yas alt1, grade 3 tiimorler,
yaygin DCIS, vaskiiler invazyon veya radikal olmayan tiimor eksizyonu (fokal olara
aksi takdirde daha ileri cerrahi diisiintilebilir) gibi lokal kontrol i¢in olumsuz risk

faktorlerine sahip hastalar i¢in endikedir (37,38).

Hizlandirilmis Kismi Meme Isinlamasi: Hizlandirilmis kismi meme 1sinlamasi
(HKMI) kavrami, tedavi siiresini 6nemli dl¢iide kisalttig1 icin 6nemli bir yaklagimdir.
Meme kanseri ameliyati sonrasi rekiirrens riskini azaltmak i¢in uygulanan adjuvan
RT'de, tiim memeyi 1sinlamak yerine, HKMI uygulanmasinin da etkin bir yontem
oldugu gosterilmistir. Bunun sebebi kanserin memede cogunlukla ilk olustugu bolgede
ya da yakininda tekrarliyor olmasidir. HKMI ile, kanserin ilk olustugu bolgede
siirlandirilarak olas1 yan etkilerin azaltilmasi ve tedavinin daha kisa siirede
(genellikle yaklasik 1 hafta) uygulanmasi miimkiindiir. Bu tedavi ile ilgili daha net
veriler elde edebilmek icin halen devam etmekte olan birkag¢ prospektif randomize

HKMI ¢alismasinin uzun vadeli sonuglar1 beklenmektedir (39,40).



Post Mastektomi Radyo-Terapi (PMRT): Node-pozitif hastalarda PMRT'nin, 10
yillik herhangi bir rekiirrens (lokal ve uzak dahil) riskini %10 ve 20 yillik meme
kanserine bagli mortalite riskini %8 azalttig1 gosterilmistir. PMRT'nin faydalar, ilgili

aksiller lenf diigiim sayisindan ve adjuvan sistemik tedavi uygulanmasindan

bagimsizdir (41).

Bolgesel Radyo-Terapi: Eski randomize ¢alismalarda g6giis duvarini ve tiim bolgesel
lenf diigtimlerini kapsayan genis kapsamli bolgesel RT kullanilmistir. Yakin zamanda
bulunan sonuglar da 6zellikle aksiller lenf nodlari tutulmus hastalar i¢in bu yaklagimi
desteklemektedir (42,43,44). Bu nedenle, klinik olarak belirgin lenf nodu relapslar
(6zellikle aksiller ve internal meme) nadir olmakla birlikte, lenf nodu tutulumu olan
hastalarda nodal RT endikedir (45).

4.4.2. Adjuvan sistemik tedavi

Adjuvan sistemik tedaviye iligskin karar, belirli tedavi tiirlerine kars1 dngdriilen
duyarliliga, kullanimlarindan saglanan faydaya ve bireyin niiks riskine dayanmalidir.
Nihai karar ayrica ongoriilen tedavi komplikasyonlarini, hastanin biyolojik yasini,
genel saglik durumunu, eslik eden hastaliklar1 ve tercihlerini de kapsamalidir. Tedavi
ameliyattan tercihen 2-6 hafta sonra baslamalidir. Veriler, tedavinin cerrahiden 12
hafta sonra uygulandiginda sistemik tedavi etkinliginde onemli bir diislis oldugunu

gostermektedir (46).

Tiim ltimen kanserleri ET ile tedavi edilmelidir. En yiiksek niiks riski (yaygin
nodal tutulum) olanlar hari¢ ¢ogu luminal A tiimérleri kemoterapi gerektirmezken,
luminal B, HER2 (-) kanserler ise kemoterapi endikasyonlari ile ilgili en yiiksek
belirsizlige sahip popiilasyonu olusturur. Bu alt tipteki kemoterapi endikasyonlari
bireyin niiks riskine baghdir. Timdr boyutu ve agresifligini diisiindiiren 6zellikler
(evre, proliferasyon, vaskiiler invazyon), ET duyarl oldugunun varsayilmasi ve hasta
tercihleri de degerlendirilmelidir. Diisiik endokrin duyarliligi ile iliskili 6zellikler,
diisiik steroid reseptorii ekspresyonu, PgR ekspresyonu yoklugu, yiiksek tiimor
derecesi ve proliferasyon belirteclerinin yiiksek ekspresyonunudur. Luminal B HER2
pozitif tiimorler kemoterapi, ET ve trastuzumab ile tedavi edilir. Bu gruptan

kemoterapinin ¢ikarilmasini destekleyen hi¢bir randomize veri mevcut degildir. Ancak
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kiiciik, nod negatif tiimorlerde tek ajan paklitaksel ve trastuzumab kombinasyonu
miitkemmel sonuglar saglar. Ek olarak, kemoterapi kontrendikasyonu veya hasta reddi
durumlarinda, se¢ilmis vakalarda hedefe yonelik ajanlarin (ET ve trastuzumab)

kombinasyonunun uygulanmasi kabul edilebilir (46).

Genel olarak kemoterapi ET ile birlikte kullanilmamalidir. Trastuzumab, rutin
olarak non-antrasiklin bazli kemoterapi ve ET ile kombine edilebilir. Klinik
arastirmalar ~ disinda, antrasiklinlerle eszamanli  kullanim, rutin  olarak
onerilmemektedir. Cogu hasta i¢in, ardisik antrasiklin ve ardindan taksan-trastuzumab
bazli tedavi rejimi tercih edilmektedir. RT, trastuzumab, ET ve non-antrasiklin non-
taksan kemoterapi sirasinda gilivenle uygulanabilir. Kemoterapi ve RT ayr1 olarak

uygulanacaksa, kemoterapi genellikle RT'den 6nce gelir (37).

Endokrin Tedavi (ET): ET, kemoterapi ve/veya hedefe yonelik tedavi kullanimina
bakilmaksizin ER (+) olan tiim hastalarda endikedir. Saptanabilir ER ekspresyonu
invaziv kanser hiicrelerinin >%1'1 olarak tanimlanmistir. Ajan se¢iminde, primer

olarak hastanin menopozda olmasi, etkinlik ve yan etkiler g6z 6niinde bulundurulur

(46).

Premenopozal Hastalar: Tamoksifen 20 mg/giin, 5-10 yil i¢in standarttir.
Tamoksifenin ilk 5 yilinda postmenopozal hale gelen hastalarda, bir aromataz

inhibitori olan letrozole gegisin faydali oldugu goriilmektedir (46).

Postmenopozal Hastalar: Postmenapozal hastalarda Al'ler (non-steroidal ve
steroidal) ve tamoksifen kullanimi uygundur. Al'lerin genel yasam Omrii iizerinde
onemli bir etkisi gdzlenmezken, hastaliga bagli olmayan yasam dmriiniin uzamasin

sagladig1 goriilmiistiir (47,48,49).

Kemoterapi: Triple (-) ve HER2 (+) meme kanserlerinin biiyiikk ¢ogunlugunda ve
ayrica yiiksek riskli liminal HER2 (-) tiimorlerde kemoterapi Onerilir. ER(-)
timorlerde, kemoterapiden saglanan mutlak fayda daha belirgindir (50,51). En sik
kullanilan kemoterapi rejimleri antrasiklinler ve/veya taksanlari icerenlerdir, ancak
secili  hastalarda cyclophosphamide/methotrexate/5-fluorouracil  kombinasyonu
(CMF) hala kullanilabilmektedir. Dort siklus doksorubisin ve siklofosfamid (AC), alt1
siklus CMF'ye esit olarak kabul edilir. Alt1 siklus, ii¢ ilagh antrasiklin rejimleri
tartigmalidir (52,53).
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Taksanlarin  eklenmesi, kemoterapinin etkinligini yastan, lenf nodu
durumundan, tiimor boyutundan veya derecesinden, steroid reseptdr ekspresyonundan
veya tamoksifen kullanimindan bagimsiz olarak iyilestirir, ancak yan etki olarak non-
kardiyak toksisiteye sebep olur (54,55). Antrasiklinlerin ve taksanlarin ardisik
kullanimi, birlikte kullanimina kiyasla daha etkilidir (56). Bazi veriler, taksan-
antrasiklin ardigik kullaniminin, geleneksel antrasiklinetaksan birlikte kullanimindan
daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (57). Genel olarak, antrasiklinlere ve
taksanlara dayali kemoterapi rejimleri meme kanseri mortalitesini yaklasik iicte bir

oraninda azaltir (52).

Kemoterapi, hastanin rekiirens riskine ve secilen rejime bagli olarak genellikle
12-24 hafta (dort ile sekiz siklus) uygulanir. Ozellikle yiiksek oranda proliferatif
timorlerde, yogun dozlu programlarin kullanimi (granulocyte colony-stimulating
factor [G-CSF] destegi ile) diistiniilmelidir. Kok hiicre destekli yiiksek doz kemoterapi
kullanilmamalidir (46).

HER2'ye Yonelik Terapi: HER2 asir1 ekspresyonu/amplifikasyonu olan hastalarda
kemoterapi ile kombine edilen trastuzumab, tek basina kemoterapiye kiyasla niiks
riskini yaklasik olarak yariya indirerek, uzun vadeli hastaliksiz sag kalimda (disease
free survival, DFS) %10'luk bir artisa ve 10 y1llik toplam sag kalimda (overall survival,
0S) ise %9'luk bir artisa neden olur (58,59,60). Trastuzumab standart olarak 1 yil
uygulanir. Trastuzumab genellikle iyi tolere edebilen bir ilag olmasmna karsilik
genellikle geri doniisiimii olan kardiyak disfonksiyona neden olabilmektedir. Hastalar,
temel kardiyak fonksiyon testleri (sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile ifade edilen)
temel alinarak se¢ilmelidir. Tedavi sirasinda kardiyak fonksiyon periyodik olarak
(genellikle her 3-4 ayda bir) izlenmelidir. Trastuzumab, neden oldugu kardiyotoksisite
dolayistyla rutin olarak antrasiklinlerle birlikte uygulanmamalidir. Taksanlarla
kombinasyonu giivenlidir ve ardisik tedaviden daha etkili oldugu kanitlanmistir.

Trastuzumab, RT ve ET ile de giivenli bir sekilde kombine edilebilir (59).

Neoadjuvan baglanmis tedavide, ikili anti-HER2 blokajli kemoterapide
(trastuzumab + lapatinib, trastuzumab + pertuzumab), bir anti-HER2 ajanl
kemoterapiye kiyasla patolojik tam yanitta (pathological complete response, pCR)
iyilesmeler goriilmiistiir. Ancak, trastuzumab + lapatinib kombinasyonunun uzun

vadeli sonuglarinda iyilesme goriilmedigi icin bdyle bir tedavi onerilmemektedir.
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Trastuzumab + pertuzumab kombinasyonu i¢in ise, rutin kullanimin 6nerilmesinden
once adjuvan-Aphinity denemesinden gelecek verilere ihtiyag¢ vardir. Bununla birlikte,
potansiyel riskler ve faydalar (finansal etki dahil) gdzden gegcirildikten sonra, bazi
yiiksek riskli vakalarda neoadjuvan tedavi olarak kabul edilebilir bir se¢enek olarak

diisiintilebilir (61,62,63,64,65).

Bifosfonatlar: Bifosfonatlarin profilaktik kullanimi, ¢ogu iilkede resmi olarak
onaylanmamasina ragmen, diisiik 6strojen diizeyine sahip (ovaryum supresyonu veya
menopoz sonrasl) kadinlarda tartisilabilir, ¢iinkii bu popiilasyonlarda bifosfanat
kullanim1 sonrasinda DFS'de uzama ve sagkalimda artis gosterilmistir. Tedaviye baglh
kemik kayb1 olan hastalarda da bifosfonatlarin iskelet komplikasyonu riskini azalttig

bilinmektedir (66,67,68).

Yash Hastalarin Tedavisi: Randomize ¢alismalardan elde edilen verilerin kisith
olmasi nedeniyle, bu popiilasyonda adjuvan sistemik tedavilerin kullanimina iliskin
giiclli oneriler yapilamamaktadir. Genel olarak, tedavi kararlar1 resmi yastan ziyade
biyolojik yasa gore alinmali ve "zinde" yash hastalar, gen¢ muadilleri ile ayn1 tedaviyi

almalidir. Miimkiin oldugunda tam doz ilaglar kullanilmalidir (69,70,71).

DCIS i¢in Sistemik Adjuvan Tedavi: ER-pozitif DCIS igin konservatif olarak tedavi
edilen hastalarda, tamoksifen hem invaziv hem de non-invaziv niiks riskini azaltir ve
ikinci primer (kontralateral) meme kanseri insidansini azaltir. Ancak OS iizerinde
etkisi yoktur. Mastektomi sonrasinda, yeni meme tiimorii riski yiiksek olan hastalarda,
tamoksifenin kontralateral meme kanseri riskini azalttig1 diisliniilmektedir. Al'lerin
DCIS i¢in adjuvan tedavide kullanimi arastirilmaktadir, ancak su anda rutin bakimda

kullanilmamalidirlar (72,73,74).

Primer (Neoadjuvan) Sistemik Tedavi: Lokal olarak ilerlemis ve biiyiik olmasina
ragmen cerrahiye uygun tiimorlerde, Ozellikle tiim6r boyutuna bagli olarak
mastektominin gerekli oldugu durumlarda, primer sistemik tedavi (lokal tedaviden
once), cerrahi alanini azaltabilir. Ameliyat edilebilir vakalarda, tedavi zamanlamasinin
(postoperatif Oncesi) uzun vadeli sonuglar {izerinde hicbir etkisi yoktur. Adjuvan
tedavide kullanilan tiim yontemler (kemoterapi, ET ve hedefe yonelik tedavi)
preoperatif olarak da kullanilabilir. Kemoterapi uygulanacaksa, planlanmis tiim
tedavilerin gereksiz ara verilmeden, yani timor yanitindan bagimsiz olarak ameliyat

Oncesi ve ameliyat sonrasi donemlere boliinmeden uygulanmasi Onerilir. Bu, iyi
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prognozun kanitlanmis bir gostergesi olan pCR elde etme olasiligini artiracaktir. Ayni
nedenle HER2 pozitif meme kanserinde trastuzumab tedavisine neoadjuvan olarak
baslanmalidir (55,75,76,77).

4.4.3. Kisisellestirilmis tip

Meme kanseri, onkolojide kisisellestirilmis tibbin onctlisiidiir. ER ve/veya PgR
ve HER2 durumu, ET veya anti-HER2 tedavisi i¢in hasta se¢iminde uzun yillardir
kullanilan belirleyicilerdir. Son yillarda, biyomarker ekspresyonuna dayali intrinsik

timor fenotipleri de tedavinin bireysellestirilmesi igin kullanilmaktadir (78).

4.5. Metastaz

Kanser’e bagli oliimlerin biiylik ¢ogunlugu metastaz kaynaklidir. Kanser
hiicrelerinin birincil tiimorlerden invazyonu ve ardindan uzak dokularda yeni tiimor
kolonilerini olusturmasi, invazyon-metastaz kaskadi olarak bilinen ¢ok adimli bir
stirectir. Bu olaylar dizisi; birincil timor hiicrelerinin ¢evre dokulara lokal istilasini,
dolasim sistemine intravazasyonunu ve hematojen gecis sirasinda hayatta kalmasini,
uzak dokularin parankimine vaskiiler duvarlardan ekstravazasyon ve tutulumunu, bu
parankimde mikrometastatik kolonilerin olusumunu ve ardindan mikroskobik
kolonilerin belirgin, klinik olarak saptanabilir metastatik lezyonlara proliferasyonunu

yani kolonizasyonunu igerir (79,80).

Primer tiimor olusumuna yol acan patogenetik mekanizmalar1 ayritili bir
sekilde aciklayan genis bir veri yiginimiz olmasina ragmen metastazin altinda yatan

biyolojik temeller hala tam olarak anlasilamamistir (79,80).

Meme kanserine bagli 6liimlerin nedeninin %90'indan fazlasi primer tiimdrden
degil, uzak bolgedeki metastazlarindan kaynaklanmaktadir. Meme kanseri tanisi
kondugunda hastalarin %6-10'unda, kanser zaten viicudun diger boliimlerine metastaz
yapmistir. Erken evrede tani1 alan meme kanserli hastalarin yaklasik %30'unda da
metastatik ya da rekiiren tip kanser gorlilmektedir. Meme kanseri metastaz
mekanizmasinin anlasilmasi erken tani ve tedavi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Non-invaziv

tiimor hiicrelerinin, metastatik potansiyeli olan hiicrelere doniismesinde etkili olan
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mekanizmalar hala tam olarak anlasilmamistir. Ancak eldeki veriler EMT benzeri
stireclerin meme kanseri metastazinda rol oynayan ana mekanizmalardan biri

oldugunu gostermektedir (1).

Metastaz, kansere bagli oOlimlerin %90'indan fazlasindan sorumludur;
Metastazin Onlenmesi ic¢in yeni klinik yaklagimlar bulunmasi bu nedenle oldukca
onemlidir. Uzak metastaz i¢in, primer tiimor hiicrelerinin invaze olmasi, kan dolagimi
yoluyla yayilmast ve uzak bolgede yerleserek kolonize olmasi gerekir. EMT'nin
anormal aktivasyonu ile farklilasmanin, kanser hiicresinin hareketliligini ve yayilimini

arttirdi@1 gosterilmistir (81,82).

