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OZET

STAT-3 INHIBITORU CRYPTOTANSHINONE ILE MEME KANSERIi
HUCRELERINDE KALSIiYUM ILE AKTIVE EDILEN KLORUR iYON KANALI
TMEM16A’NIN INHIBISYONUNUN, KANSER HUCRELERININ PROLIFERASYONU
UZERINE ETKILERI.

Iyon kanallar1 yasayan hiicrelerin temel yap1 taslarindandir. Birgok énemli fizyolojik siiregte merkezi
rol oynayan iyon kanallarinin yapisal veya islevsel bozukluklari, 6zellikle uyarilabilme 6zelligi olan
her tiirlii hiicreyi, dokuyu ve organi etkileyen, "kanalopatiler" olarak adlandirilan ¢esitli hastaliklara yol
acmaktadir. Son arastirmalar iyon kanallarmin gesitli kanser ozelliklerine dahil olarak, timor
olusumunda ve kanserin gelisiminde 6énemli roller listlendigini gostermektedir. Bir iyon kanalinin segici
olarak bloke edilmesi, 6zel bir molekiiliin bir hiicrede fizyolojik bir yanit olusturmak i¢in iyon kanalinin
acilmasii Onleyen biyolojik mekanizmadir. Bu inhibitorler, kanalin agilmasi ile olusan yaniti
engellerler. Kanser hiicrelerinin 6zelliklerinden olan siirekli anjiyogenez, doku istilas1 ve metastaz kritik
olarak Ca*"’yi tasiyan iyon kanallarina baghdir. TMEM16A (ANO1) de bunlardan biridir.
TMEMI16A'nin agirt ekspresyonunun meme kanserinde karsinojenezde nasil bir rol oynadigi
belirsizligini korumaktadir. Bu nedenle tez ¢alismasinin literatiirdeki var olan kisith ¢aligmalara katki
saglamasi ve yeni ila¢ hedeflerine 151k tutmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada, inhibitor etkisi oldugu
bilinen Cryptotanshinone'un farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi meme kanseri hiicre hattindaki
(MCF-7) anti-proliferatif etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla MCF-7 hiicreleri tizerinde ti¢
yontem uygulanmustir. Birincisi, Cryptotanshinone'un sitotoksik etkisini incelemek ve diger deneylerde
kullanilacak dozlari belirlemek i¢in MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir)
yontemi, ikincisi ANOI1 kanali gen ekspresyonunu incelemek igin qRT-PCR yo6ntemi ve tiglinciisii
ANOI1 kanal akiminmi 6lgmek amaciyla elektrofizyolojik bir yontem olan yama kenetleme teknigi
kullanilmistir. Yapilan MTT analizi sonucunda gen ekspresyonu ve yama kenetleme ¢alismalarinda
kullanilmak tizere 10, 20 ve 30 uM doz gruplar olarak belirlenmistir. Yama kenetleme deneylerinde
bu ii¢ doz grubu i¢in 0. dk. kayitlar1 kontrol olarak degerlendirilmis ve 15. dakikada elde edilen
verilerden maksimum akim degerleri 6l¢iilmiistiir. Buna gore dozlar arasinda TMEM16A kanalin1 en
yiiksek miktarda inhibe eden grup, 30 uM doz grubu olarak belirlenmistir. Diger iki doz grubunda da
inhibisyon gozlenmektedir ancak kontrolle kiyaslandiginda biiyiik bir fark olusturmamigtir. Gen
ekspresyonu deneylerinde ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmasa da, 24. saate ait veriler igin,
kontrole gore degerlendirme yapildiginda gen ekspresyon diizeyinin 10 uM doz grubunda %65
oraninda azaldigi, 20uM doz grubunda %71 oraninda azaldig1 ve 30uM doz grubunda %83 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Calismadan elde edilen bu verilere gore, Cryptotanshinone’un MCF7
hiicrelerinde sitotoksik etki gostererek kanser hiicrelerini azalttigi, ANO1 kanal akimin1 bloke ettigi ve
kanal ekspresyonunu azalttig1 gozlenmistir. Bu ¢alisma Cryptotanshinone'un meme kanserinde tedavi
edici ilag olarak kullanilabilirligine dair literatiirdeki ¢alismalara katki saglamistir. Ayrica glinlimiizde
meme kanserinde uygulanan tedavi yontemlerinin etkinligini arttirma amaciyla kullanilabilirligine dair
literatiirde bulunan ¢alismalara ve yeni ila¢ hedeflerine katkis1 olacagi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Iyon kanallari, Meme Kanseri, Hiicre kiiltiirii, TMEM16A, Cryptotansinone.

Damisman: Prof. Dr. Yusuf Camlica, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.
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ABSTRACT

EFFECTS OF INHIBITION OF CALCIUM-ACTIVATED CHLORIDE ION
CHANNEL TMEMI16A IN BREAST CANCER CELLS WITH STAT-3 INHIBITOR
CRYPTOTANSHINONE ON THE PROLIFERATION OF CANCER CELLS.

lon channels are the basic building blocks of living cells. Structural or functional disorders of ion
channels, which play a central role in many important physiological processes, cause various diseases
called "channelopathies” that affect all kinds of cells, tissues and organs, especially those with
excitability. Recent studies show that ion channels play important roles in tumor formation and cancer
development, including in various cancer features. Selective blocking of an ion channel is the biological
mechanism that prevents a particular molecule from opening the ion channel to induce a physiological
response in a cell. These inhibitors inhibit the response that occurs when the channel is opened.
Persistent angiogenesis, tissue invasion, and metastasis, characteristics of cancer cells, are critically
dependent on ion channels that transport calcium. TMEM16A (ANOL1) is one of them. It remains
unclear what role overexpression of TMEM16A plays in carcinogenesis in breast cancer. For this
reason, it is aimed that the thesis study will contribute to the limited studies in the literature and shed
light on new drug targets. In this study, it was aimed to investigate the anti-proliferative effect of
Cryptotanshinone, which is known to have an inhibitory effect, in breast cancer cell line (MCF-7) to
which different concentrations are applied. For this purpose, three methods were applied on MCF-7
cells. First, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) method was used to
examine the cytotoxic effect of Cryptotanshinone and to determine the doses to be used in other
experiments, secondly, gRT-PCR method to examine ANOL channel gene expression, and thirdly,
patch clamping technique, an electrophysiological method, to measure ANO1 channel current. As a
result of the MTT analysis, 10, 20 and 30 uM dose groups were determined to be used in gene
expression and patch clamping studies. 0 min for these three dose groups in patch clamping
experiments. Recordings were evaluated as control and maximum current values were measured from
the data obtained at the 15th minute. Accordingly, the group that inhibited the TMEMZ16A channel the
most among the doses was determined as the 30 uM dose group. Inhibition was also observed in the
other two dose groups, but did not make a big difference compared to the control. Although there was
no significant difference between the groups in gene expression experiments, for the 24-hour data, when
compared to the control, it was determined that the gene expression level decreased by 65% in the 10
UM dose group, decreased by 71% in the 20uM dose group, and decreased by 83% in the 30uM dose
group. According to these data obtained from the study, it was observed that Cryptotanshinone showed
a cytotoxic effect on MCF7 cells and reduced cancer cells, blocked ANOL1 channel current and
decreased channel expression. This study contributed to the studies in the literature on the use of
Cryptotanshinone as a therapeutic drug in breast cancer. In addition, it is thought that it will contribute
to the studies in the literature and new drug targets regarding the usability of the treatment methods
applied in breast cancer today in order to increase the effectiveness.

Keywords: lon channels, Breast Cancer, Cell culture, TMEM16A, Cryptotansinone.

Advisor: Prof. Dr. Yusuf Camlica, Mersin University, Department of Biology, Mersin.
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1. GIRIS

Kanser genellikle normal bir hiicrenin soyunda somatik mutasyonlarin birikmesinden
kaynaklanan evrimsel bir siire¢ olarak goriilmektedir. Mutasyona ugramis hiicrelerde segici bir biliyiime
avantaji gelismektedir ve bu durum kontrolsiiz ¢ogalmayla sonuglanmaktadir. Timor gelisiminin
bliylimeyi kontrol eden genlerin (onkogenler ve timor baskilayict genler) diizensizliginden
kaynaklandig1 kabul edilmektedir. Bu hiicreler ayrica hiicresel yaslanmadan muaftirlar. Bu nedenle,
Olimsiiz oncii hiicrelerde kansere, biiyiime kontrol yollarinin anormal aktivasyonu neden olmaktadir.
Gilinlimiizde her birinin etki mekanizmasi ve tedavisi birbirinden farkli 200°den fazla kanser tirii
bulunmaktadir. En sik goriilen insan kanserleri deri, kolon, meme, prostat veya akciger gibi epitel
dokularinda ortaya ¢ikmaktadir ve toplu olarak yilda birkag milyon &liime yol agmaktadir (Blanpain,
2013).

Aurtan insidans ve mortalite ile kanser, gliniimiizde birincil bir halk saglig1 sorunu olmaya devam
ederken, kanser tiirlerinin degisen profillerine ait ¢alismalar sonucunda, meme kanserinin 2020 yilinda
tim diinyada en ¢ok teshis edilen kanser olarak akciger kanserinin yerini aldig1 ortaya ¢ikmistir (Cao
vd., 2021). Devam eden sayisiz arastirmalara ragmen hala insan kanserlerinde malign transformasyonun
hiicresel ve molekiiler patolojisi konusundaki anlayisimiz eksiktir.

Iyon kanallar1, yasayan hiicrelerin temel yap1 taslarindandir. Birgok dnemli fizyolojik siiregte
merkezi rol oynayan iyon kanallariin yapisal veya islevsel bozukluklari, 6zellikle uyarilabilme 6zelligi
olan her tiirlii hiicreyi, dokuyu ve organi etkileyen, "kanalopatiler" olarak adlandirilan ¢esitli hastaliklara
yol agmaktadir. Kanser de bu hastaliklardan biridir ve iyon kanallar1 ve kanser arasindaki iliski son
yillarda yapilan calismalarla aydinlatilmaya calisiimaktadir (Vaeth ve Feske, 2018). Iyon kanallari
onkolojide yeni bir arastirma alanini olusturmaktadir. Yapilan arastirmalarda, spesifik iyon kanallarinin
bu isaretlere katkisinin farkli kanser tiirlerine gore degistigi gosterilmistir. Bu nedenle iyon kanallarinin
kanser teshisi icin hedef olarak onemini belirlemek ve tedavi etmek i¢in ekspresyon, fonksiyon ve
diizenlenmeleri her kanser tiirii i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir. Iyon kanallarmin kanserle ilgili
anahtar siireglerdeki rollerinin ayrintili bir sekilde anlasilmasi, tan1 ve tedavi i¢in molekiiler hedefli
araglarin gelistirilmesini kolaylastiracaktir (Falconer vd., 2002).

Iyon kanal1 tutulumu kavrami, 1980'lerin sonlarma dogru, kanser ilerlemesinde bazi kanallarin,
ozellikle K* ve Ca®* kanallar icin klasik blokérlerin, in vitro hiicresel proliferasyon veya apoptozu
Onleyebildiginin farkina varilmasiyla ortaya c¢ikmistir. Ancak bu konunun oOnemi yillarca
anlagilamamigtir. Bilim insanlarinin, onkologlarin ve ilag endistrisinin katilimiyla 2008 yilinda
gergeklestirilen ilk uluslararasi toplantida, iyon kanallarinin kanser gelisimi ve ilerlemesindeki olasi
roliine ve cesitli kanserlerde teshis ve tedavilerde kullanilabilirligine dair fikirler 6ne stirilmiistiir
(Kunzelmann, 2005).

Iyon kanallar1 dolayli veya dogrudan birgok patolojik durumda degisiklige ugramaktadirlar. Bu

nedenle, iyon kanallarin1 hedef alan ilaglarin bir dizi hastalik i¢in 6nemli terapotik hedefler olarak

1
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tanimlanmalari sasirtic1 degildir (Zamponi, 2016). Bir iyon kanalinin segici olarak bloke edilmesi, 6zel
bir molekiilin bir hiicrede fizyolojik bir yanit olusturmak i¢in iyon kanalinin agilmasimi dnleyen
biyolojik bir mekanizmadir. Iyon kanallarin1 bloke eden bu &zel molekiiller iyon kanal inhibitdrii,
blokeri veya antagonisti olarak adlandirilmaktadir. Kanal inhibisyonu, katyonlar, anyonlar, amino
asitler veya baz1 kimyasallar kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Bu inhibitorler, kanalin agilmasi
ile olusan yanit1 engellemektedir. Kanser hiicrelerinin 6zelliklerinden olan siirekli anjiyogenez, doku
istilas1 ve metastaz &zellikle Ca*"yi (evrensel sinyallesme iyonunu) tastyan iyon kanallarina baglidur.
Bu nedenle, kanser ilerlemesi sirasinda farkli kanallarin ifadesinde genetik olarak belirlenmis
degisikliklerin, en azindan kismen, malign biiylimeyi tanimlayan patofizyolojik 6zelliklerin birinden
veya daha fazlasindan sorumlu olabilmektedir (Bain, 2019).

Bu ¢alismada, iyon kanallarinin tercih edilmesinin en biiyiik sebebi, her seyden 6nce, insan
kanserlerinde ifadeleri biiyiik 6l¢tide degismektedir. Bunun yaninda, yapilan az sayida ¢alismada kanal
disfonksiyonunun, kanser ilerlemesi tizerinde etki yaratan hiicre fonksiyonu ve sinyallesme tizerinde
giiclii bir etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, iyon kanallar1 farmasétik olarak
izlenebilir bir molekiiler siniftir. En biiyiik avantajlari, transmembran protein yapisinda olduklari igin
hiicre dis1 ortamdan da bu yapilara ulasmanin miimkiin olmasidir (Diaz-Garcia ve Varela, 2020).

Calismamizda, meme kanserinde farkli sinyal yollarim1 aktive ederek kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna katki sagladigi bilinen Ca®* ile aktive edilen kloriir iyon kanali TMEM16A nin, asir1
ekspresyonunu inhibe etmek amaciyla, STAT-3 inhibitorii ¢’Cryptotanshinone’’ kullanilarak, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gog yeteneklerinin azaltilmasi hedeflenmistir.