Kansere bagli Oliimlerin 6nemli bir kismini metastazlarin olusturdugu
diisiiniildiiglinde, kanser tedavisinde EMT ile iligkili yolaklarin farmakolojik olarak
hedeflenmesinin 6nemli bir gelisme oldugu diisiintilmektedir. Degerlendirilen tedavi
yaklasimlarindan bir kism1 EMT'yi uyaran reseptorlerin inhibisyonuna odaklanmisken
bir kism1 da mezenkimal hiicre fenotipini hedeflemeyi ya da Mezenkimal Epitelyal
Transizyonu (MET) bloke etmeyi amaclar. Bu tedavi yaklasimlarinin hepsi aslinda
epitelyal plastisiteyi, metastatik veya invaziv hiicrelerin dezavantajli bir 6zelligi olarak

goriir (83).

Arastirmacilar ve klinisyenler tarafindan primer kanserin tedavisi i¢in; kanser
hiicresine kars1 immiin cevabin diizenlenmesi, kanser hiicrelerinin iyi huylu hiicrelere
yeniden programlanmasi ve kanser kok hiicrelerinin dogrudan yok edilmesi olmak
lizere 3 ana terapétik strateji belirlenmistir. Bunlardan kanser hiicrelerinin iyi huylu
hiicrelere yeniden programlanmasi yeni bir yaklasimdir. Immiinterapi ve hedefli
(targeted) tedaviler, geleneksel kemo-/radyo-terapi ile kiyaslandiginda daha iyi bir
terapoOtik performans gosteriyor olsalar da kanser kok hiicrelerinin varligr ve
heterojenitenin etkileri hala belirsizligini korumaktadir. Kanser hiicresini yeniden
programlamaya dayali tedaviler kanser hiicrelerini, alt tiplerinden bagimsiz olarak iyi
huylu hiicrelere doniistiirme potansiyeli saglamistir. Heniliz bu tedavinin klinik

calismalar1 yapilmamis olsa da ilerlemeler umut vericidir (84,85).
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4.6. EMT

Embriyonik gelisim sirasinda hiicreler yliksek plastisiteyle ve dinamik bir
sekilde epitelyal ve mezenkimal durumlar arasinda gecis yapabilirler. Epitelyal
durumdan mezenkimal duruma geg¢is kisaca EMT, hiicre tarafindan eksprese edilen
adhezyon molekiillerinin diizenlenmesiyle gé¢men ve invaziv bir Kkarakter
benimsemelerini saglar. Bu siirecin tersine islemesine, yani mezenkim hiicrelerinin
epitel hiicrelerine doniismesi kisaca MET siirecindeki hiicreler hareket yeteneklerini
kaybederek gd¢men karakterlerinden uzaklasirlar, epitel doku gostergelerinden olan

sik1 baglanti komplekslerini eksprese ederler (2).

EMT, epitel hiicrelerinin apikal-bazal polaritesini kaybettigi, hiicre iskeletini
modiile ettigi ve hiicre-hiicre adezyonunda azalma goriilen, hiicresel fenotiplerdeki
cok yonlii ve genellikle geri dondiiriilebilir bir degisikliktir. Hiicreler ayr1 ayr1 veya
toplu olarak mezenkimal 6zellikler kazanabilir, invazyon ve mobilite yeteneklerini
artirabilir. Tipik olarak, EMT'nin tamamlanmasindan sonra ara filament kullaniminda
sitokeratinlerden vimentine gecis gozlenir. Epitel hiicrelerindeki kortikal aktin

filamenti de EMT sirasinda belirgin bir yeniden diizenlemeye ugrar (8).

MET, embriyonik gelisim (6rnegin, kalp gelisimi, bobrek morfogenezi) ve
kanser sirasinda goriilen hiicresel bir stiregtir. EMT'nin tersine uyarilmasiyla hiicresel
fenotipte karsilikli degisiklikler goriiliir. Mezenkimal hiicreler apikal-bazal polarite
kazanabilir, hiicre iskeletini yeniden diizenleyebilir ve artmis hiicre-hiicre adezyonu

gostererek bir epitelyum olusturabilirler (86,87,88,89,85).

4.6.1. Parsiyal EMT

EMT, embriyonik gelisim ve kanser ilerlemesi sirasinda olaganiistii bir
hiicresel plastisite 6rnegi saglar (5). EMTnin ¢ok asamali ilerlemesi ve tersine
cevrilebilirligi, tam epitelyal, kismi EMT, kismi MET ve farkli fonksiyonel 6zelliklere

sahip tamamen mezenkimal (tam EMT) durumlarin goriilmesi ile sonuglanir (4).

Embriyonik gelisimde EMT sirasinda, epitel hiicreleri epitelyal kokenlerinin
tiim kalintilarin1 kaybederler ve tipik olarak kaderin anahtar1 olarak adlandirilan tam

EMT olarak bilinen tamamen mezenkimal bir fenotip kazanirlar. Tersine, kanser
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ilerlemesinde EMT sirasinda, epitelyal hiicrelerden kaynaklanan kanser hiicreleri,
kismi EMT olarak bilinen bir siiregte hibrit E/M fenotipi olan hem mezenkimal hem
de epitelyal ozellikler sergiler (5). Kismi EMT durumlarindaki hiicreler, c¢esitli
derecelerde epitelyal ve mezenkimal fenotipik 6zellikler ile bulunur ve epitelyal ve

mezenkimal hiicre belirte¢lerinin kombinasyonlarini ifade eder (4).

Kanser hiicrelerinde kismi EMT'nin istilac1 6zelliklerini gelistirdigi, dolasan
tiimor hiicreleri ve kanser kok hiicreleri tirettigi ve kanser dnleyici ilaclara kars1 direnci
arttirdig diisliniilmektedir. Bu fenotipik degisiklikler, EMT transkripsiyon faktorleri
olarak bilinen ¢esitli transkripsiyon faktorlerini diizenleyen hiicre disi matris

bilesenleri, eksozomlar ve ¢oziiniir faktorler tarafindan diizenlenmektedir (5,89,2,90).

4.6.2. EMT transkripsiyon faktorleri

EMT ye epitelyal ve mezenkimal belirteclerdeki degisikliklere bakilarak karar
verilmektedir. Epitelyal belirteclerdeki (E-kaderin) azalma ve mezankimal
belirteclerdeki (N-kaderin, vimentin) artma hiicrenin EMT ye gittiginin gostergesidir.
Kanser hiicrelerinde, EMT biyobelirtecleri arasinda yer alan Snail, Slug, Twist,
ZEB1/2 gibi transkripsiyon faktdrleri dnemli rol oynar. Bu transkripsiyon faktorlerinin
tamami hiicrelerarasi baglantilarin ana bileseni olan E-kaderinin baskilayicilaridir ve

kanser hiicrelerinde mezenkimal durumun korunmasi igin gereklidir (9).

Snail, Twist ve Zeb ailelerine ait gesitli transkripsiyon faktorlerinin, hiicre-
hiicre adezyonunu, hiicre migrasyonunu ve ECM degradasyonunu kontrol ettigi ve
cesitli biyolojik ortamlarda ve organizmalarda EMT'nin yiiriitiilmesinde evrimsel
olarak korunmus merkezi roller oynadiklar1 bulunmustur. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
bugiline kadar aciklanan tiim gelisimsel EMT siirecleri, bu c¢ekirdek EMT-TF
ailelerinin en az bir liyesini igerir. Diger transkripsiyon faktorlerinin ise sadece belirli
baglamlarda EMT'yi etkiledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, bu transkripsiyon
faktorleri, proliferasyon, apoptoz veya stemness gibi diger hiicresel siireclerde de rol
oynar. Buna ek olarak EMT-TF'lerin ¢ogu, fibroblastlardan hematopoetik
prekiirsorlere kadar pek cok non-epitelyal hiicrede, melanom, glioblastoma ve 16semi
gibi non-epitelyal kanser tiirlerinde de eksprese olurlar. Dahasi tiimor progresyonu

sirasinda, genellikle klasik EMT agsamalarinin 6tesinde dnemli roller oynarlar. EMT
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ile iligkili tiim transkripsiyon faktorlerinin tanimlanmasi i¢in EMT-TF terimi
kullanilmasimma ragmen, tek basina bunlarin ekspresyonlart EMT'min meydana

geldigini belirtmek i¢in yeterli degildir (8,90).

In-vitro ve in-vivo ortamda yapilan EMT ¢aligmalarinda, kanser hiicrelerinde
E-kaderin seviyesinin distigii ve N-kaderin, vimentin gibi mezankimal
biyobelirteglerin seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica ¢alismalarda Snail, Slug,
Twist ve ZEB1/2 konsantrasyonlarinin E-kaderini baskilamak iizere arttig1 g¢esitli
kanser tiplerinde gosterilmistir (91,92). TGFB, BMP, Wnt-B-catenin, Notch,
Hedgehod ve Hipoksi sinyal yolaklari tarafindan uyarilan EMT’de Snail, Slug, Twist
ve ZEB1/2, E-kaderini baskilamak iizere yolagin sonunda yer alirlar. Hipoksi
yolaginda yer alan ve Twist’ten dnce gelen HIF-1 o (Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-
loy) tiimor hiicrelerinin hipoksiye adaptasyonunda anahtar bir rol oynar ve hipoksiye
yanit veren en kritik sinyal yolagidir. HIF-1 a ile indiiklenen EMT, metastazda
onemlidir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda kanser hiicrelerinde HIF-1 a

seviyelerinin yiikselmesi ile hiicrelerin EMT ye gittigi bulunmustur.
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4.6.2.1. Snail

Snail/Slug ailesi, Twist, o0EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2 ve E12/E47 dahil olmak
tizere ¢esitli transkripsiyon faktorleri, mikro ¢evresel uyaranlara yanit verir ve EMT
programi i¢in molekiiler anahtarlar olarak islev goriir. Snail, embriyogenez ve timdr
ilerlemesi sirasinda EMT'yi kontrol eden bir zing finger transkripsiyonel
baskilayicidir. RTKs, TGFp, Notch, Wnt, TNF-a ve BMPs yollarini igeren entegre ve
karmagik bir sinyal agi, snail’i aktive ederek EMT'yi indiikler. Artmis Snail
ekspresyonu, birgok tiimor tipinin tiimor derecesi, nodal metastazi ile iligkilidir ve
metastatik kanserli hastalarda kotii prognozu isaret eder. Ortaya ¢ikan kanitlar,
Snail’in metabolik bir yeniden programlamaya neden oldugunu, tiimdr hiicrelerine
kanser kok hiicre benzeri ozellikler kazandirdigin1 ve ayrica ilag direncini, timdr

niiksetmesini ve metastazi destekledigini géstermektedir (93).

Snaill ekspresyonu, metastatik kanserde kotii prognozun yaygin bir igaretidir
ve Snaill ekspresyonu yiiksek olan tiimorlerin mevcut terapotik tedavilerle yok

edilmesi orantisiz bir sekilde zordur (94).

4.6.2.2.Slug

Agresif bazal tip meme tiimorlerinde siirekli olarak asir1 eksprese edilen Slug,
DNA ile diziye 6zgii etkilesimlere aracilik eden Snail zing finder transkripsiyonel
baskilayici ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin en ¢ok c¢alisilan iyeleri, her ikisi de
omurgal tiirleri arasinda korunmus olan Snail (Snaill) ve Slug'dir. Snail ailesi liyeleri,
tiimor hiicresi istilas1t ve metastazindan hiicre hayatta kalmasi ve ¢ogalmasina kadar
cok cesitli siiregleri diizenlerler ve cesitli kanserlerde anormal sekilde eksprese

edilirler.

Snail ve Slug'in her ikisi de E-kaderin’in promotoriine baglanabilmesine ve
transkripsiyonunu baskilayabilmesine ragmen, Snail bunu Slug'dan daha yiiksek
verimlilikle yapar. Ayrica, Snail ve Slug ¢esitli timdrlerde anormal sekilde eksprese
edilirken, calismalar timor baglangici, ilerlemesi ve metastaz ile ilgili farkli roller

oynadiklarint gostermektedir.
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Molekiiler diizeyde, Slugun EMT'yi diizenlemesi, genellikle epitelyal
genin, E-kaderin’in ekspresyonunu transkripsiyonel olarak baskilama yetenegi ile
iligkilidir. Bu fenotipik ve fonksiyonel degisikliklerin kanser hiicresinin istilasini ve

metastazi kolaylastirdig1 gosterilmistir.

EMT ile ilgili olarak, tiimdrojenezin ge¢ asamalarinda, Slug fonksiyonunun

inhibe edilmesinin, kanser hiicresi istilasin1 ve metastazi inhibe ettigi gosterilmistir

(95).

4.6.2.3.Hipoksi ile indiiklenebilir faktor- 1o (HIF-1 o)

Hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 o (HIF-1 a), kanser hiicrelerinin hipoksik
kosullara adaptasyonunu kolaylastiran bir transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1 o,
anjiyogenez ve vaskiiler yeniden sekillenmeyi ve oksijen kullanimini diizenleyerek,
glikoz metabolizmasin1 ve redoks homeostazini diizenleyerek oksijen dagitimini

kontrol eder (96).

HIF'ler genis bir gen araligimi transkripsiyonel olarak kontrol ederek ¢esitli
hiicresel olaylar tizerinde etki gosterir. HIF-1a ve HIF-2a ekspresyonunun kanserde

normal dokulardan daha giiglii oldugu fark edilmistir (97).

HIF-la ve HIF-2a , tiimdr proteini p53 ( p53 ) tarafindan indiiklenen apoptotik
hiicre 6liimiinii bastirir. HIF-1 o, epitelyalden EMT yi arttirarak kanser saldirganligin
ve metastazi destekler. HIF'ler ayrica vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve
glukoz tasiyict 1 (GLUTL) gibi transkripsiyonel olarak diizenleyen hedef genler
yoluyla anjiyogenez ve enerji metabolizmasina katkida bulunur . HIF'ler tarafindan
kontrol edilen diger hiicresel olaylar, terapotik direng ve anti-kanser bagisikligini
icerir. Ornegin, HIF'ler, interldkin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8) ve ayni zamanda ¢oklu
ilag direng proteini 1 ( MDR1 ) olarak da bilinen ATP bagimli translokaz 1 (ABCBI1)
ekspresyonunu indiikleyerek paklitaksel ve gemsitabine karsi direnci arttirir. HIF-la
ve HIF-2a , sirasiyla programlanmis 6liim-ligandi 1'in (PD-L1) indiiklenmesine ve
timorle iligkili makrofajlarin (TAM'ler) infiltrasyonuna yol acarak, anti-kanser

bagisikligini sinirlayabilir (97).
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Kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha fazla glikoz kullanir. Hipokside,
glikoz tasiyicilar (GLUT1 ve GLUT3), glikolitik enzimler (yani heksokinaz 1 ve 2,
enolaz 1, fosfogliserat kinaz 1, piruvat kinaz M2) ve LDH A (Laktat Dehidrogenaz A),
HIF-1’in transkripsiyonel kontrolii altindadir Normokside, piruvat, TCA ddngiisiine
(Trikarboksilik asit dongiisli) girmek i¢in piruvat dehidrojenaz kompleksi (PDH)
tarafindan asetil-CoA'ya donistiiriiliir. Hipokside, PDH, HIF-1 tarafindan indiiklenen
piruvat dehidrojenaz kinaz-1 (PDK-1) tarafindan katalitik alaninda fosforilasyon
yoluyla etkisiz hale getirilir. PDH’nin inhibisyonu ile birlikte glikoliz indiiksiyonu,
OXPHOS'tan anaerobik glikolize gecis ile karakterize edilen tiimor hiicrelerinde laktat

Uterimi artar.

Hipokside glukoz metabolizmasinin yeniden programlanmasi baglaminda,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ekspresyonunun azalmasi nedeniyle pentoz fosfat yolu

aktivitesi de azalir.

Hipoksi altinda, HIF-1 ayrica glikozun glikojene doniisiimiinii uyarir, boylece

uzun siireli stresten kurtulmak igin enerji depolanmasini saglar (98).

Kanser hiicreleri artmis lipid igerigine sahiptir. Hipoksik kosullarda, HIF-1,
lipid damlacik birikimini ve alimini indiikler ve B-oksidasyonunu ve yag asitlerinin
biyosentezini yeniden programlar. HIF-1, yag asidi baglayici proteinler olan FABP3
(Fatty acid binding protein 3) ve FABP7 (Fatty acid binding protein 7) ve damlacik
olusumu i¢in gerekli faktdr olan ADRP’yi (Adiposit diferansiyasyonu ile iliskili
protein) indiikler. Bu durum ROS'a kars1 koruma saglar ve hipoksi rejenerasyonundan

sonra hiicre biiylimesine ve hayatta kalmasina katkida bulunur.