Boylece meme kanserinin etyopatogenezinde rol oynayan farkli mekanizmalarin ortaya
konmasi, ayrica meme kanserinde teshis ve tedavide yeni biyobelirteglerin gelistirilmesi hedeflenmistir.
Buna istinaden meme kanserinde, istatiksel olarak anlamli diizeyde ifadeleri degistigi bilinen
TMEM16A iyon kanallarina spesifik inhibitorlerin meme kanserinde tedavi amacli kullanilabilirliginin

ortaya konmasi da amacglanmastir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kanser ve Tarihgesi

Kanser, diinyada en ¢ok korkulan hastaliklarin baginda gelmektedir. 200 milyon yildan fazla
bir siiredir ¢ok hiicreli canlilar tehdit etmektedir ve modern insanin atalar1 arasinda bir milyon yildan
daha eskiye dayanan kanserlere dair kanitlara ulagilmistir (Hausman, 2019). Insan kanserinin en eski
tanimi1 sekiz meme tiimorii vakasina atifta bulunan, M.O. 3000-1500 civarinda yazilmis Misir’li Edwin
Smith Papiriisiinde bulunmustur. En eski insan kanserlerine ait &rnekler, Tung ¢aginda (M.0.1900-
1600) yasamis bir kadin kafatasi kalintilarinda ve eski Misir'in fosillesmis kemiklerinde tespit
edilmistir. Perulu inka’larin yaklasik 2400 yil dncesine ait mumyalanmus iskelet kalintilar1, malign
melanomu diisiindiiren lezyonlar icermektedir. "Kanser" terimi ilk defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-
370) ortaya atilmistir. Galen (M.O. 200-130) ise kanseri sislik anlamina gelen ‘onkos’ olarak tabir
etmistir. 1951'de Johns Hopkins Hastanesi'nde George Gey, 30 yasindaki Henrietta Lacks'in servikal
adenokarsinomundan insan kanser hiicresi kiltiirii olusturmustur. Ortaya ¢ikan HeLa hiicreleri, kanser
aragtirmalarinin temel tas1 olmustur. Genel olarak, kiiltiirde kalic1 olarak biiyliyen insan tiimor hiicreleri,
cok agresif kanserlerden olusan secilmis bir gruptur. Neredeyse tiim siirekli hiicre dizileri, yiiksek
dereceli, yiiksek evreli kanserlerden tiiretilmistir (Weber, 2007).

Diinya saglik orgiiti (WHO) tanimina gore kanser, anormal hiicreler kontrolsiiz bir sekilde
biiytidiigiinde, viicudun hemen her organinda veya dokusunda baslayabilen, bulundugu doku veya
organin sinirlarini asarak diger organlari da istila edebilen ve yayilabilen genis bir hastalik grubu olarak
nitelendirilmektedir. ikinci siirece metastaz adi verilmektedir. Insan kanserleri, kanser hiicrelerinin
koken aldig1 bolgeye gore; karsinom (i¢ organlari kaplayan dokular), sarkom (kemik, kikirdak, bag veya
destek dokulari), 16semi (kan dokusu hiicreleri), lenfoma veya miyelom (bagisiklik sistemi hiicreleri)
gibi birkag genis kategoride siniflandirilmaktadir (Bortner ve Cidlowski, 2014).

Hiicre proliferasyonu normal hiicrelerde, Ca*, ATP, siklinler, sikline bagimli kinazlar ve diger
bircok hiicre dongiisii diizenleyicileri dahil olmak iizere, hiicre dongiisii mekanizmalar ile baglantili bir
dizi iyon, molekiil ve protein tarafindan siki bir sekilde diizenlenen karmasik bir olaydir ve ¢ok iyi
senkronize edilmektedir (Rao vd., 2015). Kanser, hiicrelerdeki diizenleyici mekanizmalar1 bozarak,
hiicre ¢ekirdeginde DNA hasari olusturmaktadir. Normal hiicrelerde olusan DNA hasar diizeltilir ya
da hiicre programlanmis hiicre 6liimiine gider, ancak kanser hiicreleri hata diizeltme mekanizmalarini
atlayarak, olmasi gerektigi gibi hiicre 6limiini gerceklestirmez. Bunun yerine, viicudun ihtiyaci
olmayan ve hasarl1 hiicre ile ayn1 DNA’ya sahip olan yeni kanserli hiicreler iiretmeye baglamaktadir ve
sonugta kanserli hiicrelerde olusan genetik degisiklikler, hiicrenin ¢ogalmasi, 6mrii, komsu hiicrelerle
iletisiminin kesilmesi gibi durumlar etkilemektedir ve immiin sistemin bozulmasina yol agmaktadir

(Chaffey, 2003).
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Kanser; 6liim orani, yayilma hiz1 ve niiksetme 6zelligi ile ¢6ziim bekleyen sorunlarin baginda
yer almaktadir. Kanserde, hasarli hiicreler kontrolsiiz bir sekilde iireyerek komsu dokulari isgal etmekte
veya kaynagini aldig1 organdan daha uzak bir yere, kan veya lenf yoluyla yayilmaktadir. Kanser hiicresi
“neoplazma’’ veya “’kotli huylu tiimor’” olarak da adlandirilmaktadir. Birgok aragtirmadan elde edilen
sonuglara gore, kanser arastirmalarinda kanser hiicrelerinin tek basina caligilmast Yetersiz
gorillmektedir ve onu gevreleyen 'tliimér mikrogevresi' (TM) ile birlikte aragtirilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir. TM, hiicre dist matris (ECM) proteinleri ve ¢6ziiniir faktorler agina bagl
mezenkimal, endotelyal ve bagisiklik hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir. TM, tiimér ilerlemesine
gii¢lii bir sekilde katkida bulunmaktadir ve hiicreden hiicreye veya hiicreden matrise ulastirilan sinyaller
dahil olmak iizere gesitli etkilesimler yoluyla tiimdr hiicresi davranislarina katkida bulunmaktadir
(Panyi vd., 2014). Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen bir 61iim nedenidir ve 2020'de yaklasik 10 milyon
Olime veya yaklasik alti 6liimden birine neden olmaktadir. En sik goriilen kanserler meme, akciger,
kolon, rektum ve prostat kanserleridir. Kanserden 6liimlerin yaklasik ti¢te biri tiitiin kullanimi, yiiksek
viicut kitle indeksi, alkol tiikketimi, diisiik meyve ve sebze alimi ve fiziksel aktivite eksikliginden
kaynaklanmaktadir. Insan papilloma viriisii (HPV) ve hepatit gibi kansere neden olan enfeksiyonlar,
diisiik ve orta gelirli {ilkelerde kanser vakalarinin yaklasik %30'undan sorumlu olmaktadir. Pek ¢ok
kanser erken teshis ve etkili bir tedaviyle yenilebilmektedir. Kolon, akciger, rahim agzi, meme kanseri
gibi bazi kanserler, kanserin ilerlemesini geciktirmeye ve hatta durdurmaya yardimci olan tarama
testleri ile tespit edilmektedirler (Moleyar Narayana ve Ranganathan, 2021).

Kanser hiicreleri, normal viicut hiicrelerinden immiinolojik olarak o6nemli iki yolla
ayrilmaktadir. Birincisi, timor hiicreleri ya hiicresel doniisimden sorumlu olan, yada sadece sinyal
yolaklarinda biriken onlarca veya yiizlerce protein degistiren mutasyon tasimaktadir. Ikincisi, genetik
ve epigenetik degisikliklerin bir sonucu olarak, tiimér hiicreleri normal hiicrelerde bulunmayan veya
daha diisiik seviyelerde bulunan bir dizi proteini eksprese etmektedir (Heemskerk vd., 2012).

DNA onarim mekanizmalarindaki veya homeostazin epigenetik diizenleyicilerindeki kusurlar,
mutasyonlar1 doniistiirme olasiligin1 ve dolayisiyla kanser riskini arttirmaktadir. Bu biyolojik islevler,
onkogenlerdeki veya tiimor baskilayici genlerdeki doniistiirticii kusurlara karsi koruma saglayan ikinci
bir savunma hatt1 olusturmaktadir. Bu genler ‘‘meta baskilayic1 genler’” olarak kabul edilmektedirler.
Sinirlt sayida gen ve bunlarin gen iiriinlerini kapsayan genetik programlarin bozulmasi veya anormal
aktivasyonu, malign biiyiimeye neden olmaktadir (Weber, 2007).

Kanser hiicreleri ile kok hiicrelerin kendi kendini yenileme durumu da benzemektedir. Kanitlar, klasik
olarak kanserle iligskilendirilen bircok yolun normal kok hiicre gelisimini de diizenleyebilecegini
gostermektedir. Ornegin, onkogen bcl-2'nin zorunlu ifadesi ile apoptozun énlenmesi, in vivo olarak
artan sayida HSC (Hematopoietik kok hiicreler) ile sonu¢lanmaktadir. Bu durum apoptozun HSC'lerin
homeostazin1 diizenlemede bir rolii oldugunu gostermektedir. Cogu kanser icin, transforme
mutasyonlarin hedef hiicresi bilinmemektedir; ancak belirli 16semi tiirlerinin HSC'lerde biriken

mutasyonlardan kaynaklandigina dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Reya vd., 2001).
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2.1.1. Kanserin Genel Ozellikleri

Kanserin ayirt edici 6zellikleri, insan tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda kazanilan alti
biyolojik yetenegi igermektedir. Ayirt edici 6zellikler, neoplastik hastaligin karmasikligini rasyonalize
etmek igin diizenleyici bir ilke olusturmaktadir. Bunlar;

1. Proliferatif sinyallemeyi siirdiirme,
Biiylime baskilayicilardan kaginma,
Hiicre 6liimiine direnme,
Replikatif oliimsiizligli saglama,

Anjiyogenezi indiikleme,

o g~ w DN

Istila ve metastazdir (Gutschner ve Diederichs, 2012).

Bu ayirt edici 6zelliklerin altinda, onlarin gereksinimlerini ve inflamasyonunu hizlandiran ve
birden fazla ayirt edici islevi besleyen genetik gesitliligi olusturan genom kararsizlig1 yatmaktadir. Son
yillardaki ilerlemelerle beraber, bu listeye iki ayirt edici Ozellik eklenmistir bunlar; enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve bagisiklik yikimindan kaginilmasidir. Kanser hiicrelerine
ek olarak, tiimérler baska bir karmasiklik boyutu sergilemektedirler; kendi “‘tiimor mikrogevresini”’
yaratarak ayirt edici Ozelliklerin kazanilmasina katkida bulunan, toplanmis, goriiniiste normal
hiicrelerden olusan bir repertuar icermektedirler. Bu kavramlarin yaygin olarak uygulanabilirliginin
kabul edilmesi, insan kanserini tedavi etmek i¢in yeni araglarin gelistirilmesini giderek daha fazla
etkileyecektir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

On yil sonra Hanahan, kanser aragtirmalarindaki biiyiik ilerleme ve birikmis verilerle bir kez
daha kanserin ayirt edici 6zelliklerine geri donmiistiir ve varolan 6zelliklere ek olarak, yeni bir ayirt
edici 6zellik 6nermistir ve bu 6zelligi fenotipik plastisite ve bozulmus farklilasma olarak tanimlamustir.
Bu durum, normal hiicrelerde terminal farklilasmasi ve kalici bir proliferasyon durmasi ile
iligkilendirilmistir. Bu durum malign hiicrelerin farklilasmadan kagtigini ve biiylimeye devam etmek
icin fenotipik plastisite olarak bilinen seyin kilidini agtigin1 gostermektedir. Bagka bir deyisle,
kimliklerini ¢ogalmaya daha meyilli bir seye doniistirmektedirler. Bu olay farkli sekillerde
olabilmektedir 6rnegin, tam farklilasmaya yaklasan hiicreler, bir progenitér benzeri duruma geri
farklilagabilmektedirler. Farklilasmamis bir progenitor hiicreden kaynaklanan neoplastik hiicreler,
farklilagsma siirecini durdurabilmektedirler veya kismen farklilagsmis progenitor benzeri durumda
kalabilmektedirler. Ayrica belirli bir farklilagma fenotipine bagli hiicreler, gelisim programlarini
degistirebilmektedirler veya kokenleri ile iliskili olmayan 6zellikleri farklilastirabilmektedirler. Ayni
arastirmaci, diger ayirt edici 6zelliklerde oldugu gibi, hiicresel plastisitenin Kanser hiicrelerinin “yeni
bir bulusu” olmadigini, daha ziyade bazi normal hiicrelerin normal dokular1 onarmak ve yenilemek i¢in
aktive edebilecegi mevcut mekanizmalarin kotii huylu bir egilimi oldugunu belirtmektedir (Hanahan,
2022).
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Proliferatif sinyallesmeyi
surdiirmek

Buytume baskilayicilarinda

Hiicre 6liimine direnme kaginmak

Anjiyogenezi indikleme

invazyon ve metastaz
aktive etmek

Replikatif 8limsuzltgi
etkinlestirme

Sekil 2.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.2. Meme Kanseri

2.2.1. Meme Bezinin Histolojik ve Hormonal Yapisi

Meme dokusu, hormonal regiilasyon altinda dongiisel olarak biiyiiyen ve degisen bag ve
glandiiler yapilar1 birbirine baglayan heterojen yapida bir dokudur. Her meme, yag dokusuna gomiilii
15-25 salgi lobundan olugmaktadir. Bu durum memelilerde bulunan ayirt edici 6zelliklerden biridir.
Disi ve erkeklerde meme bezleri dogumdan ergenlige kadar benzer sekilde gelismektedir ancak
ergenligin baslangicinda farkli degisikliklere ugramaktadirlar. Disilerde, ergenlik cagina kadar
hareketsiz olan meme epiteli ergenlikle birlikte meme yag yastigini isgal etmeye baslamaktadir ve
epitelyal proliferasyonla birlikte meme biiyiimesi ve artan yag dokusu birikimi ile sonuglanmaktadir.
Erkeklerde bu siire¢, meme stromasinin mezenkimal hiicrelerinde regresyon ve nekrozu indiikleyen
testosteron seviyelerinin artmastyla birlikte inhibe edilmektedir (Gutierrez ve Perez, 2019).

Menstrual siklus esnasinda meme zayif siklik degisimlere ugramaktadir. Folikiiler fazin erken
asamasinda intralobiiler stroma daha az yogundur ve terminal duktuslar kiibik sekilli epitel hiicrelerden
olusan dar liimenli ya da liimensiz kordonlar seklindedirler. Luteal faz esnasinda, epitel hiicrelerin boyu
uzamaktadir ve kanallarin liimeni az miktarda salgi biriktikge goriiniir hale gelmektedir ve bag
dokusunda da sivi birikimi gergeklesmektedir. Daha sonra bunlari takiben menstruasyonun
baglamasindan Once involiisyon ve apoptoz goriilmektedir. Menopoza giren kadinlarda hormonal

ortamin degisimi ile memenin bez yapisi gerilemeye baslamaktadir ve bez dokusu yag ve bag dokusu
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ile yer degistirmektedir (Russo vd., 2001). Normal sartlarda meme dokusunda lob ve lobiiller
goriilmemektedir ancak gebelikte kanallar dallara ayrilmaktadir ve bir lobiilii olugturan alveoller veya
asiniislerden olusan keselerde sonlanmaktadirlar ve her lobiil gesitli salg1 yapan tiibiiloasiner birimler
icermektedir. Gebelikte meme bezi korpus luteumdan ve plasentadan salgilanan Gstrojene,
progesterona, pitiiiter bezden salgilanan prolaktine ve adrenal korteksten salgilanan
gonadokortikoidlere bagli olarak gelismeye devam etmektedir ve gebeligin sonunda epitelyal
hiicrelerde salgi vezikiilleri bulunsa da yiiksek miktarda progesteron tarafindan siit iiretimi
baskilanmaktadir. Daha sonra siit salgist dogumdan hemen sonra ger¢eklesmektedir ve adenohipofizden
salgilanan prolaktin hormonu tarafindan indiiklenmektedir. Bununla birlikte memeden siit ejeksiyonu
ise norohipofizden saliverilen oksitosin hormonu tarafindan stimiile edilmektedir. Duyusal impulslar
ndrohipofizden oksitosin saliverilmesini saglamaktadirlar. Alveolar salgi hiicrelerinin bazallerini ve
biiyiik kanallarin bazallerini ¢evreleyen miyoepitelyal hiicreleri stimiile eden oksitosin, miyoepitelyal
hiicrelerin kasilmasiyla birlikte alveollerden ve kanallardan siit ejeksiyonunu gerceklestirmektedir
(Erel, 2019).

Erken menarj (adet dongiisii baslamasi) ve emzirme siiresinin, kadinlarda meme kanserine
yakalanma riskine etkisinin oldugu son yillarda yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Kadinlarin erken
yasta adet olmaya baslamasi ve ge¢ yasta menapoza girmesi, fertil siiresinin uzamasina sebep
olmaktadir ve bu siire¢ ne kadar uzarsa kadinlar 6strojenin etkisine o kadar siire maruz kalir ve bu
durum kansere yakalanma riskini arttirmaktadir (McPherson vd., 2000). Kadinlarda gebelik sonrasi
emzirme dongiisiiyle birlikte meme degisiklige ugramaktadir ve bu durumun meme kanseri riskini
etkiledigine dair yiiriitiilen ¢alismalarda, uzun siireli emzirme ile kanser olusumu arasinda negatif bir

insidans oldugu bildirilmektedir (Sun vd., 2017).

2.2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, kadmnlar arasinda en sik teshis edilen kanserlerden olup, toplam kanser
vakalarinin %23'inii ve kanser 6liimlerinin %14'tini olusturmaktadir. Erkek meme kanseri nadirdir ve
erkeklerde meydana gelen kanserlerin yaklasik %1'ini temsil etmektedir. Meme kanserinin gelisimi,
birden fazla hiicre tipini i¢eren ¢ok adiml bir siirectir. Meme kanserinin erken teshisi, bu hastaligi
onlemek i¢in en iyi yaklagimlardan biridir. Tan1 ve tedavisindeki ilerlemelere ragmen meme kanseri
insidans1 (100.000 kadin bagina diisen vaka sayisi1) tiim diinya iilkelerinde artmaya devam etmektedir
ve kiiresel 6lgekte en yiiksek insidans gosteren vakalarin neredeyse yarisi, sanayilesmis ve gelismis
iilkelerde goriilmektedir. Bu durumun nedeni temel olarak, dengesiz ve yetersiz beslenme, nikotinizm,

asirt stres ve az fiziksel aktivite ile iligkili olan bati yasam tarzina baglanmaktadir (Smolarz vd., 2022).
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2.2.3. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Karsinogenezin nedeni heniiz kesin olarak bilinmemekle beraber, meme kanseri gelisimine
yardimci olan birkag risk faktorii oldugu bilinmektedir. Cinsiyet, yaslanma, dstrojen, aile dykiisii, gen
mutasyonlar1 ve sagliksiz yasam tarzi gibi meme kanseri gelistirme olasiligini artirabilecek ¢ok sayida
risk faktorii vardir (Sun vd., 2017). Meme kanserinin risk degerlendirmesi erken tani ve tedavi siireci
icin bilyiik 6nem tasimaktadir. Meme kanseri ile ilgili Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2018 yilinda
yaptig1 bildiride, erken menarj (adet dongiisii baslangici), ge¢ menopoz, ilk dogumu geg¢ yasta yapma
gibi endojen ve Gstrojene uzun siire maruz kalmanin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir.
Ayrica oral kontraseptif ve hormon replasman tedavisi kullananlarin, kullanmayanlara gére daha fazla
risk altinda oldugunu ve emzirmenin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Ailesel meme
kanseri Oykiisiiniin meme kanseri riskini iki ya da ti¢ kat arttirdigi, 6zellikle BRCA1, BRCA2 ve p53
mutasyonlarinin, meme kanseri igin gok yiiksek risk olusturdugu ancak bu mutasyonlarin meme kanseri
vakalariin biiyiik bir boliimiinde goriilmedigi verilerle ortaya konmustur (Akyolcu vd., 2020).

Cinsiyet: Meme kanseri vakalarinin biiylik ¢ogunlugu %99'a varan oranlarda kadinlarda
goriilmektedir, bu malignitenin sadece %1'i erkekleri etkilemektedir. Bununla birlikte, kadinlarda
oldugu gibi erkeklerde de meme kanseri insidansi, biiyiik olasilikla obezite ile iliskili olarak, istikrarli
bir artis gostermektedir (Smolarz vd., 2022). Erkeklerde kansere bagli 6liimlerin %0,2'sinden azt meme
kanserinden kaynaklanmaktadir. Erkeklerde meme kanseri ¢ok diisiik bir insidansta gergeklestigi igin
literatiir, arastirma, klinik denemeler ve yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesi oncelikle kadinlara
odaklanmaktadir. Kadin meme kanseri hakkindaki mevcut bilgiler erkek meme kanseri tami ve
tedavisini yonlendirse de molekiiler ve klinikopatolojik 6zellikler erkek ve kadin meme kanserlerinde
farklilik gostermektedir. Erkeklerde bu hastaligi tanimlarken ve tedavi segeneklerine karar verirken
cinsiyet farkliliklari, hormonal regiilasyon ve tedaviye yanit (hem tolere edilebilirlik hem de aktivite)
gibi biyolojik faktorler géz ontinde bulundurulmaktadir. Giiniimiizde, erkek meme kanserleri igin
herhangi bir standart tedavi mevcut degildir ve bu hastalik i¢in daha fazla arastirma ve tedavi
seceneklerine ihtiya¢ bulunmaktadir (Gucalp vd., 2019).

Yas: Meme kanseri i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir. Meme kanseri insidansindaki
kiiresel artig tiim yas gruplarinda goriilmektedir ancak en yiiksek 50 yas iistii kadinlarda goriilmektedir.
Meme kanseri agirlikli olarak bir yaslanma hastaligidir ve gelismis iilkelerde teshis konulan hastalarin
sadece %05 ila %7'sinin 40 yasin altinda oldugu tespit edilmistir (Azim ve Partridge, 2014). Bu malign
timor geng kadinlarda nadir goriilmesine ragmen, daha koti seyretmedir. Bu nedenle 6nemli bir klinik
ve sosyal problem haline gelmistir ve ¢ok sayida ¢alisma, geng¢ kadinlarda meme kanserinin daha fazla
histolojik malignite, steroid reseptorlerinin siklikla asir1 ekspresyonu ile karakterize oldugunu
gostermektedir. Ancak son yillarda, menopoz dncesi kadinlarda da meme kanseri insidansi artmaktadir
ve bu artig son 30 yil iginde neredeyse 2 katina ulagmigtir (Lima et al., 2021). Yiiksek endojen dstrojen

seviyesinin, daha yiiksek meme kanseri insidansina katkida bulunan bir risk faktérii oldugu
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kanitlanmigtir. Aragtirmalar sonucunda, postmenopozal kadinlarda artan seks hormonlar1 (toplam
Ostradiol, serbest Ostradiol, Ostron, Ostron siilfat, androstenedion, dehidroepiandrosteron,
dehidroepiandrosteron siilfat ve testosteron) ile daha yiiksek meme kanseri riski arasinda gii¢lii bir iligki
oldugu kanitlanmistir (Kaminska vd., 2015).

Uyku Kalitesi: Son yillarda yetersiz uyku ile meme kanseri riskinin artmasi arasinda bir
baglant1 oldugunu destekleyen kanitlar 6ne stirlilmektedir. Yetersiz uykunun kanserin gelisimini nasil
dogrudan etkileyebilecegini agiklayan iki biyolojik model o6ne siiriilmiistiir; bozulmus bagisiklik
fonksiyonu ve obeziteye yol agan metabolik yollar. Degisen melatonin salinimi nedeniyle kanser
riskinin arttigin1 6ne siiren ek bir dolayli mekanizma da Onerilmistir. Melatonin salinimi, uykudan
ziyade aydinlik/karanlik dongiisii tarafindan diizenlenir ve dnceki ¢aligmalar, uykuyu “karanliga maruz
kalma” i¢in bir arac1 olarak tanimlamaktadir. Onerilen 3 yolun hepsinin onlar1 destekleyecek kanitlari
vardir, ancak uykunun kanser riskini ne 6lgtide etkiledigine dair gergek siire¢ heniiz bilinmemektedir
(Girschik vd., 2013).

Beslenme ve fiziksel aktivite: 2007 yilinda, Diinya Kanser Arastirma Fonu ve Amerikan
Kanser Arastirmalart Enstitiisi (WCRF ve AICR), diyet ve fiziksel aktivitenin kanser geligimi
iizerindeki etkisi ile ilgili birgok aragtirmayi analiz etmislerdir ve ikisi arasinda yiiksek bir baglanti
oldugunu agiklamislardir. Onerilere gore kanserden korunmada saglikli bir diyet, uygun viicut agirhigini
korumaya yardimci olan, meyve, sebze, tahil ve baklagillerden zengin, az kirmizi et ve az tuz igeren ve
islenmis et igermeyen bir diyettir. Ayrica, tatl iceceklerden uzak durulmasi ve yiiksek kalorili yiyecek
ve alkollii igeceklerin tiikketiminin azaltmas: gerektigi tavsiye edilmektedir. Ayrica, gida faktorleri (6r.
yenilebilir yaglar) onkogeneze yol acan geri doniisiimlii epigenetik degisikliklere (DNA
hipometilasyonu, tiimor baskilayic1 genlerin promotdr bdlgesinin hipermetilasyonu ve histonlarin
anormal modifikasyonu) neden olabilmektedir (Kolak vd., 2017).

Aile oykiisii: Birinci dereceden yakini meme kanserine yakalanan bir kadinin, meme kanserine
yakalanma riski, diger kadinlara kiyasla 5 kat daha sik goriilmektedir. Kanser riski tagiyan bireylerin
bu yatkinlig1 gosterme sebepleri iki ana nedenden olusmaktadir. Birincisi; genetik (kalitsal) bilesen
ikincisi ise; genetik olmayan (¢evresel faktorler, beslenme aligkanligi, yasam tarzi gibi) risk
faktorlerinin etkisi sonucu meydana gelen bilesenler olmak tizere iki baslik altinda toplanmaktadir.
Genetik bilesen tiim meme kanserlerinin %5-10’undan sorumludur. Kanserin genetik sebebi BRCAL
(Breast Cancer 1) ve BRCA2 (Breast Cancer 2) genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu
genler DNA tamir genleridir ve bu genlerin mutasyona ugramasi sonucunda meme Kkanseri
gelismektedir. Meme kanserinin kadinlarda 50 yas ve {izerinde daha sik goriilmesine karsin, nadiren
genc yasta bu hastaliga yakalanan kadinlarim cogunda BRCA1 geninde mutasyon oldugu
bildirilmektedir (Rubinstein vd., 2011; Malone vd., 1998).

Ureme faktorleri: Erken menars, gec menopoz, ilk gebeligin gec yast ve diisiik parite gibi

iireme faktorlerin meme kanseri riskini artirabilecegi bildirilmektedir (Sun vd., 2017).
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2.2.4. Meme Kanserinin Patogenezi

Meme, asimetrik bir bag dokusu i¢inde sabitlenmis, ¢ocuk dogurma yasindan yasliliga kadar
bir degisim zincirinden gegen karmasik tiibiilo-alveolar bir organdir. Her adet dongiisiinde ve
hamilelikte goriilen degisiklikler, olgun dokuda yeni kanal-lobiiler birimleri sentezleyebilen Oncii
hiicrelerin sentezine yol agmaktadir. Tipik meme anatomisi, bir bazal membranla sinirlanmig ve kan
damarlari, lenfatik ve stromal hiicrelerden olusan bir sablonda sabitlenmis tabakali bir epitel
icermektedir. Meme bozukluklarinda hiicresel heterojenligin yaratilmasinin, normal memenin birincil
gelisimsel serisine bagli oldugu disiiniilmektedir. Meme karsinomunun bu heterojenligi ya
miyoepitelyal ya da epitelyal hiicrenin neoplastik degisiminden ya da miyoepitelyal ya da epitelyal
hiicrelere donlisme yetenegine sahip bir kok hiicreden kaynaklanabilmektedir (Akram vd., 2017).
Meme kanserleri iki tiptir:

1. Non-invaziv: Hicreler kanser 6zellikleri gostermektedirler ancak orijinal yerlerinde kalip siit
kanalini asip ¢evreye yayilmamaktadirlar. Bu kanserlere in situ (yerinde) kanser denmektedir.
Tiimor kokenini siit kanallarindan alirsa “’duktal’” siit bezlerinden alirsa “’lobiiler’” kanser adini
almaktadir.