HIF-1, orta zincirli Asil-CoA dehidrojenaz (MCAD) ve uzun zincirli Asil-CoA
dehidrojenazin (LCAD) inhibisyonu yoluyla mitokondriyal yag asidi oksidasyonunu
(FAO) baskilar, bu da ROS'un azalmasia ve PTEN yolunun baskilanmasina neden
olur. HIF-1, mitokondriyal Kompleks I, Kompleks II'nin azalmasina neden olur, ve
hipoksik durumda elektronlar1 oksijene transfer etmede Kompleks IV aktivitesini
tyilestirir, boylece ROS {iretimini diisiiriir ve membran potansiyelini korur. Boylece
timor hiicresinin cogalmasin tesvik eder. Mitokondriyal yag asidi (FA) tasinmasinin
hiz siirlayict bileseni olan karnitin palmitoiltransferaz 1A (CPT1A) HIF-1 ve HIF-2
tarafindan baskilanarak mitokondriye tasinmanin azalmasina ve yag asitlerinin lipid

damlaciklar1 olusumuna zorlanmasina neden olur (98).
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4.7. Meme Kanserinde EMT

EMT embriyonik gelisim sirasinda farkli doku ve organlarin olusmasi igin,
cesitli hiicreler tarafindan gergeklestirilen fizyolojik bir siiregtir. Yetigkinlerde ise
normal sartlar altinda sadece yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve organ fibrozunda

goriiliir (3).

Baz1 bakis acilarina gore EMT, iki durum arasindaki gegis sirasinda belirli
Ozelliklerin kazanilmasi ya da kaybedilmesi olarak tanimlanir. Bu nedenle, ¢ogu
deneysel model EMT'yi dogrulamak i¢in belirli epitelyal ve mezenkimal belirteclerin
ekspresyonundaki dramatik degisiklikleri dikkate alma egilimindedir. E-kaderin,
okludinler ve sitokeratinler epitelyal durumu gosteren, N-kaderin ve vimentin ise
mezenkimal durumu gosteren en yaygin kullanilan belirteglerdir. Simdilerde EMT
tanimi bir¢cok gbézlem ve ozellikle parsiyel EMT verileri 1s18inda genisletilmistir. Ara
hibrit epitelyal ve mezenkimal fenotiplerin varlig1 ile ortaya ¢ikan parsiyel EMT
durumunun, bir¢ok gelisimsel siireg, yara iyilesmesi, fibroz ve kanser siiregleri ile

baglantili oldugu kaydedilmistir (2).

EMT, daha mezenkimal bir fenotipe gecis, artmus plastisite, proliferasyon,
kemorezistans ve invazivite ile iligkilidir (2). Hiicreler, epitelyal durumdan
mezenkimale doniisebilecegi gibi mezenkimalden epitele de doniisebilir. Doku
biitlinliigii ve homeostatik dengenin korunmasi i¢in gelismis organlardaki epitelyal
hiicrelerde EMT'nin siki bir sekilde denetlenmesi mecburidir. Transkripsiyonel, post-
transkripsiyonel, posttranslasyonel ve epigenetik gibi hiicresel programlarin
karmasikligi EMT regiilasyonunun 6nemini arttirir. Meme kanseri epitelyal kokenlidir
ve kanser progrezyonu sirasinda epitelyal plastisite artabilir. Gergekten de bu
mekanizmalar kanser hiicresi tarafindan tiimor biiyiimesi, kanser hiicresinin yasamasi
ve metastaz i¢in kendi yararlar1 dogrultusunda ¢ok sik kullanilir. EMT fenotipi
sergileyen kanserler, ilag direnci gelisimine, metastaza ve zayif sagkalima yatkin
oldugu i¢in klinik olarak zorlayicidir (83,99). EMT fenotipi gosteren meme kanseri de
bu gruba girmektedir (100).

EMT, kanserde hiicre plastisitesinin kolaylastirilmasinda 6nemli bir rol oynar
ve kanser hiicrelerinin kemoterapi ve diger hedeflenmis tedavilerden kagmasina
olanak saglar. EMT primer tiimdr invazyonundan sorumlu iken, MET kanser

hiicrelerinin uzak organlardaki metastazindan sorumludur. Bu yiizden terap6tik olarak
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EMT'nin ters ¢evrilmesi daha zararli etkiler ortaya c¢ikarabilir. Ancak MET ve EMT
stirecindeki hiicrelerin yliksek plastisiteye sahip olmalar1 terapotik bir avantaj
saglayabilir. Farklilagtirilmamis meme epitel hiicrelerinde EMT, ¢oklu soy
farklilastirma kapasitesi gostererek mezenkimal kok hiicre benzeri Ozellikler
gostermistir (7). Hiicresel plastisite kavrami ilk olarak Gurdon ve ark. tarafindan
Onerilmis ve terminal olarak farklilagsmis somatik hiicrelerin, diger soylara yeniden
programlanabilecegi dogrulanmistir (84). Kanser hiicresi plastisitesi, hiicrenin
eksternal sinyallerle tetiklenen dinamik degisikliklere verdigi adaptasyon yanit1 olarak
tanimlanabilir. Hiicresel plastisite, kanser hiicresi canliliginda, invazyonunda ve
metastaz olusumunda kritik bir rol oynadig1 gibi tiimoriin heterojen yapisindan ve
tedavi direncinden de sorumludur. Kanser hiicresi plastisitesi dinamiktir ve
mikrocevredeki kiigiik degisiklerden etkilenebilir. 2019 yilinda yapilmis bir ¢alismada
EMT sirasinda olusan plastisite sayesinde, klasik EMT siireci yonlendirilmis ve

metastatik meme kanseri hiicreleri adipositlere dontistiiriillmistiir (7) (Sekil 4.6.1.)
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Sekil 4.7.1 Meme kanseri progrezyonunda olast EMT-MET siireci ve timor
hiicrelerinin geri doniisimsiiz olarak adiposite farklilasmasi. Normal epitel hiicreleri
bir dizi degisiklige ugrayarak malign timor hiicresine doniislir. Malign hiicrelerin
klonal proliferasyonu sonucu invaziv karsinoma olusur. Bu hiicrelerin bazilart EMT'ye
ugrar ve komsu lenf ya da kan damarlarina gecer. Bu hiicreler kan damarlarinda
dolagimdaki tiimor hiicreleri (CTC) olarak kalabilir ya da uzak bolgelerde MET'e
ugrayarak makrometastaz olustururlar (1).
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4.8. Epitelyal Mezenkimal Plastisite (EMP)

Epitelyal mezenkimal plastisite (EMP), 2020 yilinda “The EMT International
Association” (TEMTIA) tarafindan yayinlanmis olan konsensusta, hiicrelerin, karisik
E/M o6zelliklerine adapte olabilme ve ara E/M fenotipik durumlari arasinda doniisiim
yapma yetenegini tanimlamak i¢in kullanilmasi1 6nerilen bir terimdir. Bu plastisite,
parsiyal EMT, hibrid E/M durumu, yar1 kararli metastatik EMT durumu, EMT
sirekliligi ve EMT spektrumu gibi degisik sekillerde isimlendirilmistir. Farkl
sekillerde isimlendirilmis olsalar da hepsinin ortak 6zelligi, hiicrelerin ayni anda
epitelyal (sitokeratinler gibi) ve mezenkimal (hiicre migrasyonu gibi) 6zellikler

gostermesi ve karigik markerlar eksprese etmesidir (87,101).

EMP, farkli biyolojik baglamlarda, farkli durumlarin stabilitesi degisiklik
gosterse de, bu c¢esitli durumlar arasinda kolayca hareket etme yetenegini gosterir.

EMP; geligsimsel siireg, yara iyilesmesi ve kanserde yaygin olarak gdzlenmektedir.

EMP ayrica, EMT programinin tersine ¢evrilebilirliginden de sorumlu tutulur.
EMT'ye giden epitel hiicreleri, farkli oranlarda epitel ve mezenkimal 6zelliklere sahip
MET'e gitme potansiyeli olan hiicre popiilasyonunda artisa yol agar. EMPnin
hiicrelere, gelisimsel veya patolojik siirecler sirasinda cesitli gereksinimleri yerine

getirmek i¢in uygunluk ve esneklik sagladig diisiniilmektedir (87,99,102).

4.8.1. Peroxisome proliferator activator receptor-y (PPAR-y)

Peroxisome proliferator activator receptor-y (PPAR-y) adipozit-spesifik
niikleer hormone reseptoriidiir. Adipojenez regiilatorii olan PPAR-y ekspresyonu
kanser hiicresi adipojenezinde de artmaktadir. Rosiglitazon gibi PPARy agonistlerinin
hiicresel diferansiyasyonu uyarmak ic¢in kullanildiklar1 bilinmektedir. Yapilan bir
calismada tek basina Roziglitazon ve diger PPAR-y agonistlerinin sinirli bir etkisi
oldugu goriilmiis, Rosiglitazonun MEK inhibitorleriyle birlikte, hem in vitro hem de

in vivo olarak epitelyal farklilasmay1 ve adipogenezi arttirdigi gosterilmistir (103).

Son on yilda, adipogenezde yer alan bir niikleer reseptdr olan peroksizom
proliferatdrii ile aktive olan reseptor y (PPARY), meme kanseri hiicrelerinde de ikili bir

etki yoluyla anti-timor etkileri nedeniyle meme kanseri tiimorojenezinde dikkat
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cekmistir. Retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimerizasyonundan sonra ligandlara
baglanan PPARy, PPAR yanit elemanlar1 (PPRE'ler) olarak adlandirilan DNA dizi
elemanlarina baglanarak c¢oklu hedef genlerin ekspresyonunu diizenler. Farkli
caligmalar, sirasiyla omega (w)-3 coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ve
tiazolidindionlar (TZD'ler) gibi dogal veya sentetik ligandlar tarafindan PPARYy' nin
aktivasyonunun, farkli meme kanseri hiicrelerinde meme kanseri hiicre biiylimesini,

gociinii ve istilasini azalttigini bildirmistir (104,105,106).

Ayrica, makrofajlar ve fibroblastlar dahil olmak {izere timor mikrogevresinin
(TME) ¢esitli hiicrelerinde PPARy'nin aktivasyonu, daha az agresif fenotiplere dogru

bir kaymay1 indiikler, boylece meme kanseri ilerlemesini engeller (107).

4.9. Warburg EtkKisi

Normal hiicrelerde hemen hemen tiim ATP (Adenosin Trifosfat) mitokondriyal
oksidatif aktivite tarafindan {iiretilerek ATP'ye bagh reaksiyonlar i¢in kullanilirken,
timor hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi diisiiktiir ve glikozun
glikolitik fosforilasyonu artmistir (108). Kanser hiicrelerinde glikoz alim1 ve glikoliz
artarken ayni zamanda glikoliz, mitokondriyal TCA dongiisiinden ve oksidatif
fosforilasyondan (OXPHOS) ayrilir. Sonug olarak, glikolizden tiiretilen piruvatin
cogunlugu laktat fermentasyonuna yonlendirilir ve mitokondriyal oksidatif
metabolizmadan uzak tutulur. Bu metabolik fenotip, Warburg etkisi olarak
bilinir (109). Warburg etkisi, mitokondriyal solunumdaki bir hasar tarafindan
tetiklenen  oksidatif fosforilasyondan aerobik glikolize metabolik  gecisi

tanimlamaktadir (110).

Hiicreler, metastatik siire¢ sirasinda hiicre digi matrislerini degistirir veya
kaybeder. Yetersiz/uygun olmayan matris baglanmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
dretir. ROS, oksidatif metabolizmanin dogal yan iirlinleri oldugundan, kanser
hiicrelerinde glikoz oksidasyonunun asir1 uyarilmasi OS’i artirir (109). Warburg etkisi,
mitokondriyal oksidatif metabolizmaya sinirlayarak kanser hiicrelerinin mitokondriyal
solunumdan ve ROS olusumundan kaginmasini saglar. Ayn1 zamanda artan glikolitik
ara tlriinlerin hiicre proliferasyonu ve timdr biiylimesi i¢in temel anabolik destek

sagladig1 distiniilmektedir (109). Warburg etkisi tlimor biiylimesini saglamanin
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yaninda, kanser mortalitesinin birincil nedeni olan metaztazi da arttirir. Kanser
hiicrelerinin temel metabolik &zelligi olan Warburg etkisi c¢ogunlukla geri
doniistimliidiir ve bu 6zelligi onun tedavi hedefi olmasinin nedenini olusturmaktadir
(12).

Ters warburg etkisi, kanser hiicreleri ile komsu stromal hiicreleri veya kanserle
iliskili ~ fibroblastlar arasindaki metabolik iliskiyi tamimlamaktadir. Kanser
hiicrelerinde asir1 salgilanan H2O» (Hidrojen peroksit) fibroblastlarda OS artigina ve
mitokondrilerde fonksiyon kaybina neden olur. Artan aerobik glikoliz laktat artigini
saglar. Laktat, monokarboksilat tastyicilari ile kanser hiicresine tasinir. Hipoksik veya
aerobik kosullardan bagimsiz olarak iiretilen bu laktat, kanser hiicreleri i¢in birincil
metabolik yakit gorevi goriir. Ayrica, ¢esitli yollarla malignitenin ilerlemesini

ve metastazini destekleyen bir tiimor mikro ortami yaratir (110).

4.10. Hiicresel Enerji Metabolizmasi ve Metabolik Akis Analizi

Hiicresel metabolizmanin birincil ¢iktis, ATP formundaki kimyasal
enerjidir. Bir hiicrede ATP iireten baslica biyoenerjetik yollar mitokondriyal olmayan
glikoliz ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyondur. Glikolitik yol ile piriivata kadar
gelen glikoz, stoplazmada laktata indirgenir ya da mitokondriye gegerek Asetil
KoA’ya doniigiir. TCA’da elde edilen yiiksek enerjili bilesikler olan NADH
(Nikotinamid Adenin Diniikleotit) ve FADH> (Flavin adenin diniikleotit), elektron
transport zincirinde (ETZ) kompleks I, III ve IV i¢inden hiicreler arasi bosluga H*
iyonlarinin atiliminm1 saglar. Bu arada i¢ mitokondri membraninda kompleksler
tizerinden ilerleyen elektronlar oksijene aktarilir. Oksijenin hidrojen ile birlesmesi
sonucu su meydana gelir. Membranlar aras1 bosluktan kompleks V iizerinden matrikse
donen hidrojenler ADP ve P’1n birlesmesi neticesi ATP olusumunu saglar (111). (Sekil
4.10.1).

Malignitede hizla cogalan hiicrelerin enerjik ve metabolik ihtiyaglarimi
karsilamak i¢in, metabolizmalarini yeniden programladiklari bilinmektedir. Hizh
cogalan kanser hiicreleri, yetersiz vaskiilarisyon, hipoksi ve hizli enerji ithtiyacinin
olustugu ortamda aerobik glikolize yonelirler. Artan Glikoliz sonucu laktik asit

tiretimi, mikro-gevresel asidoz ile sonuglanir. Cevresel asidoz, hiicre disi matrisin
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bozulmasi ve anjiyogenezin tesvik edilmesi yoluyla istilay1r kolaylastirir. Glikolitik

fenotip, istilact kanser hiicreleri i¢in giiglii bir biiylime avantaj1 saglar (112).

Oksidatif fosforilasyon ve glikoliz gibi enerji iireten yollarin durumlarimi
gercek zamanli olarak degerlendirmek ig¢in, hiicre metabolizmasinin temel
parametrelerini, yani hiicre disi1 asitlenme orant (ECAR) ve oksijen tiikketim oranm
(OCR) kullanmilir. ECAR, olgiilen pH'dan belirlenirken OCR, dlgiilen
O2 seviyesinden belirlenir. ECAR genellikle glikolitik metabolizmanin bir Sl¢iisii
olarak kullanilirken, OCR oksidatif fosforilasyonun 6l¢iistidiir (113).

Deneyde kullandigimiz Seahorse XF 96 ekstraselliiler akis analizorii; hiicre
kiiltiiriindeki canli hiicrelerin OCR ve ECAR'im1 6lgmek i¢in hizli ve giivenilir bir
metodolojidir. Boyle bir ekipman OCR ve ECAR'daki degisiklikleri hizla
karsilastirabilir hiicre tipleri arasinda veya farkli stimiilasyon kosullar1 karsisindaki

degisimleri ortaya koyabilir (111).

Ek olarak, metabolik akis teknolojisi, mitokondrinin biyoenerjetik 6zellikleri
ve fonksiyonel durumu hakkinda da bilgi saglayabilir. Ornegin, mitokondriyal
zehirler, bir hiicrenin biyoenerjetik esnekligini, ETC komplekslerinin aktivitesini ve

maksimum solunum kapasitesini anlamak i¢in kullanilabilir (113).
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Cikanlar

Sekil 4.8.10.1 Metabolik akis analizinde, H+ ¢ikis1 ve O2 tiiketim hizi’nin OCR ve
ECAR olarak yansimasi. OCR:Oksijen tiiketim orani; ECAR: Hiicre dis1 asitlik orani.
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5. MATERYAL VE METOD

Calismamiz istanbul Medipol Universitesi Klinik Arastirmalar ve Etik Kurulu
tarafindan 22.01.2020 (Karar no: 04) tarihinde onaylanmistir. Calisma, Istanbul
Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari ve Rejeneratif ve
Restoratif Tip Arastirmalart Merkezi’nde (REMER) gerceklestirildi.