(DCIS=Duktal Carcinoma In Situ, LCIS=Lobular Carcinoma In Situ)

2. Invaziv: Kanser hiicreleri normalde kendilerini ¢evreleyen bazal membran denilen yapryi tahrip
edip ¢evre dokulara yayilmaktadirlar. Tiimér hiicreleri doku arasinda ilerleyerek kiiciik toplar
damarlara ve lenf kanallarina girerler ve bu durum “’lenfovaskiiler invazyon’’ olarak
tanimlanmaktadir. Bundan sonraki asamada koltukaltindaki lenf diigiimlerine ilerlemektedirler
ve kan yoluyla viicudun gesitli dokularina yayilmaktadirlar (metastaz) (Cowell vd., 2013).
Kokenini destek dokusundan (sarkomlar) alan meme tiimorleri ise genellikle duktal

hiperproliferasyondan baglamaktadir ve daha sonra gesitli kanserojen faktorlerin siirekli uyarilmasiyla,
iyi huylu tiimorlere veya metastatik karsinomlara doniismektedirler. Meme kanseri hiicrelerinin
ozellikle yerlestigi bazi organlar; kemik, beyin, bobrekiistii bezleri, karaciger ve akcigerlerdir (Li vd.,
2005).

Stromal etkiler veya makrofajlar gibi tiimér mikro-ortamlari, meme kanserinin baslamasi ve
ilerlemesinde hayati roller oynamaktadirlar. Makrofajlar, anjiyogenezi tesvik edebilen ve kanser
hiicrelerinin bagisiklik reddinden kagmasini saglayan mutajenik bir inflamatuar mikro-ortam
olusturabilme yetenegine sahiptirler. Normal hiicreler ve tiimorle iliskili mikro-ortamlar arasinda farkli
DNA metilasyon islemleri gozlenmektedir. Bu durum tiimér mikrogevresindeki epigenetik
modifikasyonlarin karsinojenezi destekleyebilecegini gostermektedir (Sun vd., 2017). Meme kanseri,
klinik ozelliklerine, tiimdr belirteclerinin ekspresyonuna ve histolojik tipine gore cesitli sekillerde
kategorize edilmektedir. Invaziv meme kanserinin en yaygin iki histolojik tiirii, tiim vakalarin sirastyla

yaklasik %75 ve %15'ni olusturan duktal ve lobiiler karsinomlardir. Ayrica lobiiler karsinomlarin
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duktal karsinomlardan hormon reseptorii pozitif olma olasiligimn daha yiiksek oldugu yapilan

caligmalarla desteklenmektedir (Li vd., 2005).

Sekil 2.2. Baz1 meme kanseri tiirlerinin histolojik yapist (ER pozitif). (A) Tiibiiler karsinom, (B
kribriform karsinom, (C) klasik invaziv lobiiler karsinom, (D) pleomorfik invaziv lobiiler karsinom,
(E) miisindz karsinom, (F) noroendokrin karsinom, (G) mikropapiller karsinom, (H) papiller
karsinom, (I) osteoklast benzeri dev hiicreli diisiik dereceli invaziv duktal karsinom (Weigelt vd.,
2010).

2.2.5. Meme Kanseri ile Tlgili Genler

Meme kanseri ile ilgili birgok gen tanimlanmistir. Hem onkogenlerin hem de anti onkogenlerin
mutasyonlart ve anormal amplifikasyonu, tiimoriin baglamasi ve ilerlemesi siireclerinde kilit rol
oynamaktadir.

BRCA1/2: Meme kanseri ile iligkili gen 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCA2), meme kanseri riski igin
iki Unlii anti onkogendir. BRCAl ve BRCA2 sirasiyla 17q21 ve 13ql2 kromozomlarinda
bulunmaktadirlar. Her ikisi de tiimor baskilayici proteinleri kodlamaktadir. BRCA1 eksikligi, hiicre
dongiisii kontrol noktasinin diizensizligine, anormal sentrozom duplikasyonuna, genetik kararsizliga ve

nihayetinde apoptoza yol agmaktadir (Haddad, 2020).
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HERZ2: c-erbB-2 olarak da bilinen insan epidermal biiylime faktorii reseptorii-2, meme
kanserinde 6nemli bir onkogendir ve insan kromozomu 17min (17q12) uzun kolunda bulunmaktadir.
HER2 geninin ekspresyonu, esas olarak gen amplifikasyonu ve yeniden diizenlenmesi yoluyla aktive
edilmektedir. HER2 proteini, tirozin kinaz ailesinin bir epidermal biiyiime faktori reseptoriidiir (EGFR)
ve Her3 ve Her4 gibi diger ligand-bagli EGFR ailesi iiyeleriyle heterodimerler olusturmaktadir.
Boylece asagi akis sinyal yollarimi aktive etmektedir. HER2'nin asir1 ekspresyonu primer meme
kanserlerinin yaklasik %20'sinde tespit edilmistir ve kanser kok hiicrelerinin sayisini arttirarak ve kotii
klinik sonuglar sergilemektedir (Malone vd., 1998).

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR): insanlarda c-erbB-1 veya Herl olarak da
bilinen EGFR, kromozom 7'nin (7p12) kisa kolunda bulunmaktadir. EGFR proteini, tirozin kinaz
ailesinin bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir ve EGF, TGF-a, amphiregulin, betacellulin ve benzerlerine
baglanarak aktive edilmektedir. PI3K, Ras Raf-MAPK ve JNK dahil olmak {izere EGFR'nin asag1 akis
sinyal yollari, hiicre proliferasyonunu, hiicre istilasini, anjiyogenezi tesvik etmek ve hiicreleri apoptoza
kars1 korumak igin tetiklenir. EGFR'nin asir1 ekspresyonu, meme kanserinin ¢ok agresif bir alt tipi olan
inflamatuar meme kanseri (IBC) vakalarinin %30'dan fazlasinda bulunmaktadir. EGFR-pozitif IBC'si
olan hastalar, EGFR-negatif tiiméorleri olanlara gore daha kétii bir prognoza sahip olmaktadir. Ostrojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun yoklugu ile
karakterize edilen {iglii negatif meme kanseri (TNBC) vakalarinin yarisindan fazlasinda EGFR asir1
ekspresyonu gézlenmektedir (Dalivandan vd., 2021).

Malign transformasyon sirasinda etkilenen genler arasinda, plazma zar1 iyon kanallarini
kodlayan genlerin de dahil edilmesi kaginilmazdir. Bu kanallardan gegen iyon akilari, hiicre zari
potansiyelini ve hacmini tanimlamaktadir, hiicre i¢i sinyal olaylarina katilmaktadir ve spesifik hiicre
tepkilerini aktive etmektedir. Son iki fonksiyon kritik olarak Ca?*’yi (evrensel sinyallesme iyonunu)
tastyan iyon kanallarina baghdir. Bu nedenle, kanser ilerlemesi sirasinda farkli iyon kanallarin
ifadesinde genetik olarak belirlenmis degisiklikler, en azindan kismen, malign biiylimeyi tanimlayan
patofizyolojik 6zelliklerin birinden veya daha fazlasindan sorumlu olabilmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalar, iyon kanallarimin, c¢ogalma, farklilasma ve apoptoz gibi doku homeostazinin
korunmasindaki kritik roller dahil, neredeyse tiim temel hiicresel islemlere katkisim gostermektedir

(Prevarskaya vd., 2018).

2.2.6. Meme Kanseri Tam ve Tedavi Yontemleri

Tedavide artan farkindaliga ve ilerlemelere ragmen, meme kanseri kadinlarda kanserden
oliimlerin 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir (Dutta vd., 2018). Mamografi ve ultrasonografi
meme kanserinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan tarama yaklasimlaridir ve mortaliteyi etkin
bir sekilde azaltmaya yardimci olduklart kanitlanmistir. Mamografiden daha hassas olan Manyetik

Rezonans Goriintiileme (MRI) gibi diger tarama yontemleri de son on yilda uygulanmaktadir. Meme

12



Berrin Ustiindag, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

kanseri tedavisi multidisiplinerdir. Tedavi stratejileri molekiiler alt tipe gore degismektedir ve bolgesel
terapi (cerrahi ve radyasyon tedavisi) ile sistemik terapi yaklagimlarini igermektdir. Meme kanseri i¢in
tedavi secenekleri, hormon reseptdrii pozitif tiimorler i¢in endokrin tedavisi, HER2 pozitif hastalik i¢in
anti-HER?2 tedavisi antikor bazli ilaglar, lokal tedavi i¢in cerrahi girisim, kemoterapi, radyoterapi ve
yakin zamanda ortaya c¢ikan immiinoterapiyi igermektedir. Lokalize meme kanseri teshisi konan
hastalar i¢in hayatta kalma orani 6nemli 6l¢iide iyilesmis olsada, esas olarak oliimle iligkili olan
hastaligin metastatik formu olmaktadir. Metastaz gelisimi, kanser hiicrelerinin hiicre dis1 matrisler
(ECM) yoluyla uzak dokulara yayilma ve go¢ etme kabiliyetinin kazanilmasini igeren karmasik bir
mekanizmadir. Metastatik meme kanserinde ayni temel sistemik tedaviler uygulanmaktadir. Ancak,
metastaz yapmis meme kanserleri, etkilenen hemen hemen tiim hastalarda biiyiik olgiide tedavi
edilememektedir, bu nedenle meme kanserinin tedavisi i¢in yeni modaliteler ve ilag rejimlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir (Afshari vd., 2020; Comsa vd., 2015). Meme kanserinin tani ve
tedavisinde bilimsel ve teknolojik bir¢ok gelisme kaydedilmesine ve olumlu doniislere ragmen, meme
kanseri sikliginin diinyada ve Tiirkiye’de arttig1 bildirilmistir. Bu artigin 6niimiizdeki yillarda da devam

edecegi ongoriilmektedir.

2.2.7. MCF-7 Hiicre Soyunun Tarihgesi ve Karakterizasyonu

1973 yilinda Dr. Soule ve Michigan Kanser Vakfi'ndaki arkadaslari tarafindan, meme
adenokarsinomu olan 69 yasindaki bir kadinin plevral efiizyonundan elde edilen ve tiiretilen MCF-7
hiicreleri adin1 da Adin1 Michigan Kanser Vakfi'ndan (MCF) almistir (Lee vd., 2015). MCF-7, 40 yili
askin siiredir bir¢ok ¢alismada genellikle tiimor biyolojisi ve hormon etki mekanizmasi galigmalarinda
yaygin in vitro model olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre dizisidir. Meme kanseri dahil tiim
antikanser ilag caligmalar1 ve ilag direnci arastirmalart i¢in uygun bir model hiicre soyu oldugu
kanitlanmigtir. MCF-7, Gstrojen reseptorii alfa (ER- a)3-5, progesteron reseptorii (PR), androjen ve
glukokortikoid reseptorlerini eksprese eden birka¢ hiicre dizisinden biridir ve bu nedenle tibbi
aragtirmalarda degerli bir aragtir. MCF-7, liimen A molekiiler alt tipine aittir ve ayrica normalde diisiik
metastatik potansiyele sahip oldugu diisiliniilen, zayif agresif ve invaziv olmayan bir hiicre dizisidir. Bu
nedenle zamanla hasta bakimi i¢in diger meme kanseri hiicre dizilerinden daha fazla pratik bilgi verisi
tretimi saglamistir ve diinyada en ¢ok ¢alisilan insan meme kanseri hiicre dizisi olmustur (Comsa vd.,
2015). MCF-7 hiicreleri, meme epiteline benzer bir dizi 6zelligi koruduklar igin epitel benzeri bir
morfolojiye sahiptir ve tek tabakalar, kiiltiir kab1 ve hiicre tek tabakasi arasindaki sivi birikimi nedeniyle
kubbe seklinde yapilar olusturmaktadir. Biyiiyen kiiltiirlerde farkli alt popiilasyonlarinin oldugu
kesfedilmistir. ER pozitif veya ER negatif olabilen, Ostrojene asirt duyarli diziler ve ayrica
kemoterapiye direngli bir dizi olmak flizere gesitli varyantlari belli amaglar igin gelistirilmektedir
(Nugoli vd., 2003).
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2.3. Iyon Kanallan Biyolojisi ve Fonksiyonu

Bir iyon kanali genellikle dort temel kisimdan meydana gelmektedir; iyonlarin gegmesi i¢in bir
merkezi iletim yolu (agiklik, por), belirli iyonlarin ge¢isine izin vermek i¢in bir iyon tanima alani (segici
olarak filtre), biri agilirken digeri kapanabilen birden fazla kap1 ve tetikleme sinyalini algilayan ve
kapiya ileten bir sensérden olusmaktadir. Iyon kanallar1 yasayan hiicrelerin temel yap taslarindandir.
Iyon kanallari, belirli iyonlarin elektrokimyasal potansiyellerine gére, lipid membranindan hiicre igine
veya digina pasif olarak gecisini saglayan ve kontrol eden entegral membran proteinleri olarak
bilinmektedir. Neredeyse biitiin plazma zarlar1 ve pek ¢ok hiicre i¢i organelin zarinda bulunmakta olup
cok fazla cesitlilige sahiptirler. Hiicrelerin lipit membranlari, bu makromolekiiler sistemler olmadan,
herhangi bir iyonun ge¢isini engelleyici derecede yiiksek enerjili bir bariyer gorevi gdrmektedir
(Tabassum ve Ahmad, 2011). Iyon kanallar1, birden fazla gdzenek igeren kanallar olarak bilinmesine
ragmen, genellikle merkezi bir gézenekten ve onu gevreleyen farkli alt birimlerden veya alanlardan
olusan integral zar proteinleri olarak tanimlanmaktadir. Tipik olarak iletken yol, Vm (voltaj kapili
kanallar) veya ligand kapili kanallar tarafindan enerjetik olarak kontrol edilen, konformasyonel bir gegit
seklinde kapilanmaktadir. Bu islem (aktivasyon) ayrica, membran gerilmesi (mekanik olarak kapili
kanallar) gibi diger mekanizmalar tarafindan da yiiriitiilebilmektedir. fyon kanallarimin agilmasi, aktive
edici faktorlerin varliginda fosforilasyon veya allosterik modiilasyon yoluyla da diizenlenebilmektedir,
uyaran kaldirildiginda kanallar tekrar kapanmaktadir (deaktivasyon). Devre disi birakilmis kanallar,
dinlenme durumunda tipik olarak kapalidir. Ancak etkinlestirme faktorii devam ederse ¢ogu kanal tiirt,
inaktivasyon (voltaj kapili kanallar i¢in) veya duyarsizlastirma adi verilen bir siirecle, devre disi
birakilmis durumdan farkli bir kapali duruma asamali olarak ulasma egilimi gostermektedirler.
Inaktivasyon/duyarsizlastirma kinetigi, kanal tipine ve kosullara bagh olarak milisaniye ile dakika
arasinda  degismektedir. Inaktivasyon veya duyarsizlastirma gerceklestikten sonra Uyaran
uzaklastirildiginda, daha fazla uyaran uygulamasi ile kanal hemen yeniden etkinlestirilemez. Proteinin
aktivasyon i¢in uygun olan dinlenme kapali durumuna geri donmesi igin belirli bir siire gerekmektedir
(Di Resta ve Becchetti, 2010).

Iyon pompalar, iyonlar1 elektrokimyasal potansiyellerine karsi yokus yukar1 hareket ettirerek
hiicre zar1 boyunca bir konsantrasyon gradyani olusturmak ve siirdiirmek i¢in ATP hidrolizinden
yararlanmaktadir. Biyolojik membran kanallari ve pompalar, spesifik iyonlar igin ¢ok secici
olabilmektedir (Roux, 2017). Kapali ve agik konformasyonel durumlar arasinda gegis yaparak
(gegitleme) plazma zarindan pasif iyon akisini kontrol etmektedirler. Kanallar, membran potansiyeli,
spesifik ligandlar veya mekanik uyaranlar gibi diger ajanlar tarafindan kapilanabilmektdir. Spesifik
uyaranlara cevap olarak kapilarint agip kapatilabilmekte, belirli iyonlarin gecisine segici olarak izin
verebilmekte, cesitli diizenleyici sinyalleri algilayabilmekte ve ¢evrenin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerine tepki gosterebilmektedirler (Prevarskaya vd., 2018). Neredeyse tiim hiicrelerde yiiksek
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oranda eksprese edilen 6nemli bir ‘membran protein ailesi’ olan iyon kanallari, sadece hiicre
uyarilabilirligini, kas kasilmasini ve salgi salgilanmasini diizenlemez ayni zamanda plazma zar1 ve
hiicre i¢i organel zarlarindaki gesitli iyon kanallarinin aktivitesi ve ayrica hiicre ¢ogalmasi, gog, apoptoz
ve farklilasma gibi hiicresel fonksyonlar1 diizenlemektedirler. Ayrica iyon kanallar1 madde transportu,
voliim kontrolii, enzim aktivitesi, sekresyon, gen ekspresyonu ve interselliiler iletisimde de rol
oynamaktadir (Di Resta ve Becchetti, 2010). Iyon kanallarmin kuramsal olarak varliklari ilk kez 1952
yilinda Alan Hodgkin ve Andrew Huxley tarafindan sinir iletimi ¢aligmalariyla gésterilmistir, deneysel
olarak varliklarinin gosterimi ise 1970’1 yillarda Erwin Neher ve Bert Sakmann tarafindan yapilmistir.
Insan genomunda sinir ve kas gibi uyarilabilir hiicrelerde 400’iin iizerinde iyon kanali kodlayan gen
kesfedilmistir. Iyon kanallar1 ya tek bir proteinden veya daha yaygin olarak, her biri farkli bir gen
tarafindan kodlanan bir protein olan birkag alt birimin bir araya gelmesinden olusmaktadirlar. insan
hastaliklarinin iyon kanali genlerindeki (kanalopatiler) kalitsal bir kusurdan kaynaklanabilecegi fikri,
ndrofizyologlarin iskelet kasi uyarilabilirliginde (miyotoni ve periyodik felg) cesitli bozukluklarin
nedenlerini arastirdiklar1 1970'lerin basindan bu yana arastirma konusu olmaya devam etmektedir
(Carbone ve Mori, 2020).

2.3.1. Iyon Kanallarim Smiflandiriimasi

Iyon kanallar1 her biri farkl1 bir gen tarafindan kodlanan farkl alt birimlerden olusmaktadir ve
farkli olgiitlere gore degisik kategorilerde simflandirilmaktadirlar. Iyon kanallari, gecmesine izin
verdikleri iyon tiplerine, gegitlenme faktorlerine (kapili ve kapisiz olmak tizere) doku ekspresyon
paternlerine ve yapisal Ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Kanallar, her biri farkli bir gen
tarafindan kodlanan farkli alt birimlerden olusmaktadir. Voltaj kapili ve ligand kapili kanallar olmak
iizere iki ana iyon kanali simifi bulunmaktadir. Iyon kanallarn tipik olarak ii¢ farkli durumda
bulunabilmektedir; birincisi acgik halde, ikincisi inaktive edilmis halde (kanal agildiktan sonra, kanalin
iyonlarin gegmesine izin vermeyecegi refrakter periyot, kapali) ve tiglinciisii istirahat halinde (dinlenme
durumu) kapal1 halde olabilmektedir. Iyon kanallarinin agilip kapanmasi, membran potansiyeli (voltaj),
ligandlar (6rn., hormonlar ve norotransmitterler), ikinci haberciler (6rn., kalsiyum ve dongiisel
niikleotitler), 151k, sicaklik ve mekanik degisiklikler (mekanik olarak aktive edilen kanallar) gibi gesitli
faktorler tarafindan kontrol edilmektedir (Kim, 2014).

2.3.1.1. Voltaj Kapih iyon Kanallar1 (VGIC)

Transmembran potansiyelindeki degisikliklerle inaktive veya aktive edilen voltaj kapili iyon
kanallari, kanal boyunca iletilen ana iyona (6rnegin; sodyum, potasyum, kalsiyum veya kloriir) gore
isimlendirilmektedir ve ana islevlerine gore néronlarin farkli bolgelerinde yogunlasmaktadirlar. Voltaj

kapili sodyum kanallari, aksiyon potansiyelini olusturmak igin akson tepeciginde yiiksek
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konsantrasyonda bulunmaktadir. Ranvier digiimleri, aksiyon potansiyelini yeniden olusturmak icin
yiiksek konsantrasyonda hem sodyum hem de potasyum kanallar1 igermektedir. Norotransmiterlerin
salmimina izin vermek igin, akson terminalleri biiyilk miktarda kalsiyum kanali konsantrasyonu
igcermektedir. Farkli voltaj kapili kanallar, S1-S6 olmak iizere alt1 transmembran bolgeye sahiptirler.
Alt birimler, merkezi bir gbzenek olusturacak sekilde birlestirilmektedir. Bu merkezi gozenegin 6zel
yapisi, kanalin belirli bir iyona se¢ici gecirgenligini belirlemektedir (Bernard ve Shevell, 2008). Voltaj

kapili iyon kanallarinin, kanser hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli gorevleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.3. Kanser hiicre dongiisii sirasinda ifade seviyelerine gore farkli VGIC kanallarinin aktiviteleri.

Hiicre dongiisii sirasinda voltaj kapili Na* ve/veya Ca*? kanallarmin agilmasi pozitif yiikleri
hiicre dis1 bosluktan sitoplazmaya hareket ettirerek zarin depolarizasyonuna neden olmaktadir ve bu
olay hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazindan S fazina gegisi tesvik etmektedir. Diger yandan, S fazindaki
membran potansiyeli, K* kanallarinin acilmasi ve/veya Ca™ ve/veya Na' kanallarmin kapanmasi
nedeniyle repolarize olma egilimi gostermektedir. S fazinin geri kalanindaki hiicrelere kiyasla mitoz
artan sitozolik Na* ve/veya Ca'? nedeniyle, daha ¢ok depolarize membran potansiyeli ile iliskili
goriinmektedir. Artan Ca*? girisi ve depolarizasyon, Ca* ile aktive olan K* kanallarinin stimiilasyonuna

ve Cl™ kanallarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (Rao vd., 2015).
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Voltaj kapih Potasyum Kanallann (VGKC): Yapilan arastirmalara gore, voltaj kapili potasyum
kanallarinin (VGKC) hiicre ¢ogalmasi, kanser ilerlemesi, hiicre dongiisii ve apoptozda rol oynadig:
bildirilmektedir. Voltaj kapili K* kanallar1 (VGKC; Kv), adindan da anlasildig1 lizere K iyonlarina
secici olarak gecirgen olan, 12 alt aileden (Kv1-Kv12) meydana gelen heterojen ve genis bir iyon kanal
ailesidir. Bu iyon kanallarin1 kodlayan proteinlerin aktiviteleri, zar potansiyelindeki degisiklikler
tarafindan diizenlenmektedir ve hem uyarilabilir hem de uyarilabilir olmayan hiicrelerde dinlenme zar
potansiyelini yonetmekte gérevlidirler. Birkag VGKC'nin ifade edildigi dokudan uzaktaki farkli kanser
dokularinda anormal sekilde eksprese edildigi gozlemlenmistir. Ayrica VGKC aktivitesinin
degistirilmesinin, hiicre proliferasyonunun durdurulmasindan motilitenin inhibisyonuna kadar kanser
biyolojisinin ¢esitli yonleri tizerinde giiglii bir etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Rao vd., 2015).
Asagidaki sekilde voltaja bagimli K* kanallarinin alt tipleri filogenetik aga¢ seklinde gosterilmistir
(Ruta vd., 2003).

Kv 1-9 dyelerinin filogenetik agac

Kv5.1 [KCNF1, 2p25)
Kv2.1 [KCNB1, 20913]
L Kv2.2 [KCNB2, 8q13]

Kv6.3 [KCNG3, 2p21)

Kv6.1 [KCNG1, 20g13)
4& Kv6.2 [KCNG2, 18q22)
— Kv6.4 [KCNG4, 16g24]
| Kv7.1 [KCNQ1, 11p15)
Kv7.3 [KNCQ3, 8g24)
Kv7.2 [KCNQ2, 20q13]
Kv7.4 [KCNQ4, 1p34])
Kv7.5 [KCNQS, 6g14]
Kv8.1 [KCNV1, 8q22)
L ez
Kv9.3 [KCNS3, 2p24]
_LKVQ.Z [KCNS2, 8q22)
Kv3.4 [KCNC4, 1p21) Kv9.1 [KCNS1, 20q12)
Kv3.2 [KCNC2. 18q13)

Kv3.1 [KCNC1, 11p14]
Kv3.3 [KCNC3, 19q13)

Kv4.1 [KCND1, Xp11]
AE Kv4.2 [KCND2, 7g31)
Kv4.3 [KCND3, 1p13]

e Kv1.7 [KCNA7, 19q13]

Kv1.4 [KCNAS 11p14]

Kv1.6 [KCNAS, 12p13]
Kv1.5 [KCNAS, 12p13]
Kv1.8 [KCNA10.1p13]
Kv1.2 [KCNAZ, 1p13)
Kv1.1 [KCNA1, 12p13]
Kv1.3 [KCNAS, 1p21]

Sekil 2.4. Voltaj kapili potasyum kanallarinin alt tipleri.
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Kv10-12 iiyelerinin filogenetik agaci
Kv12.2 [alk-2, KCHNHI, 12g13]

Kv12.1 [elk-1, KCNHE, 3p24]
_: Kv12.3 [elk-3, KONH4, 17g21]
Kw10.1 [eag-1. KCNH1, 1g32]
—: Kv10.2 [pag-2, KCMHS, 14923]
Kv11.1 [erg-1, KCHHZ2, Tg35]
—g Kv11.2 [erg-2, KCNHE, 17923
Kv11.3 [arg-3, KCNHT, 2q24]

Sekil 2.4. (devami) (Ruta vd., 2003).

Voltaj kapih Na* kanallar1 (VGSC): Diger yandan voltaja bagl sodyum kanallar1 (VGSC), hiicre dist
pH'm diismesine katkida bulunmaktadir ve bu da kanser hiicresi gociini ve istilasim
kolaylastirmaktadir. Ayrica VGSC ve VGKC’ler, membran potansiyelini kontrol ederek ve ¢ogalma,
istila, go¢ ve metastaz ile ilgili siireclerde ikinci bir haberci olarak islev goren Ca®* akisini diizenleyerek,
voltaja duyarl1 Ca®* kanal aktivitesini modiile etmektedirler (Diaz-Garcia ve Varela, 2020). Voltaj kapili
Na" kanallarinin ¢esitli karsinomlarda ifadesinin arttig1 bildirilmektedir. Nav1.5a alt biriminin ifadesi,
meme kanserinde kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (Lang ve Stournaras, 2014).

Voltaj kapih Na® kanallari (VGSC'ler), gdzenek olusturucu o alt birimleri ve gozenek
olusturmayan B alt birimleri igeren heteromerik protein kompleksleri olarak tanimlanmaktadir.
VGSC'lerin dokuz o alt birimi (Nav1.1-Nav1.9 arasi isimlendirilen) ve dort B alt birimi (B1-p4)
bulunmaktadir. VGSC'lerin B alt birimleri imminoglobulin siiper ailesinin {yeleridir, kanal
aktivitelerini diizenler ve ayrica hiicre yapisma molekiilleri olarak bilinmektedirler (CAM'ler).
VGSC'lerin  temel gorevi, elektriksel olarak uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyellerinin
baglatilmas1 ve iletilmesidir. Bununla birlikte VGSC'ler, bazi uyarilamayan hiicrelerde de ifade
edilebilmektedirler. Fibroblastlar, glia hiicreleri, bagisiklik hiicreleri ve kanser hiicrelerinde artan veya
azalan ifadelerinin etkisi heniiz tam anlamiyla anlasilamamistir (Patel ve Brackenbury, 2015). Birkag
kanser tiiriinde a alt birimlerin, MRNA ve protein ekspresyonunu degistirerek metastatik potansiyel ile
iliskilendirildigi bildirilmistir. Asagidaki tabloda, voltaja bagl Na* kanallarinin o ve B alt birimleri ve

iliskilendirildikleri kanser tiirleri gosterilmektedir (Brackenbury, 2012).