5.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Tablo 5.1.1 Deneyde kullanilan cihazlar

Kullanilan Gerecler

Marka- Uriin Kodu-Katalog

Numarasi

Santrifiij

Niive -NF-048

Sogutmal1 Santrifiij

Niive- NF-400R

Su Banyosu

Niive- NB-20

Multi-Therm shaker

Benchmark Scientific- H500-HC

Vortex

Benchmark Scientific- BVV100

Spin-Down Mini santrifiij

Sprout

Qubit 2.0 Fluorometer

ThermoFisher

Yar1 otomatik pipet seti Eppendorf

Kimyasal Dolabi Asecos

pH metre Isolab- pH7110

Distile Su Cihaz Millipore

LC-Vial Sigma-Aldrich-29413-U
+4 Dolabi Ugur

-20 Dolab1 Thermo Scientific

-80 Dolab1 ESCO
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Hassas Tart1 Ohaus Explorer

Manyetik Karistirici Benchmark Scientific
Laminar Flow ESCO
Inverted Mikroskop Zeiss Primovert Axiocam 208 color

Neubauer — improved Hiicre Sayim Lam1 | Isolab

Pipet Adaptorii Isolab
Otomatik Pipet Seti Gilson
Multimod Plate Reader Synergy HTX, BioTek

Tablo 5.1.2 Deneyde kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler

- . Marka- Uriin Kodu-Katalog
Numarasi

3T3-L1 cell line ATCC- CL-173

D-MEM (HG) W/NA PYR (CE) 500 ml GIBCO-41966029

TRYPSIN 0.25% EDTA 100 ML GIBCO-25200056

DMSO (Dimetil Siilfoksit) Thermo Scientific

L-Glutamin Thermo Scientific

Penisilin-Streptomisin (10.000U/mL) Thermo Scientific

Phosphate Buffered Saline, pH 7.4 SIGMA

Trypan Blue SIGMA

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide SIGMA- M5655

Paklitaxel Ebetaxel

Rosiglitazone 1 gr ADIPOGEN- AG-CR1-3570-G001

Insulin Solution from bovine pancreas SIGMA- 10516-5ML

Mouse adiponectin, ADP Elisa Kit BT-LAB- E0246Mo

Transforming growth factor B1 human SIGMA- H8541-5UG

Trametinib 50 mg CAYMAN-16292

Calf Bovine Serum ATCC-30-2030

Gentamicin Solution SIGMA- G1397-10ML

Click-IT EdU Cell Proliferation Kit for

imaging, Alexa Fluor 488 dye Thermo Scientific- C10337




Lipolysis Assay Kit, Colorimetric ABCAM- ab185433

4-20% mini protean TGX precast protein
| BIORAD-4561096
gels

Clarity Western ECL substrate, 200 mL 1705060

Qubit® Protein Assay Kit ThermoFisher- Q33211
Qubit® Assay Tubes ThermoFisher- Q32856
Qubit 2.0 Fluorometer ThermoFisher
Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kiti AGILENT

Seahorse XF Glycolysis Stress Test Kiti AGILENT

Seahorse XF Cell Energy Phenotype Test
Kiti

AGILENT

Seahorse XF Media ve Kalibrant soliisyonu | AGILENT

5.2. Adiposit Diferansiyasyonu
5.2.1. Kullanilan hiicre hatlar

Bu calismada, EMT calismalarinda kullanilan temel hiicre hatt1 olan PyMT-
1099 hiicre hatt1 ve American Type Culture Collection (ATCC)’den ticari olarak satin
alman 3T3-L1 (ATCC® CL-173) pre-adipozitik fibroblast hiicre hatlar1 kullanildi.
Yiiksek diizeyde metastatik bir fare olan MMTV-PyMT transgenik faresinin meme
tiimoriinden primer hiicre kiiltilirii ile izole edilen PyMT-1099 hiicreleri Prof. Dr.
Hasan Korkaya’nin laboratuvarindan temin edildi. PyMT-1099 hiicreleri, TGFp ile
isleme tabi tutuldugunda geri-doniistimlii EMT'ye ugradigi icin tercih edilmektedir.
Bu model EMT-uyarili kanser hiicre plastisitesi caligmalarinda kullanilan temel fare-
metodudur ve altin standart olarak kabul edilmektedir (114). Hiicre hatlarina ait
ozellikler Tablo 5.21.1°de goriilmektedir.
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Tablo 5.2.1.1 Hiicre hatlar1 ve ozellikleri

Immiin

Hiicre Hatti Profili

Organizma

Ozelligi

Mus-musculus,

3T3-L1 Mouse

Pre-adipozitik fibroblast hiicre
hatt1. Farklilagma ajanlari ile
adipozite doniisiir.

HER2(+)

E.R()
P.R(-)

Mus-musculus,

PyMT-1099 Mouse

Yiiksek diizeyde metastatik bir fare
olan MMTV-PyMT transgenic
faresinin meme timdoriinden izole
edilen hiicreler, epitelyal
karakterdedir.

TGFp ile birlikte farklilagtirma
ajanlar1 kullanildiginda adipozit
hiicrelerine doniisiir.

5.2.2. Kullamlan ajanlar

Rosiglitazon

Rosiglitazon, thiazolidinedione smifindan bir anti-diyabetik ilagtir. Tip 2

(insiiline bagimli olmayan) diyabetli hastalarin cogunda temel metabolik anomali olan

insiilin duyarhihigim arttirir (115). Giiglii bir PPAR- y agonistidir (116). PPARy

agonistleri, c¢esitli dokularda gelisimi ve hiicresel biiylimeyi ve metabolizmay1

diizenler. Ozellikle, potansiyel anti-tiimor etkilerinin incelenmesine yol agan adiposit

farklilasmasina aracilik ederler (117).

0
EH?' NH
| AN \/\O S\<
0

Sekil 5.2.2.1 Rosiglitazon’un kimyasal yapisi
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Trametinib

Trametinib, antineoplastik aktiviteye sahip bir mitogen-activated protein
kinase (MAPK) kinase (MEK) inhibitoriidiir. Spesifik olarak MEK1 ve MEK2'ye
baglanir ve biiyiime faktorii aracili hiicre sinyallesmesinin ve hiicresel proliferasyonun

inhibisyonunu saglar (118).

Sekil 5.2.2.2 Trametinib’in kimyasal yapisi

Paklitaksel

Paklitaksel, tanimlanan ilk mikrotiibiil stabilize edici ajandir. Replikasyonun
G2/M  asamasinda somatik hiicre mitozunu durdurur. Kesfi son 20 yilda
kemoterapideki en Onemli ilerleme olarak goriilmektedir. Mikrotiibiiller, hiicre
iskeletinin ana bilesenlerini olusturan uzun, filamentli ve tiip seklindeki protein
polimerleridir. Hiicre seklinin gelisiminde ve korunmasinda, hiicre i¢i tasimada, hiicre
sinyalizasyonunda ve hiicre boliinmesi ve mitozda rol oynadiklari i¢in tiim dkaryotik
hiicreler i¢in esansiyellerdir. Mikrotiibiiller, ince filamentli tiipler seklinde
diizenlenmis a-tubulin ve B-tubulin heterodimerlerinden olusur. Mikrotiibiil islevini
degistiren ilaglar, antimikrotiiblil ilaglar olarak bilinir. Bu ilaglar mikrotiibiil-
destabilize edici ajanlar ve mikrotiibiil-stabilize edici ajanlar olmak tlizere genellikle
iki tipte siniflandirilir. Paklitaksel, mikrotiibiildeki B-tubulin alt biriminin N-terminal
31 amino asidine baglanir. Hem farklilasmis hem de farklilagsmamis N115 hiicrelerinde
B-tubulinin fosforilasyonunu uyarir. Bu baglanma, mikrotiibiilii stabilize eder ve hiicre

oliimiine yol agcan mikrotiibiil polimerizasyonunu arttirir (119,120,121,122).
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Sekil 5.2.2.3 Paklitaksel’in kimyasal yapisi

Dontistiiriicti bityiime faktori-p (TGEp)

Doniistiiriicti biiylime faktorii-p (TGFp), hiicre biiyiimesini ve farklilagmasini,
apoptozu, hiicre hareketliligini, hiicre dig1 matris iiretimini, anjiyogenezi ve hiicresel
bagisiklig1 diizenler. Kanserde paradoksal bir rolii vardir. Erken evrelerde hiicresel
dontigimii engelleyerek kanserin ilerlemesini engeller. Daha sonraki asamalarda
TGFP, baslica 3 mekanizma araciligiyla tiimoriin ilerlemesini tesvik etmede dnemli
bir rol oynar: epitelyalden mezenkimal gecisi kolaylastirmak, anjiyogenezi uyarmak
ve immiinosupresyonu indiiklemektir (123). TGFB, EMT’yi tesvik ederek hiicre
istilasini, anjiyogenezi ve metastatik ilerlemeyi arttirir. Ortaya ¢ikan kanatlar,
TGFB'nin bagisiklik tepkilerini bastirdigini, firsatgr kanser hiicrelerinin bagisiklik
kontrol noktalarindan kagmasina ve metastazlari tesvik etmesine olanak tanidigini
gosteriyor (124). Timor baskilayici yeteneklerinin bir sonucu olarak, TGFf ve yolu,
ilag gelistirme i¢in potansiyel firsatlar1 temsil etmistir ve TGF yolunu hedefleyen

cesitli terapiler tanimlanmistir (123).

PYMT hiicrelerinin farklilagsmasi igin gerekli olan ajanlar rosi tram ve TGF
b’dir. Ronen ve ark.nin yaptigi ¢alismada PyMT hiicrelerinin farklilasmasi i¢in gerekli
olan en etkili dozlar bulunmustur (7). 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagsmasi igin rosi

deksametazon ve insiilin kullanilmistir (125). (Tablo 5.5.2.1)

34



Tablo 5.2.2.1 Deneyde kullanilan ajanlar ve uygulandiklar1 dozlar

Kullanilan Ajan Uygulanan Doz
Rosiglitazon 2 uM (7)
Trametinib 0,5 ng/ml (7)
TGFB 2 ng/ml (7)
Paklitaksel (PTX) 2,5 uM (126)
Insiilin 5 pg/ml (125)
Deksametazon 1 uM (125)

5.2.3. Hiicre Kiiltiirii deneyleri

Bu ¢alismada, PyMT-1099 meme kanseri hiicre hatti ve 3T3-L1 pre-adipozitik
fibroblast hiicre hatlari kullanildi (Tablo 5.2.1) .

PyMT-1099 hiicreleri deneylerde kullanilmak tizere %10 fetal sigir serumu
(EU-Approved, Thermo Fisher) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Thermo Fisher) ile
desteklenmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (HG) W/NA PYR (CE)
(Thermo Fisher)’dan olusan kiiltiir ortaminda 37°C’de ve %5 COz igeren inkiibator

ortaminda 25 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarinda inkiibe edilerek cogaltildi.

3T3-L1 hiicreleri deneylerde kullanilmak iizere %10 calf serumu (EU-
Approved, Thermo Fisher) ve %1 Penisilin- Streptomisin (Thermo Fisher) ile
desteklenmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (HG) W/NA PYR (CE)
(Thermo Fisher)’dan olusan kiiltiir ortam1 kullanilarak 37°C’de ve %5 CO; igeren
inkiibator ortaminda 25 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarinda inkiibe edilerek ¢ogaltild.
Hiicrelerden elde edilen ilk pasajlar, -80°C’de saklandi. Calismada planlanan deneyler

pasaj 4’ten sonra elde edilen hiicreler kullanilarak gerceklestirildi.
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Sekonder hiicrelerin cozdiiriilmesi protokolii

1.

-80°C sogutucudan ¢ikartilan hiicreler tizerine 1 mL complete medium ilave

edilerek ¢ozdiiriildii.

15 mL’lik falkon igerisine 3 ml complete medium koyuldu ve ¢dzdiiriilen

hiicreler falkon tiip icerisine aktarildi.
+4°C’de 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve pellet 1 mL complete

medium’da ¢ozdirildi.

Hiicre silispansiyonu, oncesinde i¢ine 2,5 mL complete medium ilave edilmis

flaska alindi.

Flask igerisindeki hiicreler, invert mikroskopta kontrol edildikten sonra,
37°C’ye ayarl1 %5 COz igeren inkiibator ortaminda inkiibe edilerek cogalmaya
birakildi. Invert mikroskopta diizenli olarak hiicrelerin morfolojisi ve sayisi
incelendi. Hiicrelerin durumuna gore ortalama 2 giinliik araliklarla pasaj

yapildi.

Hiicrelerin pasajlanmasi protokolii

1.

%90 hiicre yogunluga ulasan flasklar kabine alindi ve iglerindeki medium

aspire edildi.
Fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 3 kez nazikg¢e yikand1
0,75 mL Tripsin ile 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Tripsin ile muamele edilmis hiicreler falkon tiiplere aktarildi ve lizerine 10 ml

FBS iceren Complete Medium konularak, nétralizasyon saglandi.
4°C’de 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve pellet 2 mL complete medium

igerisinde ¢ozdiiriildii.
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7.

Hiicre siispansiyonundan 1’er mL alinarak, 6ncesinde i¢ine 2,5 mL complete

medium ilave edilmis 2 ayri flaska aktarildu.

Flask icerisindeki hiicreler, invert mikroskopta kontrol edildikten sonra, flaskin
kapag1 kapatilarak 37°C’ye ayarli %5 COz2 igeren inkiibator ortaminda inkiibe
edilerek c¢ogalmaya birakildi. Hiicreler diizenli olarak invert mikroskopta
morfolojileri ve sayilar1 yoniinden incelendi. Hiicrelerin durumuna gore

ortalama 2 giinliik araliklarla pasaj yapildi.

Hiicrelerin dondurulmasi protokolii

1.

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

%090 hiicre yogunluga ulasan flasklar kabine alindi ve iclerindeki medium

aspire edildi.
PBS ile 3 kez nazikg¢e yikama yapildi.
0,75 mL tripsin ile 5 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Tripsin ile muamele edilmis hiicreler falkon tiiplere aktarild: ve tizerine 10 ml

FBS igeren Complete Medium konularak nétralizasyon saglandi.
4°C’de 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve pelletin iizerine 2 ml %10°luk
DMSO eklenerek hafifce ¢alkalama ile homojen hale getirildi.

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

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

bilgileri yazildu.

10. Dondurucu (cryo) tiipleri -80°C’ye kaldirildi.
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Hiicrelerin sayim protokolii

1. Her pasaj isleminin ardindan hiicre canliligit Tripan Blue soliisyonu

kullanilarak yapildi. Tripan Blue boyasini hiicre zarindan gegirmeyen
hiicreler, canli hiicreler oldugu icin bu 6zelliklerinden faydalanilarak sayim

yapildi.

Hiicre kiiltiir medyumu ile dilue edilmis hiicrelerden 5 pl alinarak tlizerine 45

ul Tripan Blue boyasi eklenerek 1,5 ml’lik tiip igerisinde karistirildi.

Bu karistmdan 10 pl Neubauer lami iizerine aktarilarak lam {izerindeki

bolmelerde yer alan hiicreler invert mikroskopta sayildi.

Bulunan sonug, diliisyon faktorii ile ¢arpilarak,1 ml medyumda yer alan canlt

hiicre sayis1 hesaplandi.

5.2.4. 3T3-L1 hiicre hattinda diferansiyasyon

Kontrol grubu olarak 3T3-L1 pre-adipozitik fibroblast hiicre hatti segildi.

Adipojenez protokolii ilk dnce bu hiicre hattinda optimize edilir. Ciinkii bu hiicrelerin

insiilin, dexamethasone ve PPAR- y agonisti olan Rosiglitasone varliginda adipozite

farklilastig1 bilinmektedir (103). (Sekil 5.2.5..1).

3T3-L1 hiicre hattinda in-vitro adipojenez asagidaki protokole gore gergeklestirildi.

1.

Hiicreler, 20.000 hiicre/cm? yogunlukta olacak sekilde ekildi.
%5 CO; etiivde 37°C'de 1 gece, bliylime mediumunda inkiibe edildi.

3T3-L1 hiicrelerinin farklilagsmasini uyarmak ic¢in biiylime mediumu,

farklilasma mediumu Nol ile degistirildi.

Farkhlasma mediumu nol: 5 pg/ml insulin, 1 uM Dexamethasone (etanolde

¢ozlinmiis), 2 pM Roziglitazon (DMSO'da ¢dziinmiis)
Hiicreler 48 saat boyunca farklilasma mediumu No:1 ile inkiibe edildi.

Farklilasma mediumu No:2 hazirlandi.
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Farkhlasma mediumu No2: 5 ug/ml insulin
6. Hiicreler 48 saat boyunca farklilasma mediumu No:2 ile inkiibe edildi.
7. Farklilasma mediumu No:3 hazirlandi.

Farkhlasma mediumu No3: 1 uM Roziglitazon

8. Hiicreler 48 saat boyunca farklilasma mediumu No:3 ile inkiibe edildi.

5.2.5. PyMT-1099 hiicre hattinda diferansiyasyon

PyMT-1099 meme kanseri hiicre hattinda in-vitro adipojenez asagidaki
protokole gore gerceklestirildi (Sekil 5.2.5.1). Bu asamada hiicreler 2 gruba ayrildi ve
bir gruba sadece Rosiglitazon ve Trametinib uygulanirken diger gruba bu ajanlar

haricinde bir de TGFp eklendi.

Epitelyal karakteristige sahip hiicrelerin mezenkimal karakter kazanmas1 i¢in
oncelikle hiicreler 3 giin boyunca TGFp ile inkiibe edildi. Bu amagla, her bir kuyuda
10.000 hiicre olacak sekilde plate’e hiicreler ekildi. 24 saat boyunca 37 derece %5
CO2’li ortamda inkube edildi. Hiicreler 3 giin boyunca, 2 ng/ml TGFf igeren
mediumda inkiibe edildi. Hiicrelerin mezenkimal karakteristik kazanmalarinin
ardindan adipojenezi uyarmak i¢in, deney grubu hiicreleri 15 giin boyunca 2 uM

Roziglitazon ve 0,5 ng/ml Trametinib i¢ceren mediumda inkiibe edildi.