Tablo 2.1. Voltaj kapili sodyum kanallarinin a ve B alt birimleri ve iligkilendirildikleri kanser tiirleri.

Protein Gen Kanser Tipi

o alt birimleri

Navl.1 SCNI1A Yumurtalik

Navl.2 SCN2A Rahim agzi, mezotelyoma, yumurtalik, prostat

Nav1.3 SCN3A  Yumurtalik, prostat, kii¢iik hiicreli akciger kanseri

Navl.4 SCN4A Rahim agzi, yumurtalik, prostat

Navl.5 SCN5A Meme, kolon, lenfoma, noroblastom, kiiglik hiicreli olmayan akciger

kanseri, yamurtalik, kii¢iik hiicreli akciger kanseri
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Tablo 2.1. (devami)

Protein Gen Kanser Tipi

a alt birimleri

Nav1.7 SCNY9A  Meme, servikal, lenfoma, mezotelyoma, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, yumurtalik, prostat

Nav1.8 SCN10A -

Nav1.9 SCN11A Lenfoma, kiigiik hiicreli akciger kanseri

P alt birimleri

B1 SCN1B  Meme, servikal, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat

B2 SCN2B  Meme, servikal, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat

B3 SCN3B  Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat

B4 SCN4B  Meme, servikal, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat

Voltaj kapihi kalsiyum (VGCC) kanallar1: Voltaj kapili Ca** kanallar: yiiksek voltajla etkinlestirilen
(Cavl.1-1.4, Cav2.1-2.3) ve distk voltajla etkinlestirilen (Cav3.1-3.3) kanallar olarak
siiflandirilmaktadir ve 10 farkli izoformdan olusan alt tiplere sahiptirler. Neredeyse tiim uyarilabilir
hiicrelerde farkli oranlarda eksprese edilmektedirler ve noronal uyarilabilirligi, sinaptik plastisiteyi, gen
transkripsiyonunu, kas kasilmasini, kardiyak otomatisiteyi ve hormon salinimini kontrol etmektedirler
(Carbone ve Mori, 2020).

Voltaj kapili Ca** kanallar1 (VGCC'ler), presinaptik sinir terminalinde, Ca?* iyonlarinin akisina
izin vermek icin aksiyon potansiyellerine yanit olarak acilmaktadirlar. iyon akisi, aksiyon
potansiyellerinin frekans: ile dogrusal bir sekilde degisen dereceli bir siire¢ olmakla birlikte, sonugta
sinaptik yariktan postsinaptik membrana yayilan ve onlarin spesifik reseptorlerine baglanan ¢esitli
norotransmiterlerin salimmi gergeklesmektedir. Hiicre igi serbest Ca?*, hiicrelerde en yaygin sinyal
iletim eleman1 olarak bilinmektedir. Hiicre dis1 ve hiicre ici (sitoplazmik) Ca?* konsantrasyonlar
arasinda bir elektrokimyasal gradyan bulunmaktadir ve bunlar ayrica plazma zar1 VGCC'leri yoluyla
sitozole girmektedir veya hiicre i¢i havuzlardan salinmaktadirlar. Degismis Ca?* kanal fonksiyonu
yoluyla hiicre ici Ca®* diizeylerinin anormal yiikselmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar, kas bozukluklari,
akut veya kronik agri, epilepsi, serebellar ataksi, migren, duygudurum bozukluklar1 ve belirli kanser

tiirleri dahil olmak tizere gesitli insan patofizyolojileriyle iliskilendirilmektedir (Gupta, 2011).

Voltaj kapih kloriir kanallar1 (VGCIC): CIC ailesine ait voltaj kapili kloriir (CI') kanallar1 hemen
hemen tiim hiicrelerde bulunmaktadir ve bir¢ok farkli fizyolojik ve patofizyolojik siiregte 6nemli roller
oynadig diisiiniilmektedir. CIC ailesi hiicre zarlar1 boyunca CI” iyonlarinin voltaja bagh tasinmasina
aracilik eden genis bir protein ailesi olarak tamimlanmaktadir (Poroca vd., 2017). ilk kloriir kanallarinin
(CIC-0 ve CFTR) klonlanmasindan 6nce, CI” iyonlarinin hiicre zarlar1 boyunca elektrokimyasal dengede
oldugu diisliniildiigii i¢in, kloriir kanallar1 bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmemistir. Ayrica, spesifik
inhibitorlerinin olmamasi ve biyokimyasal saflastirmasinin zorlugundan dolay1 voltaj kapili kloriir
kanallarmin molekiiler olarak tanimlanmasi, diger kanallara gére daha geg yapilmistir. ilk defa 1990

yilinda Torpedo marmorata'dan klonlama stratejisi ile saflastirilan kloriir kanali CIC-0 olarak
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adlandirilmistir. Daha sonraki yillarda 6bakterilerden hayvanlara kadar bir¢ok organizmada daha da
genisleyerek bir¢ok alt {iyesi tanimlanmustir. Son zamanlardaki arastirma sonuglarina goére, voltaj kapili
kloriir kanallarinin hiicre proliferasyonunda ve birincil beyin tiimor hiicrelerinin istilaci hiicre go¢iinde
onemli rolleri oldugu ortaya c¢ikmustir (Olsen vd., 2003). Kloriir iyonu elektronegatif bir yapida
oldugundan membran potansiyelindeki degisiklikler yoluyla, ndronlarin ve kaslarin uyarilabilirligini
diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Epitel hiicrelerinde CI” konsantrasyonu, hiicre igi ve hiicre
dis1 ozmotik homeostazin korunmasina yardimei olan iyon tasiyicilari aracilifiyla iyon hareketinin
yoniinii belirlemektedir. CIC-0'm kesfinden sonra dokuz memeli CIC proteini tanimlanmistir ve
bunlarin dérdii plazma zarinda eksprese edilmektedir ve kanal olarak ¢alismaktadir, diger besi ise hiicre

i¢i zarlara lokalize durumunda olan CI/H" degistiricileridir (Poroca vd., 2017).

2.3.1.2. Ligand Kapihi iyon Kanallan (LGIC)

Bu transmembran iyon kanali grubu, bir noérotransmitter gibi bir kimyasal habercinin (yani bir
ligandin) baglanmasina yanit olarak agilan veya kapanan kanallardan olusmaktadir ve hizli sinaptik
aktarim saglamaktadirlar. LGIC'lerin protein kompleksleri iizerinde endojen ligandlarin baglanma
bolgeleri (allosterik bir baglanma bolgesi) bulunmaktadir. Iyon kanali bir ligand tarafindan
diizenlenmektedir ve genellikle Na*, K*, Ca®*" veya CI gibi iyonlara karsi ¢ok segici olmaktadir.
Sinapslarda bulunan bu tiir reseptorler, presinaptik olarak salinan nérotransmitterin kimyasal sinyalini
dogrudan ve ¢ok hizli bir sekilde postsinaptik bir elektrik sinyaline doniistirmektedir (Keramidas vd.,
2004).

LGIC'lerin farkl1 alt tipleri bulunmaktadir:
e Nikotinik asetilkolin reseptorleri (Cys-loop): GABAA (Y-aminobiitirikasitA),
5-hidroksitriptamin3 (5-HT3), glisin, serotonin.
e Iyonotropik glutamat reseptorleri: AMPA, Kainate, NMDA.
e ATP-kapili kanallar: P2X reseptor aileleri (Hucho ve Weise, 2001).
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Cys-loop (nikotinik R o e -
ACh) siiper ailesi Glutamat reseptdr ailesi P2X reseptor ailest

o—g

Pentamer Tetramer Trimer
5 hidroksitriptamin3 (5-HT3), Kainate reseptorler:

N — NMDA reseptorler:

Sekil 2.5. Ligand kapili iyon kanallarinin i¢ yapisal alt biriminin sematik gésterimi (Collingridge vd.,
2009).

2.3.1.5. Mekanik Olarak Aktive Edilen iyon Kanallar

Bu kanallar mekanik girdileri biyokimyasal sinyallere doniistiirmektedirler. Mekanik olarak
aktive edilmis iyon kanallarimin tamimlanmasi ve Karakterizasyonundaki zorluklar nedeniyle
aragtirmalart kisitli kalmistir. Ancak, bu kanallarla iligkili ¢esitli kanalopatilerin varligi, kanallarin
onemini ortaya koymaktadir. Mekanik olarak aktive edilen iyon kanallari, plazma zarinda gézenekler
olusturmaktadir ve mekanik uyaranlarla agilmaktadirlar. Bu kanallar agildiginda, yiiklii iyonlar pasif
difiizyonla elektrokimyasal gradyanlarindan asagi dogru bir membran akimi tiretmektedir. Cogu kanal
gozenekten gegebilen spesifik iyonlar igin segicilik gostermektedir (Martinac ve Poole, 2018).
Prokaryotik ve 0karyotik canlilarda her biri farkli yapilara ve islevlere sahip ¢esitleri bulunmaktadir.
Dokunma, yercekimi ve ozmotik basing gibi mekanik uyaranlar, mekanik olarak aktive edilmis (MA)
iyon kanallar1 tarafindan algilanmaktadir. Hiicrelerin fiziksel ¢evrelerini algilama ve tepki verme
yetenegi, genis bir biyolojik siire¢ olarak neredeyse tiim canlilarda korunmus bir 6zelliktir. Memelilerde
ENaC (epitelyal sodyum kanal1) /ASIC (asite duyarli kanallar ailesi), TRP (ge¢ici reseptor potansiyel
ailesi), KoP (iki porlu K* kanallar1 ailesi) ve PIEZO olmak iizere 4 kanal ailesinin bazi alt tiyeleri
mekanik aktive kanallar sinifina girmektedir. Ancak bunlardan yanlizca PIEZO1 ve PIEZO2
kanallarinin birincil aktivasyon mekanizmasi mekanik uyaranlardir, digerleri 6ncelikli tiirlerine gore de
aktivasyon gosterebilmektedirler (Ranade vd., 2015).

Akciger epitel hiicreleri lizerinde yapilan bir calismada, PIEZO1 kanalinin hiicrelerin
yapismasini azalttigi ve hiicre gogiinii indiikledigi gosterilmistir. PIEZO2 kanali tizerine yapilan bir

calismada ise, premalign insan fibroblastlarinda PIEZO2 kanallarinin inhibisyonunun normalden
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bagimsiz biiylimeyi destekledigi bildirilmistir (Volkers vd., 2015). TRPV4'{in inhibisyonunun mekanik
algilamaya bagl siireclerde degisikliklere neden oldugu ve agn algilama, kikirdagin homeostatik

bakimi, mesanede basing algilama ve tiimor anjiyogenezi gibi sonuglara yol actig1 bildirilmektedir
(White vd., 2016).

2.3.1.4. Por Sayisina Gore Iyon Kanallar1 (TPC’ler)

Tek porlu kanallar: Hemen hemen tiim iyon kanallar1 bu simifa girmektedir.
Iki porlu kanallar: Asagidaki gruplara ayrilmaktadr;
1. CatSper kanallari: Sperm katyon kanallaridir. CatSper1-4 olmak iizere 4 alt tipi bulunmaktadir
(Chung vd., 2022).

2. 2 porlu potasyum kanallar1 (K2P’ler): TASK1-5, TREK-1, TREK-2, TRAAK, TWIK-1,
TWIK-2, TRESK, THIK-1, THIK-2, TALK-1ve TALK-2 bu gruba girmektedir (Decher vd.,
2021).

3. Gegici reseptor potansiyeli (TRP) kanallari: TRP kanallarinin 20 alt tipi tanimlanmustir.

e TRPC grubu (TRPC1, TRPC4,5, TRPC3,6,7 ve TRPC2)
e TRPV grubu (TRPV1-5)
e TRPM grubu (TRPM1-8) (Clapham vd., 2001).

2.3.1.5. Aquaporinler (AQPS)

Aquaporinler (AQPs), zar boyunca suyun ve bazi kii¢iik ¢oziinen maddelerin transferinde iyon
kanallar1 gibi islev goren biitiinleyici zar proteinleri olarak tanimlanmaktadir. Bakterilerde, bitkilerde
ve hayvanlarda korunmus olarak bulunmaktadirlar ve yapisal analizler sonucu her aquaporin
molekiiliiniin merkezinde bir gézenek oldugu gosterilmistir. AQP’lerin memeli hiicrelerinde simdiye
kadar 10'dan fazla izoformu (AQPO-AQP12) belirlenmistir ve bir¢ok hiicrede ve dokuda farkli
sekillerde eksprese olmaktadirlar (Takata, 2004). Insanlarda hemen hemen her doku ve organda bulunan
AQP’ler, su kanallari olarak bilinmelerine ragmen aquaporin 1 (AQP1) dahil olmak tizere birgok tipinde
iyon kanallarina benzer islevler gozlenmistir. AQP1 6zellikle aktif Na* tasinmasi ve kandan beyne su
akis1 ile BOS {iireten beyin ventrikiillerini ¢evreleyen bir doku olan koroid pleksusta yiiksek oranlarda
eksprese edilmektedir (Boassa vd., 2006). AQP2 ise renal tiibiillerin toplama kanallarindaki ana
hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilmektedir, ayrica kalp yetmezligi durumunda ve gebelik
durumunda da asir1 eksprese edildigi bildirilmektedir (Kozono vd., 2002). AQP'lerin kanserin
gelismesinde ve ilerlemesinde ¢ok onemli rolleri oldugu kanitlanmistir, 6rnegin AQP'ler hiicresel
ortami degistirdiginde, hiicresel ozmolalite, hacim, iyonik bilesim ve sinyal yollarinda degisiklikler
meydana gelmektedir ayrica ikinci haberciler olarak gorev yapan belirli molekiillerin hiicre igi

seviyelerindeki degisiklikler de AQP'ler tarafindan senkronize edilmektedir. Bu nedenle AQP'lerin,
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kanser gelisimini ve ilerlemesini destekleyen ¢ok sayida efektor sinyal molekiiliinii diizenlemekle
gorevli oldugu diistiniilmektedir. AQP1, AQP3 ve AQP5 ekspresyonu insan meme kanserlerinde asir
eksprese edilmektedir. AQP1 ise, Ostrojen reseptorleri araciligiyla endotel hiicrelerini uyararak

anjiyogenezin gelisimini indiiklemektedir (Dajani vd., 2018).