TGFp kullanmadan hiicreleri farklilastirmaya ¢alistigimiz Deney Grubu E i¢in,
hiicreler 1 ay boyunca 2 uM Roziglitazon ve 0,5 ng/ml Trametinib igeren mediumda
inkiibe edildi.
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Sekil 5.2.5.1 Kanser ve kontrol hiicrelerinin adipoza diferansiyasyonu

5.3.Adipozit Olusumunun Dogrulanmasi

Adiposite farklilastirma deneylerinde kontrol grubu olarak 3T3-L1 pre
adipozitik fibroblast hiicre hatt1 kullanildi. Insiilin, deksametazon ve rosiglitasone
varhiginda bu hiicrelerin adipozite farklilastiklari bilinmektedir (103). Deney
gruplarindan elde edilen adipoz hiicreleriyle, 3T3-L1 hiicrelerinden elde ettigimiz
bona fide adipositler kiyaslandi. Flask icerisindeki hiicrelerin homojen olarak sadece
epitelyal ya da sadece mezenkimal olarak dagilmadigi, heterojen bir dagilim oldugu
goriildiigii igin D grubu olan TGFP + Roziglitazon + Trametinib grubunda TGFf
kullanmadan adipojenez denendi (Sekil 5.2.5.1). PyMT-1099 hiicrelerinden
farklilastirilan adipozitlerin iyi huylu olup olmadiklarinin 3T3-L1 hiicrelerinden elde
edilen adipositlerle kiyaslanmasi amaciyla Oil Red O boyamast yapild1 ve

Adiponektin konsantrasyonlar1 6l¢iildii.
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Deney gruplar1 asagidaki sekilde olusturuldu.
GRUP-1: Deney grubu olarak PyMT-1099 meme kanseri hiicre hatt1 kullanildu.
A- Grubu: [PyMT-1099 Hiicre Hatt1] (Negatif kontrol)
B- Grubu: [PyMT-1099 Hiicre Hatt1] + TGFB
C- Grubu: [PyMT-1099 Hiicre Hatt1] +Paklitaksel
D- Grubu: [PyMT-1099 Hiicre Hatt1] TGFp + Roziglitazon + Trametinib
E- Grubu: [PyMT-1099 Hiicre Hatti] Roziglitazon + Trametinib
F- Grubu: [PyMT-1099 Hiicre Hatt1] +TGFp + Roziglitazon + Trametinib+ Paclitaxel

GRUP-2: Kontrol grubu olarak 3T3-L1 pre-adipozitik dibroblast hiicre hatti
kullanildi.

A- Grubu: [3T3-L1 Hiicre Hatt1] (Negatif kontrol)

B- Grubu: [3T3-L1 Hiicre Hatt1] + Farklilastirma ajanlar1 (Rosiglitazon + Insiilin +

Deksametazon)

5.3.1. Oil Red boyamasi ile adipoza farklilasmanin dogrulanmasi

Olusan adipozit karakteristiklerini kiyaslamak i¢in 3T3-L1 ve PyMT-1099
hiicrelerinde Oil Red O ile lipid damlaciklar1 boyandi ve mikroskop ile goriintiilendi.

Oil Red O boyamas: protokolii asagidaki sekildedir;

Adipojenik Kiiltiirleri Fikse etme (sabitleme)
1. Hiicreler inkiibatorden ¢ikarilarak kabin i¢ine alindi.

2. Medium once kontrol ve ardindan deney grubunu igeren kuyucuklardan
¢ekildi. Tiim bu islemler sirasinda hiicrelerin 30 saniyeden uzun siire kuru

kalmamasina 6zen gosterildi.

3. Plate, tek tabaka hiicreleri bozmadan, 100 puL steril PBS ile nazikge yikandi.
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4.

5.

PBS aspire edildi ve yine nazik¢e 100 puL %10 formalin eklendi.

Plate oda 1sisinda 30-60 dakika inkiube edildi.

Oil Red O Boyasinin Hazirlanmasi

1.

300 mg Oil Red O, 100 mL %99 izopropanolde ¢ozdiiriilerek stok soliisyonu
hazirlandi (Bu ¢ozelti, yapildig: tarihten itibaren bir yil siireyle stabildir).

Kabin igerisinde, 3 kisim Oil Red O stok soliisyonu, 2 kistm dH20 ile
karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika bekletildi( Calisma soliisyonu sadece

2 saat stabildir, bu nedenle calismadan hemen 6nce hazirlanmalidir).

Bir huni ve filtre kagid1 yardimiyla, Oil Red O ¢alisma soliisyonu siiziildii.

Adipojenik Kiiltiirlerin Boyanmast

1.

Once kontrol grubu olmak iizere, kuyucuklardaki tim formalin dikkatlice

cekildi.
Tiim kuyucuklar 200 pL steril su ile nazikg¢e yikandi.

Her kuyuya 100 pL %60 izopropanol eklendi ve 2-5 dakika oda 1s1sinda inkiibe
edildi.

Izopropanol aspire edildi ve kuyucuklara kenarlari boyunca 100 uL Oil Red O
calisma soliisyonunu pipetlendi. Kuyulara esit yayilmasini saglamak i¢in plate

yavasca dondiirtildii ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Plateden akan su berrak olana kadar her plakanin ortasindan musluk suyuyla
durulandi. Tek tabakay1r bozmamak adma kuyucuklara dogrudan akan su

eklenmedi.

Hiicrelerin esit sekilde kaplandigindan emin olarak her bir kuyucuga 100 pL
hemotoksilen karsit boyasi eklenerek 1 dakika bekletildi.
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7. Hematoksilen aspire edildi ve plate yukaridaki adimlarda oldugu gibi 1lik
musluk suyuyla yikandi. Lipid vakuollerinin bozulmasini &nlemek igin

plakalarin 1slak tutulmasina 6zen gosterildi.

8. Plate faz kontrast mikroskobunda goriintiilendi.

5.3.2. Adiponektin dl¢iimii ile adipoza farkhilasmanin dogrulanmasi

Adiponektin diizeyleri Elisa kiti ile 6l¢iildii. Elisa kiti ile {ireticinin protokoliine
gore, 3 tekrarli olarak calisildi. Istatistiksel analizler SPSS programi kullanilarak

yapildi.

ELISA Protokolii: Fare Adiponektin Elisa testi Bioassay Technology Laboratory
marka (Katalog No: E0246Mo) kit kullanilarak yapildi.

Testin Prensibi: Testin prensibi sandvi¢ Elisa yontemine dayanmaktadir. 96 well plate
daha oOnceden fare ADP antikoru ile kaplanmistir. ADP iceren Ornekler plate
kuyucularina eklendiginde antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis antikor
ornekteki ADP antikoruna baglanir. Bunlarin {izerine Streptavidin-HRP eklenir ve o
da biyotinlenmis ADP antikoruna baglanir ve plate inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyondan sonra baglanmayan Streptavidin-HRP konjugatinin uzaklastiriimasi
i¢in yikanir. Sonra Substrat soliisyonu eklenir ve kuyucuklarda renk olusumu 6rnekte
bulunan ADP miktarina bagh olarak olusur. En son durdurma soliisyonu eklenerek

reaksiyon durdurulur ve plate mikroplate okuyucuda 450 nm’de okunur.

Testin Yapilisi
1. Gerekli biitiin reaktifler deneye baslanmadan dnce oda sicakligina getirildi.

2. Standart egri grafiginin ¢izimi i¢in orjinal standart (64 mg/L) dilie edilerek
azalan konsantrasyonlara sahip standartlar elde edildi (Tablo 5.5.1.1).
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Tablo 5.3.2.1 Standartlarin Hazirlanmast

32 mg/L Standart No.5 120ul Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient
16 mg/L Standart No.4 120ul Standart No.5 + 120l Standart Diliient
8 mg/L Standart No.3 120ul Standart No.4 + 120ul Standart Diliient
4 mg/L Standart No.2 120ul Standart No.3 + 120ul Standart Diliient
2 mg/L Standart No.1 120ul Standart No.2 + 120ul Standart Diliient

. Hazirlanan standart cozeltiler plate iizerindeki kuyucuklara 50 pl olarak

pipetlendi.

Geri kalan kuyucuklara 40 ul serum 6rnegi ve tlizerine 10 pl antikor eklendi.
Standart ¢ozeltileri antikor i¢erdiginden iizerlerine ayrica antikor eklenmedi.
Biitiin kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklendi ve plate’in iizeri kapatici
ile kapatilip 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda plate 5 defa 350 pl yikama soliisyonu ile yikandh.

50 pl substrat A ve 50 ul substrat B reaktifi biitiin kuyucuklara sirasiyla eklendi
ve 37°C’de, karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve reaksiyon

durduruldu.

. Plate 450 nm’de okutuldu ve Orneklerin ADP serum absorbanslari Biotek

Synergy HTX multi-mode okuyucu ile okundu.

Standart egri grafiginden elde edilen denklem yolu ile 6rneklerin serum ADP

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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Sekil 5.3.2.1 ADP standart egrisi

5.4. Western Blot ile EMT Belirteclerinin incelenmesi

EMT yolag: uyarilmis meme kanseri hiicrelerinin, adipozitlere doniisiimiine
kemoterapétik ajanlarin etkisi, EMT belirtegleri incelenerek bakildi. Western Blot
teknigi ile EMT belirtegleri olan E-kaderin, N-kaderin, HIF-1a, Snail, Slug, Twist
degerlendirildi (Sekil 5.4.1).

=

Numuneden 20-30 ug protein alinarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
jelde (SDS-PAGE) yiiriitiildii.

2. Jel lizerinde ylriiyen proteinler elektroforetik olarak poliviniliden florid

(PVDF) membran {izerine aktarildi.
3. Membran, yagsiz siit veya Bovine serum albiimin (BSA) ile bloklandi.

4. E-kaderin, N-kaderin, HIF-1a, SNAIL, SLUG, TWIST primer antikorlari ile
+4°C’de, over-night inkiibe edildi.

5. Kontrol olarak B-aktin primer antikoru kullanildu.
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6. Primer antikorlarla muamele edilen membran, Fosfat tampon-Tween 20
(PBST) ¢ozeltisi ile 3 kere yikandi.

7. Yikama isleminin sonlanmasinin ardindan membran, blocking buffer i¢inde
sekonder antikor olan anti mouse ya da anti rabbit horseradish peroksidaz

konjugati ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
8. Membran tekrar 3 defa PBST ile yikandi.

9. Daha sonra belirtilen proteinler goriintii tarama yontemleri ile kontrol olarak

kullanilan B-aktin’e gore degerlendirildi.

10. incelenecek parametreler i¢in primer ve sekonder antikorlar ticari olarak satin
alindi, analiz 3 tekrarli yapildi ve istatistiksel analizler graphpad programi

kullanilarak degerlendirildi.

Adipoz karakteristigi;
1. Adiponektin konsantrasyonu dlgimii
2. Oil Red O boyamasi ile dogrulanacaktir.
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Sekil 5.4.1 Deney akis1 ve EMT belirte¢lerinin belirlenmesi
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5.5. Metabolik Akis Analizi

5.5.1. Kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri

Seahorse analizinde, PyMT-1099 hiicre hatti, ATCC’den ticari olarak satin
alman EMT-6 (ATCC® CRL-2755) meme kanseri hiicre hatlar1 kullanildi.

Tablo 5.5.1.1 Hiicre hatlar1 ve 6zellikleri

Hiicre Hatt1 Igrlg]lc:ll? Hiicre Tipi Organizma Ozelligi
HER2(+)

PyMT-1099 ER() Epitelyal Musl-\zwc:Jus;:: e Mgﬂnféalsg::ligeri
P.R(-)
HER2(-)

MTe | ppey | s | Mo | vesaic
P.R(-)

5.5.2. Deney gruplari ve plate dizayni

Metabolik Akis Analizi i¢in deney gruplari asagidaki sekilde olusturuldu. Plate
dizayn1 tablodaki gibi yapildi (Tablo 5.5.2.1).

GRUP-1: Deney grubu olarak PyMT-1099 meme kanseri hiicre hatt1 kullanildu.
A- Kolu: [PyMT-1099 Hiicre hatti] (Negatif kontrol)

B- Kolu: [PyMT-1099 Hiicre hatti1] +Paklitaksel (Pozitif kontrol)

C- Kolu: [PyMT-1099 Hiicre hatt1] +TGFp+Roziglitazone+Trametinib

D- Kolu: [PyMT-1099 Hiicre hatt1] +TGFp+Roziglitazon+Trametinib+ Paklitaksel
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GRUP-2: Kontrol grubu olarak EMT-6 pre-adipozitik fibroblast hiicre hatt1 kullanildi.
A- Kolu: [EMT-6 Hiicre hatt1] (Negatif kontrol)

B- Kolu: [EMT-6 Hiicre hatti1] +Paklitaksel (Pozitif kontrol)

C- Kolu: [EMT-6 Hiicre hatti1] +TGFp+Roziglitazone+Trametinib

D- Kolu: [EMT-6 Hiicre hatti] +TGFp+Roziglitazon+Trametinib+ Paklitaksel

Tablo 5.5.2.1 Metabolik akis analizi plate dizayni

PyMT EMT-6
X C c | c D D C C C D D X
A A B | C D E A B C D E A
A A B | C D E A B C D E A
A A B | C D E A B C D E A
B A B | C D E A B C D E B
B A B | C D E A B C D E B
B A B | C D E A B C D E B
X D E E E D E E E X

D -> Mitokondriyal Stres Test Kiti
D -> Glikoliz Stres Test Kiti

D -> Enerji Fenotipi Test Kiti
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5.5.3. Metabolik stres modiilatorleri

Metabolik Akis Analizi deneylerinde PyMT-1099 ve EMT-6 meme kanseri
hiicre hatlar1 kullanildi. Farklilasma ajanlar1 olan Rosiglitazon ve Trametinib ile
kemoterapétik ajan olan paklitakselin meme kanseri hiicrelerindeki kombine etkisi

arastirildi.

Metabolik akis analizinin ¢alisma prensibi, glikoliz ve oksidatif fosforilasyona
belirli noktalarda metabolik stres modiilatorleri ekleyerek ortaya cikan etkilerin

degerlendirilmesine dayanur.

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatorler olarak; D-Glukoz, 2-
deoksiglukoz (2-DG), Oligomisin, Karbonil siyaniir-4 fenilhidrazon (FCCP),
Antimisin A ve Rotenon kullanildr (111).

Bu ajanlarin etki mekanizmalarina bakildiginda; 2- deoksiglukoz (2-DG), 2-
deoksiglukoz-6-fosfata doniisiir ki bu da, fosfoglukoizomerazin kompetetif

inhibitoridur. Glikolizi inhibe eder.

Rotenon, mitokondriyal kompleks 1 inhibitoriidiir. Antimisin A, mitokondriyal
kompleks IIT inhibitoriidiir. Oligomisin, mitokondriyal kompleks V (ATP Sentaz)
inhibitoriidiir. FCCP, oksidatif fosforilasyon ayristiricisidir. Calismada kullanilan
metabolik modiilatorler, sisteme 0zgii tasarlanan ticari olarak temin edilen kitlerden

kullanildi (111,116). (Sekil 5.5.3.1).

(Calismada kullanilan metabolik modiilatorler, Seahorse XFe96 sistemine 6zgil

tasarlanan ticari kitlerin i¢gindeki metabolik modiilatorlerdir (Sekil 5.5.3.2).
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Oligomycin

FCCP
Rotenone Antimycin A AP

A

Sekil 5.5.3.1 Metabolik akis sisteminde kullanilan metabolik modiilatrler

Deneyde, PyMT-1099 ve EMT-6 meme kanseri hiicreleri farklilagsma ajanlari
olan Rosiglitazon ve Trametinib ile kemoterapdtik ajan olan paklitakselin etkileri
Seahorse XF96 Extraselliiler akis analizorii ile degerlendirildi (Sekil 5.5.3.2).
Geleneksel metabolik tahlillere gore Seahorse Ekstraselliiler Akis Analizori (127)
kullanmanin avantajlari, herhangi bir radyoaktivite olmadan, nispeten az sayida hiicre
iizerinde gercek zamanli olarak glikoliz ve mitokondriyal solunumun eszamanl

Ol¢limiinii igerir.
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Sekil 5.5.3.2 Seahorse XF96 Bioscience cihazi

Calismamizda, ticari olarak temin edilen, Glikolitik Stres Kiti, Mitokondriyal

Stres Kiti, Enerji Fenotipi Kiti kullanilarak 6l¢iimler yapildi.

Glikolitik stres kiti

Glikolitik Stres Kiti ile, glikolitik olmayan asidifikasyon, glikoliz, glikolitik

rezerv ve glikolitik kapasite parametrelerine bakildi.

ECAR‘1 6lgmek icin D-Glukoz, 2DG ve oligomisin kullanildi. Glikolizi
arttirmak amaciyla D-glukoz verildi. Glikolizi inhibe etmek i¢in 2-DG kullanildu.

Oligomisin, oksidatif fosforilasyonda, ATP sentezini engelleyen bir inhibitor
(Sekil 5.5.3.2) (127) oldugu i¢in ATP sentezinde hizli bir diisiise neden olur.Hiicreler
bu duruma glikolizi maksimum seviyeye aktive ederek yanit verir ve bu glikolitik

kapasitede artigla kendini gosterir.
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Glikolitik Fonksiyon
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Sekil 5.5.3.3 Glikolitik stres kiti ile olusturulan ECAR 6l¢tim grafigi

Yiiksek glikolitik kapasiteye sahip hiicrelerde, ATP talebinde 6nemli bir artis
olmazsa, glikoliz, yukar1 regiile edilmesine gerek kalmadan mitokondriyal ATP

kaybiyla miikemmel bir sekilde basa ¢ikabilir (111).

Glikoliz stres testi, ECAR’1n temel 6l¢iimii (baseline) ile baslar. Bu nokta
glikolitik olmayan asidifikasyon olarak anilir. Bu asitlesme muhtemelen TCA
dongiisiinde iiretilen CO2'in HCO® ve H’e doniistiiriilmesine karsilik gelir. Glikolitik
olmayan asidifikasyonu, glikolizi etkinlestirmek icin yapilan glikoz enjeksiyonu izler.
Glikoliz neticesi laktat olusumunda artis nedeniyle asidite artar. Bu artig, normal
glikoliz oranin1 temsil eder. Hiicrelere daha sonra oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP
olusumunu engellemek amaciyla oligomisin enjeksiyonu uygulanir. Hiicreler, ATP
tiretimindeki diislis nedeniyle glikolizi arttirirlar ve bu ECAR seviyesinde ikincil bir
artisa (glikolitik rezerv) neden olur. Test, ECAR"1 glikolitik olmayan seviyeye
dondiiren glikoz analogu 2-DG kullanilarak glikolizin toplam inhibisyonu ile

sonlandirilir (127) (5.5.3.3).
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Deneyin Yapilist:

1.

Uygun hiicre kiiltiiri ortam1 kullanilarak her bir kuyuya PyMT-1099 igin
20.000 hiicre /200ul ve EMT-6 icin 4.000 hiicre /200ul hiicre Agilent Seahorse
XFe96 plaka igerisine ekildi.

Hiicreler 48 saat boyunca medium igerisinde biiytitiildii.

Biiylime mediumu igerisinde ilaglarin bulunudugu deney mediumu ile
degistirildi. Paclitaxel, test ila¢ konsantrasyonu (TDC) olan 15,9 uM (128),
Rosiglitasone ve Trametinib ise farklilasma i¢in 6nerilen dozlari olan, 2 uM ve

0,5 ng/mL konsantrasyonlarda uygulandi.

Deneylere baglamadan 6nce Agilent Seahorse sensor kartusu, nemlenmesi igin,
1 gece boyunca 37°C de CO; igermeyen inkiibatorde XF kalibrator icerisinde
bekletildi.

Plaka, inkiibatorden ¢ikarilarak kabine alindi. Eski medium uzaklagtirildi ve
yerine deney mediumu (1 mM piruvat, 2 mM glutamin, 10 mM glukoz, Ph:7.4)

eklendi.

Plaka 45 dakika boyunca CO> icermeyen 37°C lik inkiibatorde inkiibe edildi.

Sonrasinda cihazin kalibrasyonu baslatildi.
Calisilacak tamponlar pH:7.4 ayarlanda.

Kullanilacak kite gore, inhibitorler ve substratlarin 6nce ana stok ardindan ara

stoklar olmak tizere 15ml ‘lik falcon tiiplerde taze hazirlandi.

Solunum modiilatorlerii taze olarak hazirlanarak mini enjeksiyon kuyularina
yiiklendi. Sensor kartusu cihaza konularak 20 dakikalik kalibrasyon islemi
gergeklestirildi. Kalibrasyon sonrast 96’lik calisma plakasi cihaza verilerek

deney baslatildi ve ardisik olarak dl¢iimler alindi.
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Mitokondriyal stres Kiti

Mitokondriyal stres testi oksijen tiiketim oraninin (OCR) temel Ol¢iimii ile
baslar. Bunu, ATP sentaz kompleksinden protonlarin geri doniisiinii engelleyen ve
bdylece mitokondriyal membrani hizla hiperpolarize eden oligomisin enjeksiyonu
izler. Hiperpolarizasyon, solunum kompleksleri yoluyla daha fazla proton

pompalanmasini 6nler ve solunum hizi diiser (127).

Kalan solunuma, protonlarin lipidler veya diger kanallardan akigini temsil eden
proton sizintist denir. Bu hiperpolarize durum, bir proton iyonofor gibi davranan
ayirict ajan FCCP’ nin eklenmesiyle tersine cevrilir. Buna yanit olarak hiicreler,
elektron tagima hizin1 maksimuma ¢ikararak zar potansiyelini kurtarmaya ¢alisir ve bu
da OCR'yi artirir. Son olarak, iki ETZ inhibit6rii antimisin A ve rotenon eklenmesiyle
mitokondriyal solunum tamamen durur ve OCR en diisiik seviyesine iner. Bu seviyede
oksijen tiikketimi mitokondriyal aktiviteye bagh degildir. (111,112). (Sekil. 5.5.3.4).
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Sekil 5.5.3.4 Mitokondriyal stres kiti ile olugturulan OCR 6l¢iim grafigi

Enerji fenotipi Kiti

Enerji Fenotipi Kiti, hiicrelere ilag/inhibitorler uygulandiktan sonra hiicresel
enerji fenotipinin glikolitik yola ya da mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sistemine
dogru yonelimi OCR ve ECAR parametreleri araciligiyla verir. Metabolik akis
sisteminde metabolik modiilatorler olarak Hiicre Enerji Fenotipi Kitinde sirasiyla;
Oligomisin, FCCP ve Rotenon / Antimisin kullanildi. Enerji Fenotipi Kiti ile
uygulanan ajanlar ile metabolizmanin yoniiniin enerjetik ya da glikolitik doniistimii

gozlendi (Sekil 5.5.3.5).
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Sekil 5.5.3.5 Enerji fenotipi kiti ile olugturulan OCR ve ECAR 6l¢iim grafigi

5.6. Kullanilacak istatiksel yontemler

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
ABD) 21.0 (SPSS, Chicago, IL, United States) kullanilarak gerceklestirildi.
Degerlendirilen parametreler kapsaminda farkliliklar1 degerlendirmek igin parametrik
olmayan Mann Whitney U testi kullanildi. Testler 3 veya daha fazla bagimsiz deneyde
tekrar edildi. Metin ve sekillerin sayisal degerleri, ortalama + standart hata olarak ifade

edildi. p degeri < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Diferansiyasyon Deneylerinin Sonuclari

PyMT hiicre hattinda uygulanan ajanlara gore 6 deney grubumuz olustu.
Negatif kontrol olarak tanimlanan A grubu PyMT-1099 hiicrelerinde, yogunlukla
epitelyal karakterde, parke tasi goriiniimiinde hiicreler oldugu ancak az miktarda da
olsa mezenkimal hiicrelerin de oldugu goriildii. TGFp grubu hiicrelerinde; beklendigi
gibi epitelyal karakterde olan hiicrelerin, mezenkimal karakteristik kazandig1 goriildii.
PTX Grubu hiicrelerinde; hiicre sayisinda azalma goriiliirken, hiicre goriiniimlerinin
degismedigi gozlendi. TGFB+Rosi+Tram grubu hiicrelerinde adipojenezin yogun
olarak uyarildigi ve TGFP ile mezenkimale doniistiiriilen hiicrelerin adipoz hiicrelerine
doniistiigli goriildi. Rosi+Tram grubunda; TGFB+Rosi+Tram grubuna gore daha az
olmakla beraber yogun adipojenez goriildii. Adipojenezin en yogun olarak goriildigi
TGFB+Rosi+Tram grubuna, ilave olarak paklitakselin eklendigi
TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunda; hiicre igindeki adipojenez goriiniimiiniin

degismedigi ancak hiicre sayisinin azaldigi gézlendi (Sekil 6.1.1.).
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Sekil 6.1.1 PyMT-1099 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri. Invert faz kontrast
mikroskobu, 20x (Zeiss Primovert). A: Negatif kontrol; B: TGFp; C: PTX;
D:Roziglitazon+Trametinib; E: TGFp+Roziglitazon+Trametinib, F. TGFEfS
+Roziglitazon+Trametinib+PTX

Kontrol grubu olarak sectigimiz pre-adipozitik fibroblast hiicre hatti olan 3T3-
L1 hiicrelerinin belli ajanlar uygulandiginda adipozite farklilastigi bilinmektedir.
Negatif kontrol olan A grubu hiicrelerinin fibroblast karakterleri gézlendi. B grubu
hiicrelerine ise farklilagtirma ajanlar1 olan insiilin, deksametazon ve rosiglitazon

uygulandiginda, adipoza farklilagsmanin oldugu goriildii (Sekil 6.1.2).
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Sekil 6.1.2 3T3-L1 Hiicrelerinin mikroskop goriintilleri. [nvert faz kontrast
mikroskobu, 40x (Zeiss Primovert). A: Kontrol hiicreleri; B: Farklilastirilmig hiicreler

6.1.1. Oil Red O boyama sonuclari

TGFB+Rosi+Tram grubu hiicrelerde adipojenezin yogun olarak uyarildig, Oil
Red O boyamasi ile gosterildi (A). Rosi+Tram hiicrelerinde, A resmine kiyasla daha
az olmakla beraber Oil Red O ile boyanmis yogun lipid dropletleri goriildi (B).
Adipojenezin en yogun olarak goriildiigii TGFB+Rosi+Tram grubuna, ilave olarak
paklitakselin eklendigi TGFB+Rosi+Tram+PTX grubu hiicrelerde; Oil Red O ile
boyanmis lipid dropletleri gozlendi (C). D resminde ise, adipojenez protokolii
uygulanan, kontrol hiicre hatti olan 3T3-L1 pre-adipositik fibroblast hiicrelerindeki,
Oil Red O ile boyanmus lipid dropletleri goriildi (D) (Sekil 6.1.1.1).
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PyMT-1099
TGF-B + Roziglitazon + Trametinib

PyMT-1099
Roziglitazon + Trametinib

PyMT-1099
TGF-B + Roziglitazon + Trametinib + PTX

3T3-L1
Insiilin + Roziglitazon + Deksametazon

Sekil 6.1.1.1 Oil Red O ile boyanan lipid dropletlerinin mikroskop gériintiileri. /nvert
faz kontrast mikroskobu, 40x (Zeiss Primovert). PTX: Paklitaksel
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6.1.2. Adiponektin konsantrasyonu sonuclari

Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda, PyMT-1099 hiicre hatt1 olan
TGFpB+Rosi+Tram grubu, Rosi+Tram grubu, TGFB+Rosi+Tram+PTX grubu ve 3T3-
L1-adipojenez gruplarinda adiponektin konsantrasyonlarmin yiiksek oldugu goriildii.
Adipojenez protokolii uygulanan gruplara bakildiginda en yiiksek adiponektin
konsatrasyonu TGFB+Rosi+Tram grubunda goriildi. Bu gruptaki adiponektin
konsantrasyonu Rosi+Tram grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0,01).
PTX grubu ile TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunu kiyasladigimizda ise,
TGFp+Rosi+Tram+PTX grubunda adiponektin konsantrasyonunun istatistiksel olarak
yiiksek oldugu bulundu (p<0,01). Kontrol hiicre hatt1 olarak segtigimiz, pre-adipositik
fibroblast 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma ajanlariyla uyarildigi grubumuz olan 3T3-
L1-adipojenez grubunun adiponektin konsantrasyonu ile kiyaslandiginda, olan
TGFpB+Rosi+Tram grubu, Rosi+Tram grubu ve TGEB+Rosi+Tram+PTX gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi goriildii (Sekil 6.1.2.1)
(Tablo 6.1.2.1).

ok A: Negatif Kontrol
= - B: TGF-B
E 87 = C: PTX
2 1 D: TGF-B + Rosi + Tram
S 6- E: Rosi +Tram
£ - F: TGF-B + Rosi +Tram + PTX
T 4 X: 3T3-L1 Adipojenez
S Y: 3T3-L1
c -
£ 2
8
o
S 0- | T | T
< A B C D E F X Y

| ] | ]
PyMT-1099 3T3-L1

Sekil 6.1.2.1 PyMT-1099 ve 3T3-L1 hiicrelerinin adiponektin konsantrasyonlari.
(PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon; Tram: Trametinib) (* p < 0,05; ** p < 0,01;
*** n <0,001; **** p <0,0001)
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Tablo 6.1.2.1 PyMT-1099 ve 3T3-L1 hiicrelerinin adiponektin konsantrasyonlari.

Hiicre Hatt1 Grup Aciklama Adiponektin
Konsantrasyonu (mg/L)

PyMT-1099 A Negatif Kontrol 1,82
PYMT-1099 B TGFB 17
PyMT-1099 C PTX 2,07
PyMT-1099 D TGFp+Rosi+Tram 6,68
PyMT-1099 E Rosi+Tram 461
PyMT-1099 F TGFB+Rosi+Tram+PTX 48

3T3-L1 X Negatif Kontrol 5,95

3T3-L1 Y Farklilagtirilmis hiicreler 2,43

(PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon; Tram: Trametinib)

6.2. Western Blot EMT Belirtecleri Sonuclari
6.2.1. E-Kaderin

Gruplar aras1 E-Kaderin proteininin ekspresyonlar1 incelendiginde, TGFp+
rosittram+PTX grubunda, negatif kontrol grubu olan A grubuna goére E-Kaderin
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikseldigi gortldi ( p < 0,001).
TGFP grubu, TGFB+rosi+tram grubu ve TGFB+rosi+tram+PTX gruplart birbirleri ile
kiyaslandiginda epitelyal bir belirte¢ olan E-Kaderin ekspresyonunun sayisal olarak
giderek yiikseldigi goriildii. TGFB+rosittram grubu ve TGFB+rosi+ttram+PTX
gruplari incelendiginde ise, PTX ilave edilmesiyle birlikte F grubunda N- E-Kaderin
ekspresyonunda rakamsal bir artis oldugu goriildii. TGFB+Rosi+Tram grubu grubu ile
Rosi+Tram grubu grubu kiyaslandiginda; E grubunda E-Kaderin ekspresyonunun
azaldig1 goriildii. Rosi+Tram grubunda E-Kaderin ekspresyonunun tim gruplar
arasinda en az diizeyde oldugu goriildii (Sekil 6.2.1.1) (Sekil 6.2.1.2).

62



E-Kaderin
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Sekil 6.2.1.1 E-Kaderin Western Blot sonuglari. (PTX: Paklitaksel; Rosi:
Rosiglitazon; Tram: Trametinib) (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <

0,0001)
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Sekil 6.2.1.2 E-Kaderin Western Blot jel goriintiileri. (PTX: Paklitaksel, Rosi:

Rosiglitazon; Tram: Trametinib)
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6.2.2. N-Kaderin

Gruplar aras1 N-Kaderin proteininin ekspresyonlar1 incelendiginde, negatif kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda PTX grubu, TGFB+Rosi+Tram grubu ve Rosi+Tram
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalma oldugu goriildii (p<0,01).
TGFp+Rosi+Tram+PTX grubunda, negatif kontrol grubuna goére N-Kaderin
ekspresyonunun rakamsal olarak yiikseldigi goriildi. TGFB+Rosi+Tram grubu ve
TGFB+Rosi+Tram+PTX gruplari incelendiginde ise, PTX ilave edilmesiyle birlikte F
grubunda N-Kaderin ekspresyonunda rakamsal bir artis oldugu goriildii. Rosi+Tram
grubunda N-Kaderin ekspresyonunun tiim gruplar arasinda en az diizeyde oldugu

goriildii (Sekil 6.2.2.1) (Sekil 6.2.2.2).

N-kaderin
L k% ] .
: v : 1 A: Negatif Kontrol
159 | —r 1 B: TGF—B
 — '|' C: PTX

D: TGF-B + Rosi + Tram
E: Rosi +Tram
T F: TGF- + Rosi +Tram + PTX

N-kaderin protein ekspresyonu

[]

A B

Sekil 6.2.2.1 N-Kaderin Western Blot sonuglart. (PTX: Paklitaksel; Rosi:
Rosiglitazon; Tram: Trametinib) (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,0001)
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Negatif kontrol
TGF-B + Rosi + Tram
Rosi + Tram

TGF-B
PTX
| TGF-B+ Rosi + Tram + PTX

N-Kaderin ™ "=

Sekil 6.2.2.2 N-Kaderin Western Blot jel goriintiileri. (PTX: Paklitaksel; Rosi:
Rosiglitazon; Tram: Trametinib)

6.2.3. Snail

EMT transkripsiyon faktorlerinden biri olan Snail ekspresyonunu
inceledigimizde, TGF grubunda, negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir artig goriildii (p < 0,001). TGFB+Rosi+Tram grubu ile karsilastirildiginda
TGFpB+Rosi+Tram+PTX grubunda Snail ekspresyonunun rakamsal olarak daha
yiiksek oldugu gozlendi. Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda PTX grubunda ve
TGFB+Rosi+Tram grubunda Snail ekspresyonlart agisindan bir farklilik olmadig:
goriildii. TGFB+Rosi+Tram grubunda, TGFpB grubuna kiyasla Snail ekspresyonunun
azaldig1 goriildi. Yine aym sekilde, TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunda da TGFf
grubuna kiyasla Snail ekspresyonunun azaldig1 goriildii. Rosi+Tram grubunda Snail

ekspresyonunun tiim gruplar arasinda en az diizeyde oldugu goriildi (Sekil 6.2.3.1)
(Sekil 6.2.3.2).
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Sekil 6.2.3.1 Snail Western Blot sonuglari. (PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon;
Tram: Trametinib) (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001)

>

—

(a9

+

g g

s &

— o=

= + +
& 8 g &
1) Mgc&
g + =+
- 2 4 =
& =~
00568@
Z = A~ = M O
—-—

Sekil 6.2.3.2 Snail Western Blot jel goriintiileri. (PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon;
Tram: Trametinib)
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6.2.4. Slug

Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda; TGFB grubunda ve Rosi+Tram grubunda
Slug ekspresyonunun istatistiksel olarak anlaml 6lgiide azaldigi goriildi (p < 0,001).
Yine negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda; PTX grubunda ve TGFB+Rosi+Tram
grubunda Slug ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli 6lgiide azaldigi goriildii (p
<0,01). PTX grubuna gore ve TGFP grubuna gore, TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunun
Slug ekspresyonunda rakamsal bir artis oldugu gozlendi. TGFB+Rosi+Tram grubu ile
kiyaslandiginda, TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunun Slug ekspresyonunun rakamsal
olarak arttig1 izlendi. Tiim gruplar arasinda en az Slug ekspresyonunun Rosi+Tram

grubunda oldugu goriildii (Sekil 6.2.4.1) (Sekil 6.2.4.2).