2.3.2. Iyon Kanallarinin Hastahklarla iliskisi

Iyon kanallar1 tiim hayvan, bitki ve bakteri hiicrelerinin zarlarinda bulunmaktadirlar ve hiicre
gelisimi ve fonksiyonunun tiim ana yonlerinde kilit rol oynamaktadirlar. Iyon kanallari, dinlenme ve
aktivite sirasinda hiicre fonksiyonunu etkin bir sekilde diizenlemek i¢in oynadiklari role bagli olarak
farkli oranlarda ve yogunluklarda ifade edilmektedirler. 500°den fazla alt birimi oldugu bildirilen iyon
kanallaryla iliskili hastaliklar genetik, otoimmiin, toksik (gevresel) veya iyatrojenik temelli
olabilmektedir. Iyon kanallarinin ortasinda iginden iyonlarin gectigi bir gozenek yapisi bulunur, bu
gozeneklerin etrafinda subiiniteler vardir ve bunlarin her biri bir gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu
tiniteleri olusturan proteinlerdeki aminoasit dizilimlerinin degisimi kanallarin gegirgenligini
degistirerek iyon alis-verislerinde bozukluklara ve dolayisi ile hiicre igi haberlesmede aksakliklara
neden olabilmaktedir (Di Resta ve Becchetti, 2010). Birgok ¢esidi bulunan bu iyon kanallarinin degisik
dokulardaki farkli ekspresyonlar1 sonucunda degisen aktivitelerinin ¢esitli hastaliklara (kanalopati)
neden oldugu bilinmektedir. Kanalopatiler, iyon kanallarinin kalitsal mutasyonlarinin neden oldugu
bozukluklardir. Kanalopatiler, bir¢ok 6nemli fizyolojik siiregte merkezi rol oynayan iyon kanallarimnin
yapisal ve islevsel fonksiyonlarinda genetik veya sonradan kazanilmis faktorlerin neden oldugu
kusurlarla ortaya ¢ikan, ozellikle uyarilabilme 6zelligi olan her tiirlii hiicreyi, dokuyu ve organi
etkileyen ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir. Bu hastaliklar arasinda; migren, depresyon, sizofreni,
diyabet, astim ve ¢agimizin hastalig1 olan kanser gibi birgok hastalik bulunmaktadir ve bu hastaliklar
ile iyon kanallarinin dogrudan iligkisi oldugu bildirilmektedir (Felix, 2000). Bu hastaliklarin ortaya
cikisinda birbiriyle iligkili iki kavram one ¢ikmaktadir. Birincisi, fenotipik heterojenliktir ve bu
durumda ayn1 gendeki farkli mutasyonlar farkli hastaliklara neden olabilmektedir. Ornegin, iskelet
kasindaki ayni voltaja bagli sodyum kanalindaki mutasyonlar, hiperkalemik periyodik felg,
hipokalemik periyodik felg, potasyumla agirlastirilmis miyotoni ve paramiyotoni konjenita ile
sonuglanabilmektedir. ikinci kavram ise, genetik heterojenliktir ve bu durumda farkli genlerdeki
mutasyonlar, ayni goriinen hastalik fenotipiyle sonuglanabilmektedir. Ornegin, hiperkalemik periyodik
felg, iskelet kas1 sodyum kanalini kodlayan farkli genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir
(Bernard ve Shevell, 2008).
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Sekil 2.6. Iyon kanallari ile iliskili hastaliklar (Falconer vd., 2002).

2.3.3. Iyon Kanallarinin Kanserle iliskisi

Son yillarda yapilan arastirmalar iyon kanallarmin gesitli kanser 6zelliklerine dahil olarak,
tiimor olusumunda ve kanserin gelisiminde 6nemli roller Gistlendigini géstermektedir. Bu sebeple iyon
kanallar1 onkolojide yeni bir arastirma alanimi olusturmaktadir (Vaeth ve Feske, 2018). Kanser
patogenezi, nihayetinde normal doku homeostazini bozan ve normal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalma ve
yayillma sergileyen koétii huylu tiirevlere doniisiimiinii saglayan genomda dinamik degisiklikleri
icermektedir. Kotii huylu doniisiim sirasinda membran iyon kanallarini ve tastyicilart kodlayan genler
de bu durumdan etkilenmektedir. Iyon kanallarinin ifadesi dolayli veya dogrudan birgok patolojik
durumda degisiklige ugramaktadir. Zarlardan gecen iyon ve molekiil akislari, hiicre zar1 potansiyelini
ve hacmini tanmimlar, hiicre i¢i sinyal olaylarinda yer alirlar ve spesifik hiicresel tepkileri
etkinlestirmektedirler (Herve, 2015).

Iyon kanallari, iyon akislarin1 kontrol ederek, aksiyon potansiyeli ve sinaptik iletim gibi hizli
hiicre sinyallerini ve ayrica mitoz ve hiicre gogli gibi cok daha yavas siirecleri sekillendirmektedirler.
Son yillarda giderek daha fazla kabul edilen verilere gore, kanserin ayirt edici 6zelliklerinde gesitli
kanal tiirleri yer almaktadir ve neoplastik ilerlemenin belirli asamalarin1 diizenlemektedirler. Uzun
siireli in vitro c¢aligmalar sonucunda, bu iyon kanallarinin inhibisyonunun kanser hiicrelerinin
biiytimesini bozdugu bildirilmektedir (Arcangeli ve Becchetti, 2015).

Son yillarda sadece plazma membran kanallari degil, ayn1 zamanda hiicre i¢i olanlar da kanser
hiicrelerindeki bazi tipik &zelliklerin kontrolii ile iliskilendirilmektedir. Endoplazmatik retikulum,
cekirdek, lizozom, endozom ve mitokondri dahil olmak {izere hiicre alti organellerde iyon

homeostazinin korunmasinda ¢esitli kanal tiirleri rol oynamaktadir (Leanza vd., 2013). Siiper
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¢ozliniirlikli mikroskopi, organellar elektrofizyoloji, organel hedefli floresan goriintiileme ve organel
proteomiklerinde son zamanlarda yasanan teknik gelismeler, hiicre i¢i iyon taginmasi arastirmalarinda
cigir agmaktadir. Birgok yeni organellar kanal molekiiler olarak tanimlanmaktadir ve elektrofizyolojik
olarak karakterize edilmektedir. Bu gelismeler sayesinde iyon kanali tagiyicilarinin gogunun molekiiler
tamimlanmasi, fizyolojik islevlerinin genetik ve farmakolojik yollarla incelenmesini miimkiin
kilmaktadir (Xu vd., 2015).

Iyon kanallarinin kanserdeki rolii, tanimlanan kanser dzelliklerine dahil olmalar1 baglaminda

degerlendirilmektedir, bunlar:
e Biiylime sinyallerinde kendine yeterlilik,
e Antigrowth sinyallerine duyarsizlik,
e Programlanmig hiicre 6liimiinden kagma (apoptoz),
e Sinirsiz ¢ogalma potansiyeli,
e Siirekli anjiyogenez ve
e Doku istilasi ve metastazi.

Son ¢aligmalar, spesifik iyon kanallarmin tanimlanan kanser 6zelliklerine katkisinin farkli
kanser tiirlerine gore degistigini géstermektedir. Bu nedenle iyon kanallarinin kanser teshisi igin hedef
olarak 6nemini belirlemek ve tedavi etmek i¢in ekspresyon, fonksiyon ve diizenlemeleri her kanser tiirii
icin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi gerekmektedir (Zamponi, 2016). Giiniimiizde bilindigi kadariyla,
insanlarda iyon kanallarmin 500'den fazla alt birimi mevcuttur, dolayisiyla bu biiyiik protein sinifi

giderek artan bir sekilde cok onemli ilag hedefleri olarak kabul edilmektedirler (Pless ve Ahern, 2015).

Hiicre Dongiisii

Bir hiicre dongiisii, temel olarak cogalmayan hiicrelerden olusan GO fazi, hiicrelerin DNA
replikasyonu i¢in hazirlandigr G1 fazi, ardindan hiicrelerin DNA replikasyonuna ugradigi S fazi ve
hiicrelerin mitoz/hiicre boliinmesine girmeye hazirlandigi G2 fazi ve son olarak hiicrelerin hiicre
dongiisii siirecini bireysel olarak devam ettiren yavru hiicrelerle tamamen boliinmesiyle sonuglanan
mitoz (M) fazindan olugsmaktadir (Rao vd., 2015).

Hiicre dongiisii sirasinda ii¢ 6nemli kontrol noktast bulunmaktadir; birincisi G1/S gegisi
sirasinda, ikincisi G2/M gegisi sirasinda ve tigiinciisii metafazdan anafaza gegis sirasindadir. Bir fazdan
digerine geciste hiicre dongilisii ilerlemesini ve dogru hiicre boliinmesini saglamak amaciyla hiicre
dongiisii Ca*™, ATP, siklinler, sikline bagimli kinazlar, protein kinazlar, protein fosfatazlar ve proteazlar
tarafindan yiiksek oranda diizenlenmektedir (Pineda vd., 2020). Hiicre dongiisiiniin normal sekilde
ilerlemesi doku yenilenmesi, yaslanma ve tireme ile dogrudan ilgili oldugu icin her ¢ok hiicreli
organizmanin dogal siireglerinde oneme sahiptir. Hiicre dongiisiiniin ilerleyisi sirasinda olusan

diizensizlikler, kontrolsiiz hiicre cogalmasina yol acan, kanserin ayirt edici 6zelligidir. Bu nedenle, ¢cok
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yonlii ve ¢ok karmagik kontrol mekanizmalari ile siki bir sekilde diizenlenmektedir ve ¢esitli iyon

kanallarinin bu mekanizmalara etkileri yillardir siiregelen arastirmalarla aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir
(Urrego vd., 2014).
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Sekil 2.7. Tyon kanallarinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina ve hiicre dongiisii ilerlemesine katkis
(PMC: premitotik yogunlagma) (Prevarskaya vd., 2018).

Hiicre dongiistinii diizenleyen en dénemli ve dinamik faktorlerden biri zar potansiyelidir (Vm,
transmembran potansiyeli olarak da adlandirilir). Bu membran potansiyeli, aslinda hiicre igi ve hiicre
dis1 ortam arasindaki iyonik konsantrasyondaki farkliliklar sonucu gelisen, bir elektrik yiikiinden
ibarettir. Membran potansiyeli ve Ca®* homeostazina iliskin klasik mekanizmalardan pH kontrolii,
hiicre hacmi diizenlenmesi, biiylime faktorii salinimu, hiicre dig1 matris ile etkilesim gibi birgok hiicresel
fonksiyonun diizenlenmesinde iyon aktarimi ve dolayisiyla iyon kanallari biiyiik rol oynamaktadir
(Becchetti vd., 2013). Iyon kanallarmin varligmin sadece bir hipotez oldugu zamanlarda bile, hiicre
dongiisiinde membran potansiyeli (Vm) ve iyon aktariminin 6nemli roller oynadigina dair goriisler
bulunmaktaydi ve 6zellikle neoplastik olan farklilagmig hiicrelerin, hareketsiz veya dongiilii hiicrelere
kiyasla genellikle hiperpolarize durumda oldugu bilinmekteydi. Patch clamp tekniginin
gelistirilmesiyle birlikte, bu konuda daha fazla kanitlar elde edilmistir ve voltaj kapihi Ca®* ve K*
kanallarinin T lenfositlerde ve hibridomlarda mitozu diizenledigi ortaya ¢ikmigtir (Becchetti, 2011).

Insan glioma hiicrelerinde CI" akimlarinin ekspresyonunun hiicre dongiisiine bagli oldugu
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bilinmektedir. Klor akimi, erken G1'de en yiiksek kanal aktivitesi ve GO, G1 ve S fazlarinda en diisiik
kanal aktivitesi gostermektedir. Bu akimin, hiicre dongiisiiniin durmasindan sonra belirgin sekilde
upregiile oldugu gosterilmektedir (Valenzuela vd., 2000). Membran zar potansiyelini negatif degerlerde
tutan K* kanallar1 ayni zamanda hiicrelere kalsiyum girisi icin biiyiik bir itici gii¢ saglamaktadir ve Ca?*
akis1 tarafindan iiretilen yiiksek hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonlari, hiicrelerin cogalma yetenegine katkida

bulunmaktadir (Ullrich, 1999).
2.3.4. Kanser Patofizyolojisinde Rol Alan Ana Membran Kanal Aileleri

Uyarilabilir ve uyarilabilir olmayan hiicrelerde iyon kanallari, hiicresel homeostazin kritik
diizenleyicileri olarak; elektrik sinyali iletimi, gen ekspresyonu, hiicre sinyal yollari, hormonal
salgilama, 6grenme ve hafiza gibi hayati fizyolojik siiregleri diizenlemektedirler. Anormal iyon kanali
aktivitelerinin karsinojenez, hiicre go¢ili ve metastasi ile baglantili oldugunu gosteren kanitlarin miktari
arttik¢a, kanser de kanalopatiler arasina katilmistir. Farkli iyon kanallar1 ve onlarin alt aileleri, farkli
histolojik kokenlerden gelen birgok kanser tiiriiyle ve bu kanserlerin gesitli asamalarindaki rolleriyle

iliskilendirilmistir (Rao vd., 2015).
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Sekil 2.8. Insan kanserleriyle iliskilendirilmis iyon kanal tiirleri ve aquaporinler (AQPs) (Xia vd.,
2017).