Slug

I kol | A: Negatif Kontrol
s 159 | s J B: TGF-B
g g C: PTX
o :
f?; I***I T D: TGF-B + Rosi + Tram
§. 1.0 E: Rosi +Tram
= F: TGF-B + Rosi +Tram + PTX
c
‘E 0.5+ -
Q. -
g
® g.0- T T i T

Sekil 6.2.4.1 Slug Western Blot sonuglari. (PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon;
Tram: Trametinib) (* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001)
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TGF-B + Rosi + Tram
Rosi + Tram

TGF-p
PTX
" TGF-B + Rosi + Tram + PTX

' Negatif kontrol

Slug

rakiin ' e — — - -

Sekil 6.2.4.2 Slug Western Blot jel gortntiileri. (PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon;
Tram: Trametinib)

6.2.5. Twist

EMT transkripsiyon faktorlerinden biri olan Twist ekspresyonu incelendiginde,
negatif kontrol grubuna gore rosi+tram grubunda, ekspresyonun istatistiksel olarak
anlamli Ol¢iide azaldigr gorildii (p < 0,01). Negatif kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda TGFB grubunda, PTX grubunda ve TGFB+Rosi+Tram grubunda
istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide daha diisiik diizeyde Twist ekspresyonu oldugu
gorildii (p £ 0,05). TGFB+Rosi+Tram+PTX grubundaki Twist ekspresyonunun,
TGFp grubuna, PTX grubuna ve TGFp+Rosi+Tram grubuna kiyasla rakamsal olarak
daha fazla oldugu izlendi. Tiim gruplar arasindaki en diisiik Twist ekspresyonunun

Rosi+Tram grubunda oldugu goriildii (Sekil 6.2.5.1) (Sekil 6.2.5.2).

68



) . i A: Negatif Kontrol
— : B: TGF-B

2157 Fm— C: PTX

% — D: TGF-p + Rosi + Tram

g E: Rosi +Tram

g7 F: TGF- + Rosi +Tram + PTX

< T

[7]

0 0.5-

2 1

k7]

3

F 0.0- r-:-_l T * T

Sekil 6.2.5.1 Twist Western Blot sonuglari. (PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon;
Tram: Trametinib) (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001)
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Sekil 6.2.5.2 Twist Western Blot jel goriintileri. (PTX: Paklitaksel; Rosi:
Rosiglitazon; Tram: Trametinib)
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6.2.6. HIF-1a

Negatif kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, TGFB+Rosi+Tram grubunda HIF-1a
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiikseldigi goriildii (p < 0,05),
rosi+tram grubunda ise HIF-1a ekspresyonunun, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli 6lgtide azaldigi izlendi (p < 0,05). TGFB+Rosi+Tram+PTX grubundaki
HIF-1a ekspresyonunun, hem PTX grubuna gore hem de TGFB+Rosi+Tram grubuna
gore rakamsal olarak daha az oldugu izlendi. TGFB grubuna kiyasla,
TGFB+Rosi+Tram grubunda HIF-1a ekspresyonunun, rakamsal olarak daha yiiksek
oldugu goriildii. Tim gruplar arasinda en yikksek HIF-lo ekspresyonunun
TGFB+Rosi+Tram grubunda, en diisiik ekspresyonun ise Rosi+Tram grubunda oldugu
gorildi (Sekil 6.2.6.1) (Sekil 6.2.6.2).

HIF-1g
2.5+ | * | A: Negatif Kontrol
! * ) 1 B: TGF-p
201 | 1 C: PTX

D: TGF-B + Rosi + Tram
E: Rosi +Tram
F: TGF- + Rosi +Tram + PTX

-
o
|

1@ protein ekspresyonu
& o
| 1

L

A B Cc D E F

HIF
o
o

l

Sekil 6.2.6.1 HIF-1a Western Blot sonuglar1. (PTX: Paklitaksel; Rosi: Rosiglitazon;
Tram: Trametinib) (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001)
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Sekil 6.2.6.2 HIF-1o. Western Blot jel goriintiileri. (PTX: Paklitaksel; Rosi:
Rosiglitazon; Tram: Trametinib)

6.3.Metabolik Akis Analizi Deney Sonuclari

6.3.1. Glikolitik stres kiti

Metabolik akis sisteminde, Glikoz Stres Kitinde metabolik modiilatorler olarak
sirastyla; D-Glukoz, Oligomisin ve 2-DG kullanildi. 2-DG bir heksokinaz
inhibitoriidiir. Oligomisin, mitokondriyal kompleks 5 (ATP Sentaz) inhibitoriidiir.
PyMT-1099 hiicre hattina ait, Glikolitik stres kiti sonuglar1 sonuglar1 asagida yer
almaktadir (Sekil 6.2.1.1).

Her2(+) ER(-) PR(-), epitelyal karakterde, metastatik bir meme kanseri hiicre
hattt olan PyMT-1099 hiicrelerinin Glikolitik Stres Test grafigine gore, ilk 20.
dakikada ardindan ortama akut olarak D-Glukoz’un eklenmesinin ardindan, tiim
gruplarda medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda artis ve buna baglit ECAR
grafiginde yiikselme meydana geldi. 40. dakikada ortama eklenen oligomisin ile
oksidatif fosforilasyon inhibe, dolayr ATP azalisina cevap olarak glikoliz artisi

gozlendi. 60. dakikada ortama eklenen 2-DG ile glikoliz sonlandirildigindan
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beklendigi sekilde tiim gruplarda medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda
azalma goriildi. PYMT hiicrelerinde modiilatorlere en iyi yanit veren, glikolitik

kapasiteyi en ¢ok arttiran grup rosiglitazon grubu oldu (Sekil 6.3.1.1).

Glikolitik Fonksiyon

160 -
140
120
100

ECAR (mpH/dk)
co
o

60
40
20
00 T T T 1 1
0 20 40 60 80 100
Zaman (dk)
W Negatif Kontrol WPTX
M Rosiglitazon M Rosiglitazone + Trametinib

M Rosiglitazone + Trametinib + PTX

Sekil 6.3.1.1 PyMT-1099 hiicre hatti glikolitik stres test kiti sonuglari. (PTX:
Paklitaksel)

Her2(-) ER(-) PR(-), epitelyal karakterde, metastatik bir meme kanseri hiicre
hatt1 olan EMT-6 hiicrelerinin Glikolitik Stres Test grafigine gore, tiim gruplarda ilk
20 dakikada ortama akut olarak D-Glukoz’un eklenmesinin ardindan, glikoliz artis
sonucu medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda artis ve buna bagli ECAR
grafiginde yiikselme meydana geldi. En fazla ylikselme Rosiglitazon+Trametinib
grubunda, 2. sirada en iyi artig ise Rosiglitazon grubunda goriildii. PTX grubundaki
hiicrelerde en az yanit gozlendi. 40. dakikada ortama eklenen oligomisin ile oksidatif
fosforilasyon inhibe oldugundan ATP azalisina cevap olarak glikoliz artis1 gézlendi.
60. dakikada ortama eklenen 2-DG ile glikoliz sonlandirildigindan beklendigi sekilde

tiim gruplarda medyuma salinan H+ iyonu konsantrasyonunda azalma goriildi. EMT6
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hiicrelerinde modiilatorlere en iyi yanit vererek glikolitik kapasiteyi en ¢ok arttiran

grubun, Rosiglitazon+Trametinib grubu oldugu goriildii (Sekil 6.3.1.2).

Glikolitik Fonksiyon
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M Rosiglitazone + Trametinib + PTX

Sekil 6.3.1.2 EMT6 Hiicre hatt1 glikolitik stres test kiti sonuglari. (PTX: Paklitaksel)

6.3.2. Mitokondriyal stres Kiti

Metabolik akis sisteminde metabolik modiilatorler olarak Mitokondrial Stres
Kitinde sirasiyla; Oligomisin, FCCP ve Rotenon/Antimisin kullanildi. FCCP, ATP
sentezini bozan giiglii bir oksidatif fosforilasyon ayiricisidir. Rotenon, mitokondriyal

kompleks I inhibitoriidiir. Antimisin A, mitokondriyal kompleks III inhibitoriidiir.

PYMT hiicrelerinde modiilatorlere en iyi yanit Rosiglitazon grubunda
gozlendi. 2. sirada Rosiglitazon+Trametinib grubu yer ald1. 20. dakikada yapilan ATP
sentaz inhibitorii olan oligomisin enjeksiyonu sonrasi, tiim deney gruplarinda OCR’da
hafif bir azalma gozlendi. 40. dakikada FCCP enjeksiyonundan sonra artis ve Rotenon

ve Antimisin A enjeksiyonundan sonra beklendigi gibi bir azalma gozlendi. PTX
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grubu ve Rosigilitazon+Trametinib+PTX grubu, uygulanan modiilatrlere en az yanit

veren gruplar oldu (Sekil 6.3.2.1).

Mitokondriyal Stres Grafigi
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o
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M Negatif Kontrol HWPTX
M Rosiglitazon M Rosiglitazone + Trametinib

M Rosiglitazone + Trametinib + PTX

Sekil 6.3.2.1 PyMT-1099 hiicre hatt1 mitokondriyal stres test kiti sonuglari. (PTX:
Paklitaksel)

EMT®6 hiicrelerinde Oligomisin eklenmesi ile 20. dakikada OCR tiim gruplarda hafif
azaldi. FCCP eklenmesi ile 40. dakikadaki o0zellikle Rosiglitazon ve
Rosiglitazon+Trametinib  gruplarinda  keskin  bir OCR artist  gézlendi.
Rotenon/Antimisin eklenmesi ile beklendigi gibi tiim gruplarda azalma goriildii (Sekil

6.3.2.2).
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Mitokondriyal Stres Grafigi
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M Rosiglitazone + Trametinib + PTX

Sekil 6.3.2.2 EMT6 hiicre hatti mitokondriyal stres test kiti sonuglari. (PTX:
Paklitaksel)

6.3.3. Enerji fenotipi kiti

Hiicre Enerji Fenotipi testinde metabolik modiilatorler olarak, Oligomisin,
FCCP, Rotenon/Antimisin kullanmildi. Enerji akisinin yoniiniin glikolitik ya da

enerjetik yone dogru degisimi dlgiildii.

PYMT hiicrelerinde bazal fenotip ile kiyaslandiginda, modiilatorler
uygulandiktan sonra olusan stres fenotipinde metabolizmay1 en fazla enerjetik yone
degistiren  Rosiglitazon grubu oldu. Rosiglitazon+Trametinib grubu da
metabolizmanin enerjetik yone kaydigr ikinci grup idi (Sekil 6.3.3.1) (Sekil 6.3.3.2)
(Sekil 6.3.3.3).
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Hiicre Enerji Fenotipi
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Sekil 6.3.3.1 PyMT-1099 hiicre hatti1 hiicresel enerji fenotipi sonuglari. (PTX:

Paklitaksel)
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Sekil 6.3.3.2 PyMT-1099 hiicre hattina ait OCR degerleri. (PTX: Paklitaksel)
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Sekil 6.3.3.3 PyMT-1099 hiicre hattina ait ECAR degerleri. (PTX: Paklitaksel)
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EMT6 hiicrelerinde bazal fenotip ile kiyaslandiginda, modiilatorler
uygulandiktan sonra olusan stres fenotipinde metabolizmay1 en fazla enerjetik yone
degistiren  Rosiglitazon grubu oldu. Rosiglitazon+Trametinib grubu da
metabolizmanin enerjetik yone kaydig: ikinci grup idi (Sekil 6.3.3.4) (Sekil 6.3.3.5)
(Sekil 6.3.3.6).

Hiicre Enerji Fenotipi

Aerobik Enerjetik
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——Rosiglitazone + Trametinib + PTX

Sekil 6.3.3.4 EMT6 hiicre hatt1 hiicresel enerji fenotipi sonuglari. (PTX: Paklitaksel)
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Oksijen Tiiketim Orani
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Sekil 6.3.3.5 EMT®6 hiicre hattina ait OCR degerleri (PTX: Paklitaksel)
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Sekil 6.3.3.6 EMT6 hiicre hattina ait ECAR degerleri (PTX: Paklitaksel)
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7. TARTISMA

Meme kanseri, farkli biyolojik Ozelliklere ve klinik davranislara sahip
karmasik bir hastalik grubudur. Diinyada en sik goriilen ikinci kanser ve kadinlar

arasinda en sik goriilen kanserdir (12).

Su anda meme kanseri tedavileri cerrahi, radyoterapdtik, kemoterapotik ve
biyolojik terapétik yaklasimlara dayanmaktadir (11). Meme kanserinde; yas, timor
boyutu, aksiller digiim tutulumu, anjiyo-lenfatik invazyon, histolojik derece,
hormonal reseptor durumu (Sstrojen ve progesteron) ve HER-2/neu ekspresyonu gibi

birgok klinik ve patolojik 6zellik tedaviye alinan cevabi degistirmektedir (12).

Meme kanseri yonetimini iyilestirmeye yonelik siiregelen cabalara ragmen,
erken teshis edilen meme kanseri hastalarin sadece %70-80'inde tedavi edilebilir bir
hastalik olarak kabul edilirken, hastalarin %30'u niiks etmekte ve metastatik kanser
gelistirmektedir (11) ve meme metastatik karsinomu hala tedavi edilememektedir
(129).

Bu durum da yeni tedavi anlayislarina ihtiya¢ oldugunu diistindiirmektedir
(129).

Kanser hastasinin hayatta kalmasinin 6ntindeki en biiyilik engel olan metastaz,
bir tiimoriin birincil bolgesinden viicudun uzak boélgelerine yayilmasidir. Kanser
hiicresi yayilmasi, tiimor ilerlemesinde 6nemli bir adim olarak kabul edilir ve EMT
gelisim siireglerine benzer (130), Kanserde EMT, tiimor baslangici, invazyon,
metastaz ve tedaviye direng ile iligkilidir. Farkli EMT durumlariyla iliskili ¢ogalma,
yayilma, plastisite, istila ve metastaz gibi farkli islevsel 6zellikler bulunmaktadir (6)
EMT boyunca, iyi polarize epitel hiicreleri, hiicre-hiicre temaslarini yavas yavas
kaybeder ve mezenkimal hiicrelerin hareketli, gogmen 6zelliklerini kazanir. Bu gegis;
snail, slug ve Twist (EMT-TF) gibi bir dizi transkripsiyon faktorleri agmnin
aktivasyonu ile diizenlenir. Bunlar, hiicresel yapisma, polarite ve hiicre iskeleti ile
ilgili ¢cok sayida epitelyal markir genini dogrudan baskilar. Ayni zamanda cesitli
mezenkimal isaretleyici genler dogrudan veya dolayli olarak yukar1 dogru

diizenlenir (130).
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EMT'nin ¢ok asamali ilerlemesi ve tersine ¢evrilebilirligi; epitelyal durumdan
baslayarak, parsiyel EMT, farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip tamamen mezenkimal
(tam EMT) durumlarin goriilmesi ile sonuglanir (4,5). Kismi EMT, eksik EMT ya da
hibrit EMT olarak da isimlendirilen Parsiyel EMT siirecinde hem epitelyal hem de

mezenkimal 6zellikte hiicreler goriiliir (5, 6).

Parsiyel EMT siirecinde c¢esitli ajanlar kullanilarak kanser hiicresi yag
hiicresine dontstiiriiliir. Bu adipojenik farklilasmanin, parsiyel EMT durumundaki
hiicrelerden kaynaklanirsa daha verimli oldugu gosterilmistir (7). Calismamizda biz
de parsiyel EMT siirecindeki hiicrelere PPAR-y agonisti olan Rosiglitazon, MEK

inhibitori olan Trametinib veya TGFp uygulayarak adipojenezi uyardik.

Rosiglitazon, PPAR-y ligandlarina baglanarak, glukoz ve lipid
metabolizmasinda olumlu etkiler gdsteren, FDA onayli antidiyabetik bir ajandir.
Meme kanserinde, proliferasyonu, tiimor anjiyogenezini, invazyonunu inhibe eder ve

apoptozu uyararak antikanser etki gosterir (131).

TGFB aracili EMT'de, TGFB sinyali, TGFp ligandlar1 tarafindan aktive
edilebilir ve hem kanonik hem de non-kanonik yolagi aktive edebilir. Kanonik SMAD
yolunda, fosforile SMAD2/SMAD3, SMADA4 ile bir kompleks olusturur ve niikleusa
gecerek EMT TF'lerini (SNAIL/2, ZEB1/2 ve TWIST1/2) aktive eder. Non-kanonik
TGFp yolaginda ise RAS/MAPK yollart SMAD'dan bagimsiz olarak aktive edilir ve
EMT TF'lerini aktive eder (132).

Trametinib, ERK fosforilasyonunu inhibe ederek (7), MEK yolaginin
inhibisyonunu saglayan, antineoplastik aktiviteye sahip, FDA onayl bir ajandir. TGF

aracili hiicre sinyallesmesinin ve hiicresel proliferasyonun inhibisyonunu saglar (118).

Mezenkimal hiicreler, epitel hiicrelerinden farkli enerji gereksinimlerine
sahiptir. Sonug olarak, metabolik degisiklikler EMT ile iliskilidir. Bununla birlikte,
EMT'nin kanser hiicrelerinin metabolik yeniden programlanmasini nasil indiikledigi
hala belirsizdir. Meme kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi bazi
kanserlerde, EMT'nin ya fosfofruktokinaz (10) ve sitokrom c¢ oksidazi (133) inhibe
ederek glikolizi aktive eder ya da Piriivat dehidrogenaz kinaz 4'iin asagi regiilasyonu
aminoasitlerde oOzellikle glutamatta artisa yol agarak glikolizden oksidatif

fosforilasyona gegis saglar (134).
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Kanser hiicrelerinde glikoz alim1 ve glikoliz artarken, oksidatif fosforilasyon
azalir. Glikolizden sentezlenen piriivatin laktata doniiserek ECAR artar Bu metabolik

fenotip, Warburg etkisi olarak adlandirilir (9).

Meme kanseri hiicreleri heterojen hiicresel enerji metabolizmasi gosterir. Hizli
cogalan meme kanseri hiicreleri, hiicresel enerjiyi saglamak i¢in glikolitik fenotip

gosterir.

Glikolitik fenotipte; yiiksek glikoz alimi, diisiik oksijen kullanimi, azalmis
mitokondrial aktivite gozlenir (11). Glikolitik fenotipi karsilayan Warburg etkisi
sadece tiimor biiylimesini saglamak ile kalmaz, ayn1 zamanda metastazi da
kolaylastirir. Mevcut calismalar, Warburg etkisini malignitenin merkezinde

konumlandirmaktadir (12).

Oksidatif fenotipte; azalmis glikoz alimi, artmis oksijen kullanimi, artmis
mitokondriyal aktivite gézlenir. Sessiz meme kanseri kok hiicreleri, oksidatif fenotip
gosterir. ATP iiretmek i¢in glikoliz yerine daha fazla oksidatif fosforilasyon kullanir

(11).

Kombine fenotip; hem fazla glikoliz hem de fazla Oksidatif fosforilasyonun
goriildiigli yiiksek metastatik oOzellik gosterir. Proliferatif kanser kok hiicreleri

kombine fenotip gosterirler (11).

Hiicre plastisitesi, metabolik yeniden programlama ile EMT transkripsiyonel
diizenlemesi i¢ ice gegerek kanserin negatif etkilerini potansiyalize etmeleri konusu
¢ok yenidir. Bu ¢aligmanin amaci meme kanserinde PPAR-y agonisti (Rosiglitazon)
MEK inhibitorii (Trametinib) ve bunlarin konvansiyonel kemoterapdtik ajan olan
Paklitaxel (PTX) ile kombinasyonunun diferansiyasyon iliskili olarak epitelyal
mezenkimal transisyon (EMT) yolagma ve hiicre enerji metabolizmasina etkisinin

ortaya konmasidir.

Bu calismanin 6zgilin yonii, PyMT-1099 meme kanseri hiicre hattinda, PPAR-
y agonisti olan Rosiglitazon, MEK inhibitorii olan Trametinib ve kemoterapétik bir
ajan olan PTX uygulanarak, hiicrelerin adiposite farklilastiriimasidir. Daha 6nce baska
arastirmacilar tarafindan ayni fareden elde edilmis baska bir hiicre hatt1 olan Py2T
hiicre hattinda Rosiglitazon ve Trametinib kullanilarak bu farklilasma

gerceklestirilmistir (7). Ancak giincel klinik tedavide uygulanan kemoterapétik bir
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ajan olan PTX’in bu farklilasmaya etkisi bilinmemektedir. Bu kombinasyonun
adipojeneze, EMT ye ve hiicre enerji mtabolizmasina olan etkisinin ortaya konmasi,

calismamizin 6zgiin degeridir.

Calismamizda; faz kontrast mikroskopu goriintiilerini inceledigimizde negatif
kontrol grubu PyMT-1099 negatif kontrol grubu hiicrelerinde, yogunlukla epitelyal
karakterde, parke tas1 goriinlimiinde hiicreler oldugu ancak az miktarda mezenkimal

hiicrelerin de oldugu goriildii.

Saxena ve arkadaglari, 2018 yilinda MMTV-PyMT faresinin meme kanseri
dokusundan izole ettikleri bir hiicre hatti olan PyMT-1099 hiicrelerinin, TGFf
varliginda epitelyal Kkarakteristiklerini kaybederek, mezenkimal karakteristik
kazandiklarini bildirmislerdir (114). Aymi sekilde biz de c¢alismamizda TGFp

uyguladigimiz hiicrelerin mezenkimal 6zellik kazandiklarin1 gozlemledik.

PTX drubu hiicrelerinde; hiicre sayisinda azalma goriiliirken, hiicre

goriiniimlerinin degismedigi gozlendi.

TGFB+Rosi+Tram grubu hiicrelerinde adipojenezin yogun olarak uyarildigi ve
TGFp ile mezenkimale doniistiiriilen hiicrelerin adipoz hiicrelerine doniistiigli goriildii.
Rosi+Tram grubunda; TGFB+Rosi+Tram grubuna gore daha az adipojenez goriildii.
Adipojenezin en yogun olarak goriildiigiic TGFB+Rosi+Tram grubuna, ilave olarak
paklitakselin eklendigi TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunda; hiicre igindeki adipojenez

goriiniimiiniin degismedigi ancak hiicre sayisinin azaldigi gozlendi.

Kemoterapdtik bir ajan olan PTX, mikrotiibiil polimerizasyonunu arttirarak
hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (120). Dolayistyla PTX uyguladigimiz gruplarda
hiicre sayisinda azalma olmasi bekledigimiz bir sonugtur. Ancak PTX’in adipojenez

goriiniimiinii degistirmemesi yeni bir bulgudur.

Adiposite farklilastigi bilinmekte olan ve bu sebeple kontrol hiicre hatt1 olarak
sectigimiz pre-adipozitik fibroblast hiicre hatt1 olan 3T3-L1 hiicrelerinin adipojeneze
ugradiktan sonraki goriintiisii ile bizim elde ettigimiz adipojenez goriintiisii birbirine
benzemektedir. Bu da elde ettigimiz farklilasmis hiicrelerin adiposit karakteristikte
oldugunu dogruladi. Bu veri ayn1 zamanda Oil Red O boyamasi ve ELISA yontemi ile
adiponektin konsantrasyonlar1 olgiilerek teyit edildi. Oil Red O ile boyanmis lipid

dropletleri, 3T3-L1 hiicrelerindeki boyanmis lipid droplet goriinimii ile benzer
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bulundu. Adipojenez  protokolii  uyguladigimiz  hiicrelerdeki  adiponektin
konsantrasyonu ve kontrol adiposit konsantrasyonunun birbirine yakin olmasi elde

ettigimiz hiicrelerin adiposit karakterde oldugunu dogrulamistir.

2019 yilinda Ronen ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada; Py2T hiicrelerinde
adipojenezi uyarmak amaciyla farkli kombinasyonlarla TGFB, Rosi ve Tram
uygulanmis ve en iyi yanitin TGFB+Rosi+Tram grubunda oldugunu gérmiislerdir (7).
Ayni fareden elde edilen baska bir hiicre hatti olan PyMT-1099 hiicre hattinda
yaptigimiz calismamizda biz de adipoza en iyi doniistimiin TGFp+Rosi+Tram

grubunda oldugunu gordiik.

FDA onayli anti-kanser ajanlar olan PPAR-y agonisti Rosiglitazon ve MEK
inhibitérii Trametinib kullanilarak TGFp olmadan da adipogenezin saglanmasinin

klinik uygulamalara hizl1 gecis agisindan bir avantaj saglayacag diisiiniilmektedir.

PTX, metastattk meme kanseri tedavisinde gilincel olarak kullanilan
kemoterapotik bir ajandir. Adipojenez protokoliine ek olarak PTX eklenmesinin
adipojenezi engellememesi, Rosiglitazon ve Trametinib ile beraber PTX’in

kulllanilabilecegini diistindiirdii.

Western Blot protein ekspresyonlari incelendiginde, negatif kontrole gore
istatistiksel ~ olarak  anlamli  yiiksek  oldugu  gorilen tek  grubumuz
TGFB+Rosi+Tram+PTX grubudur (p <£0,001). Bu grupta negatif kontrol grubuna gore
HIF-1o’nin yiikselmedigi dolayisiyla HIF-lo tarafindan ekspresyonu tarafindan
uyarilan Twist’in de ekspresyonunun diisiik oldugu goriildii. Bu grupta MEK
inhibitorii olan Trametinib’in eklenmis olmasi, Snail’in de ekspresyonunun diisiik
olmasina neden olmusutur. Twist, N-Kaderin ekspresyonunu yukar1 yonlii olarak
diizenler. Bu grupta Twist ekspresyonunun diisiik olmasi N-Kaderin ekspresyon

diistikliiglinti aciklayabilir.

Gruplar aras1 N-Kaderin proteininin ekspresyonlari incelendiginde, negatif
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda TGFB+Rosi+Tram grubu ve Rosi+Tram
gruplarinda N-Kaderin eskpresyonunun azaldigi goriildi (p<0,01). Bu da bize
hiicrelerin mezenkimal proteinlerini (sik1 baglantilarin kaybi) kaybederek (p <0,01)

post mitotik adipositlere doniigmiis olabilecegini diisiindiirdii.
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EMT’nin ana regiilatdr transkripsiyon faktorlerinden biri olan Snail
ekspresyonu incelendiginde, caligmamizda tiim gruplar arasinda en yiiksek Snail
ekspresyonunun TGFB grubunda oldugu (p < 0,001), ancak buna karsilik E-Kaderin
diizeyinin diisiik oldugu gozlendi. TGFp aracili EMT'de, SMAD kompleksi niikleusa
gecerek Snail ekspresyonunu arttirir. Snail’in ise epitelyal proteinlerin ekpresyonunu
inhibe ederek EMTyi destekledigi bilinmektedir (132). Bizim ¢alismamizda da Snail
ekspresyonunun en yiiksek oldugu grupta, epitelyal bir protein olan E-Kaderin

konsantrasyonunun ¢ok azaldigi goriilmektedir.

Kemoterapdtik bir ajan olan PTX’in hiicre i¢i ROS iiretimini arttirarak, Snail
ekspresyonunu  yiikselttigi  bilinmektedir  (135). Bizim c¢alismamizda da
TGEB+Rosi+Tram+PTX grubunda, TGFB+Rosi+Tram grubuna gore daha yiisek Snail

ekspresyonu oldugu goriildii.

PTX’in, tiimor baskilayict mekanizmalar1 arttirarak EMT’yi inhibe ettigi ve
PTX sensitivitesini arttirdigi bilinmektedir (136). Bizim c¢alismamizda da negatif
kontrol grubu ile kiyaslandiginda; PTX grubunda Slug ekspresyonunun azaldigi
gortilmistiir (p < 0,01).

Slug ekspresyonlarii inceledigimizde, negatif kontrol grubuna kiyasla,
Rosi+Tram grubunda ekspresyonun azaldigi goriilmistiir (p <0,01). Slug ekspresyonu
non-kanonik MEK/ERK yolagi ile uyarilir (132). Trametinib ile MEK yolaginin inhibe
edilmesiyle birlikte, ekspresyonunun azaldigi gorilmiistiir. Yine ayni sekilde
TGFB+Rosi+Tram grubunda Slug ekspresyonundaki azalmanin da MEK yolagindaki
inhibisyon ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (p <0,001).

Calismamizda farklilasma ajanlari olan Rosiglitazon ve Trametinibe ek olarak
giincel klinik tedavide kullanilan PTX’in adipojeneze ve EMT ye etkisini inceledik.
Bu ajanlant birlikte kullandigimiz TGFB+Rosi+Tram+PTX grubunda EMT
transkripsiyon faktorlerinin kontrole benzer oldugu, buna karsilik E-Kaderin’in arttig1

(p £0,001) goriildii. Bu da bize bu grubun EMT 6zelligini kaybettigini diisiindiirdii.

Negatif kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, TGFB+Rosi+Tram grubunda
HIF-1a ekspresyonunun yiikseldigi (p<0,05), Rosi+Tram grubunda ise azaldigi izlendi
(p £0,05). Bu da bize TGFB’nin HIF-1a’y1 ve hipoksiyi attirdigini gosterdi (137).
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PYMT-1099 hiicrelerinin Glikolitik Stres Test grafigine gore; modiilatorlere
en iyl yanit veren, glikolitik kapasiteyi en ¢ok arttiran grup Rosiglitazon grubu oldu.
PYMT hiicrelerinde 40. dakikada uygulanan oligomisin’den sonra Rosiglitazon
grubundaki hiicreler yiiksek glikolitik rezerv gosterdiler. ATP azalmasimi glikolizi
arttirmadan tolere ettiler. Oysa PTX hiicreleri ayn1 anda glikolizi en st diizeyde
arttirdt. EMT6  hiicrelerinde modiilatérlere en iyi yamit veren grup
Rosiglitazon+Trametinib grubu idi. Rosiglitazon grubu modiilatorlere iyi yanit veren
2. grup oldu. PYMT hiicrelerinin glikolitik kapasitesinin, EMT-6 hiicrelerine gore
daha fazla oldugu goriildii. EMT-6 hiicrelerinde 2DG uygulamasinin ardindan ECAR
degerleri, PyMT hiicrelerine gore daha yiiksekti, EMT6 hiicrelerinde glikoliz daha

uzun siire devam etti.

PYMT-1099 ve EMT6 hiicrelerinde modiilatorlere en iyi yanit Rosiglitazon ve
2. sirada Rosiglitazon+Trametinib grubu oldu. Ayni sekilde her iki hiicre hattinda PTX
grubu ve Rosigilitazon+Trametinib+PTX grubu uygulanan modiilatorlere en az yanit

veren gruplar oldu.

PYMT ve EMT®6 hiicrelerinde bazal fenotip ile kiyaslandiginda, modiilatorler
uygulandiktan sonra olusan stres fenotipinde metabolizmay1 en fazla enerjetik yone

degistiren Rosiglitazon ve Rosiglitazon+Trametinib grubu oldu.

PPAR 1y agonistleri, ¢esitli dokularda gelisimi ve hiicresel bitylimeyi ve (117)
yag asidi depolanmasini ve glukoz metabolizmasmi diizenler (138). Ozellikle,
potansiyel anti-tiimor etkilerinin incelenmesine yol agan adiposit farklilasmasina

aracilik ederler (117).

PPAR v ligandlari, birka¢ hiicre dongiisii diizenleyicisinin ekspresyonunu
inhibe ederek kanser hiicresi proliferasyonunu azaltir. Sentetik PPAR v ligandlart,
rosiglitazon ve troglitazon ve endojen 15dPGJ2, siklin D1 transkripsiyonunun
baskilanmasi yoluyla siklin D1 gen ekspresyonunu inhibe ederek hiicre dongiisii

durmasina yol agar (11).

Siklin D1'in sitozolik glikolizi diizenledigi ve Warburg etkisini indiikledigi
birkag ek mekanizma tarif edilmistir. (11) Rosiglitazon tarafindan Siklin D1'in
baskilanmasi enerji fenotipinin Rosiglitazon ve Rosi+tram grubunda glikolikten

enerjetige degismesini agiklamaktadir. Enerjetik fenotip gosteren Rosi+tram grubunda
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kontrol grubuna gore, N kaderin (p<0.01), Twist (p<0.01), Slug (p<0.001), ve HIF1-
a (p<0.05), en diisiik diizeyde bulunmustur.
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8. SONUC

Sonug olarak, Rosi+Trametinip kombinasyonunun hiicre plastisitesi, EMT, ve
metabolik yeniden programlamaya etkisinin incelendigi ¢alismada; Rosi+trametinip
kombinasyonunun EMT-TF leri azalttigi, hiicre metabolizmasini glikolitikten
enerjetige cevirdigi goriilmiistiir. Bu durum enerji metabolizmasinin oksidatif yone
degismesiyle EMT’nin baskilandigini diisiindiirmektedir. Rosi+Tram
kombinasyonuna PTX eklenmesinin EMT-TF’lerini arttirmadigi, E-kaderin
ekspresyonunu ise maksimum diizeyde arttirarak EMT’yi baskiladigi ortaya

konmustur.
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