Iyon kanallarinin farkli kanserlerdeki rollerinin tiimér tipine 6zgii oldugu diisiiniilmektedir
ciinkii her tiimdr hiicresi benzersiz bir heterojenlik sergilemektedir (tiimdr mikrogevresi) ve bu durum

kanser tedavilerinin kisiye 6zgili olmasi gerektigi goriisiinii dogurmaktadir. Bu nedenle iyon kanallarinin
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farkli kanserlerdeki ekspresyon, fonksiyon ve diizenlemeleri her kanser tlirli i¢in ayn ayn
degerlendirilmektedir. Tablo 2.2.°de insan kanserlerinde ifadesi degisen iyon kanallarina ait

literatiirdeki ¢aligmalar 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Insan kanserlerinde ifadesi degisen iyon kanallari ve hiicresel islevleri (Prevarskaya vd.,
2018).

Iyon Kanallari

Hiicresel islevi

Kanser isaretleri

Etkilenen Kanser Tipi

ANO1
(TMEM16A)

AQP1
AQP8/9
ASIC1

ASIC2a/ASIC3
CLC-3

IP-; R
Kyp2.1 (TREK1)

Kp3.1 (TASK1)
K2p9.1 (TASK3)

Kca2.2 (SK2)

Kea2.3 (Sk3)

Kea3.1 (IK)

K.10.1 (EAGL)

K.10.2 (EAG2)

K v11.1 (Herg)

Nay1.5

Nay 1.6

Nay1.7

Hacim diizenleme

Hacim dizenleme
Hacim dizenleme
Ph hassasiyeti

Ph hassasiyeti

Hacim diizenleme
Ca?*sinyalizasyonu
ER, Mitokondri

V/ regiilasyonu ve Ca?*
girisi igin itici glig

Ph Hassasiyeti

V; regiilasyonu ve Ca?*
girisi igin itici gii¢

V; regiilasyonu ve Ca?*
girisi igin itici glig

V; regiilasyonu ve Ca®*
Qirisi i¢in itici giig
Hacim diizenleme, V;
regiilasyonu ve Ca?*
girisi i¢in itici giig

V; regiilasyonu,
Protein-protein
etkilesimi, V;
regiilasyonu, Ca®" girisi
icin itici gii¢

Hacim diizenleme

V; regiilasyonu,
Protein-protein
etkilesimi

V; regiilasyonu, Ph
diizenlemesi, Protein-
protein etkilesimi
Hiicresel islevi
bilinmemektedir

V, regiilasyonu, Na*
Qirisi

Proliferasyon, Metastaz,
Migrasyon, invazyon

Apoptoz Direnci,
Anjiyogenez

Apoptoz direnci

Migrasyon, invazyon,
Proliferasyon, Metastaz

Migrasyon, Invazyon
Proliferasyon ve
Yasama Orani

Proliferasyon

Proliferasyon ve
Apoptoz Direnci

Proliferasyon

Proliferasyon
Metastaz, Migrasyon

Migrasyon, Invazyon,
Proliferasyon

Proliferasyon,
Migrasyon, Metastaz,
Anjiyogenez

Proliferasyon,
Migrasyon, Metastaz

I?roliferasyon, Metastaz,
Invazyon, Anjiyogenez

Metastaz, Invazyon

IIlVS.ZYOIl

IIlVS.ZYOIl

Prostat, Akciger, Meme
kanseri HNSCC*

RCC*, Melanom, Meme
kanseri

HCC (Karaciger kanseri)

Glioblastoma, HCC,
Meme Kanseri

Adrenokortikal kanser
Glioma

Biitiin kanser tipleri

Prostat kanseri

NSCLC (kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri)

Meme Kkanseri, Akciger,
Kolorektal kanser

Melanom

Meme Kanseri ve Kolon
kanseri

Glioma, Melanom ve
Kolon kanseri

Coklu kanserler, Meme
kanseri ve Nonspesifik
kanserler

Medulloblastoma

Coklu kanserler,
Kolorektal kanser

Meme kanseri, Kolon,
Yumurtalik kanseri

Rahim agzi kanseri

Meme, Prostat, NSCLC,
Rahim agzi kanseri

(*HNSCC; bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom, RCC; renal hiicreli karsinom, Vr: dinlenim membran

potansiyeli).
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Timor hiicreleri, normal hiicrelerin  diizenli olarak gegcirdigi, diizenleyici kontrol ve
kisitlamalarin ¢cogundan kagmaktadir ve iyonik homeostazin bozulmasi sonucu daha yiiksek hiicre igi
Na" ([Na]) ve CI" ([CI]i) konsantrasyonlarina sahiptirler. Bu durum, onkogenezin karakteristik
ozelliklerdendir. Sonugta kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla daha fazla depolarize Vr’ye
sahip olmas1 bu nedenledir. Ayrica kanser hiicrelerinde depolarize Vr artik sadece bozulmus iyonik
konsantrasyon dengesinin bir yansimasi olarak kalmaz, kanser belirtilerini tesvik etmede aktif bir
belirte¢ haline gelmektedir (Cameron vd., 1980).

2.3.4.1. K" Kanallar ve Kanser

Iyon kanallarmin en ¢ok sayida gesidine sahip olan ve hemen hemen her hiicrede bulunan bir
siifi olan K" kanallarmin, membran potansiyelini kontrol etme, sinir ve kardiyak aksiyon
potansiyellerine ve ndrotransmitter salinimina katkida bulunma gibi gesitli gorevleri bulunmaktadir.
Ayrica, insiilin salimimi, farklilagmasi, aktivasyonu, ¢ogalmasi, apoptoz ve diger bazi fizyolojik
fonksiyonlarin yani sira, neoplastik hiicre c¢ogalmasinin ve hayatta kalmasinin diizenleyici
mekanizmalarinda da yer almaktadirlar. K* gegirgenligini kontrol eden K* kanallar1 hem uyarilabilir
hem de uyarilabilir olmayan hiicrelerde ¢ok énemli roller oynamaktadir ve insan genomunda yaklagik
90 farkli gen iiriiniiyle eksprese olmaktadirlar. Hiicrelerde ifade edilen en biiylik ve en gesitli voltaj
kapili iyon kanallar1 grubunu olusturan voltaja bagli K* kanallari, yardimc1 KVb alt birimleriyle
birlesebilen gbzenek olusturucu bir alt birim (KVa alt birimi) icermektedir. KVb alt birimleri, iyon
kanali islevini veya lokalizasyonunu degistirerek, bu iyon kanallariyla iligkili fizyolojik rollerin
cesitliligini arttirmaktadir. Birgok veriye gore, K™ kanallarimn tipleri olan voltaj kapili K* kanallari,
Ether 4-go-go K* kanallari, iki porlu (Kzp) K* kanallar1 ve Ca?* ile aktive edilmis K* kanallar1 gibi birkag
K" kanal1 ailesi, tiimor biyolojisi ile iliskilendirilmektedir (Herve, 2015).

Bazi galismalarda, hiicre i¢i potasyum kaybimin apoptoza etkisi arastirilmistir ve voltaj kapili K*
kanallarinin apoptoz mekanizmasinda nasil bir rol oynadigi gozlemlenmistir. Buna istinaden
tetretilamonyum, tetrapentilamonyum veya kinin kullanilarak potasyum kanallarinin dogrudan
inhibisyonunun, hiicreleri hiicre 6liimiinden koruyabildigi agiklanmustir. Asagidaki tabloda K*
kanallarinin alt tiplerinin iliskili olduklar1 kanser tipleri ve apoptozdaki rolleri gosterilmistir (Bortner

ve Cidlowski, 2014).

Tablo 2.3. Potasyum kanallarinin alt tiplerinin ilgili kanser tiiriiyle apoptozdaki rolleri.
Kanal tiirii  Apoptozdaki rolii flgili kanser tiirii
Kv1.3"in rituksimab tarafindan inhibisyonu, apoptozu

Kvl3 indiiklemek i¢in FcgRIIB reseptoriinii uyarir. B hiicreli lenfoma
Dikloroasetat, apoptozu indiiklemek i¢in Kv1.5' Karaciger kanseri,

Kv1.5 . ;
upregiile eder. Adenokarsinom
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Tablo 2.3. (devami)

Kanal tiirii. Apoptozdaki rolii Tlgili kanser tiirii
Kv10.1 Eagl'in eszamanli yikilmas1 ve TRAIL kaynakli .
Osteokarsinom
(Eagl) apoptozun asir1 ekspresyonu.
EI(E\;llgol)l Eagl'in imipramin kaynakli apoptoz ile inhibisyonu. Yumurtalik kanseri
Kv10.1 Sltotoks1_k 11_a<;1_ar_la duyarhilastirma ile TRAIL kaynakli Prostat kanseri
(Eagl) apoptoz ile inhibisyonu.
Kvil.1 Bu kanal1 asir1 eksprese eden hiicrelerde doksazosin A
(hERG) kaynakli apoptoz ile Kv11.1'in inhibisyonu. Prostat, Hipofiz
TREK-1 TREK-1'in kurkumin kaynakli apoptoz ile inhibisyonu.  Yumurtalik kanseri
KCa3.1 TRAIL kaynakh apoptoz ve KCa3.1'in TRAM-34 Melanom
tarafindan inhibisyonu.
BKca Zoledronik asit kaynakli apoptoz ile BKc, aktivitesinin Meme Kanseri
artmasi.
K KATP"in glibenclamid veya U37883A tarafindan Melanom
ATP inhibisyonu, TRAIL kaynakli apoptozda artis.
. MitoKv1.3"in Psora-4, PAP-1 veya klofaimin kaynakli ~ Osteokarsinom ve
mitoKV1.3 o
apoptoz tarafindan inhibisyonu. melanom
HERG irltslrs)latm kaynakli apoptoz ile HERG ekspresyonunda Mide kanseri
hERG1 hERG1'in E-4031 ile inhibisyonu, SDF-1 ile Akut miyeloid [ésemi

indiiklenen apoptoz.

2.3.4.2. Na' Kanallar ve Kanser

Na" kanallarinin kanserdeki rolleri, esas olarak NaV1.5 (nNaV1.5), NaV1.6 ve NaV1.7' nin
neonatal varyantlarinin asir1 ekspresyonu ile iligkilendirilmektedir. Na* kanallarinin meme kanseriyle
iliskisi tizerine yapilan bir ¢alismada, metastatik insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-23 {izerinde,
NNaV1.5’in asir1 ekspresyonu gosterilmistir. Benzer sonuglar nNaV1.5 kanallarinin ekspresyonu ile
cesitli histolojik kokenlerden gelen kanser hiicrelerinin yiiksek invaziv potansiyeli arasinda da
bulunmustur. Sonug olarak, nNaV1.5 kanalinin asir1 ekspresyonunun kanser hiicrelerinin metastatik
potansiyelini arttirdigi bildirilmistir (Diaz-Garcia ve Varela, 2020). Voltaja duyarli Na* kanallari
(NaV), sinir ve kas gibi uyarilabilir dokularda aksiyon potansiyelinin olusumu ve siirdiiriilmesinde
gorevlidirler. Diger yandan uyarilabilir olmayan epitel dokulardan (meme, prostat, akciger ve serviks)
tiireyen yiiksek derecede metastatik kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilmektedirler (Lee vd., 2006).

Ornegin, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde, NaV1.5 ve yardimci alt birimlerinden
olusan fonksiyonel sodyum kanali komplekslerinin asir1 ifadesiyle birlikte, zar potansiyelinde siirekli
bir ice dogru sodyum akimi gergeklestigi bildirilmektedir (Gillet vd., 2009). Diger bir ¢aligmada,
Nav1.5 mRNA'sinin yumurtalik kanserinde asir1 eksprese oldugu bildirilirken, yumurtalik kanserindeki
ekspresyon seviyelerinin farkliliklarina goére, yumurtalik kanserinin derecelendirilmesi ve metastazi

hakkinda bilgi sagladig: agiklanmistir (Gao vd., 2010).
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2.3.4.3. Ca*? Kanallan ve Kanser

Kalsiyum sinyallerinin pek ¢ok hiicresel siirecte genis bir rol oynadigi bilinmektedir ve anormal
kalsiyum sinyallerinin, kanserle iligkili sinyal yollarindan tiiméor ilerlemesini kesin olarak etkiledigi
kanitlanmistir. Onkojenik sinyal yollarinda kalsiyum homeostazi ¢ok onemlidir. Bu sinyal yollart
kanserde 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan STAT-3"i aktive ederek glioma, prostat kanseri ve
meme kanseri gibi birgok kanser tiirliniin ilerlemesine katkida bulundugu bildirilmektedir. Ayrica ¢ok
sayida calisma bazi kanserler tiirlerinin, spesifik Ca*? kanallarinin ekspresyonundaki biiyiik
degisikliklerle iligkili oldugunu ve bu kanallar1 kodlayan proteinlerin bazilarinin inhibisyonunun,
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve metastazini engelledigini yada azalttigini ortaya koymaktadir
(Monteith vd., 2012).

Ug ana plazma membran Ca*? gecirgen kanal sinifi bulunmaktadir;

1. Membran depolarizasyonunu kalsiyum girisine baglayan voltaj kapili kalsiyum kanallart
(VGCCller): insanlarda 10 gen tarafindan kodlanan CaV1, CaV2 ve CaV3 o.i. iig alt tipi
bulunmaktadir.

2. Gegici reseptor potansiyeli (TRP’ler) kanallari: insanlarda 27 gen tarafindan kodlanan
TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP, TRPML o.ii. 6 alt tipi bulunmaktadir.

3. Ca'salinimiyla aktive olan kanallar (CRAC’ler): SOCE, STIM ve ORATI ve IP3R (inositol
3-fosfat reseptorleri) proteinlerini kodlayan kanallardir (Wu vd., 2021).

2.3.4.4. ClI Kanallar ve Kanser

Bir¢ok yasayan organizmada ifade edilen kloriir iyon kanallar1 (CLC), hem hiicrelerde hem de
hiicresel organellerin zarlarinda bulunmaktadir ve CI iyonlarinin zarlardan hareketine izin vererek
cesitli hiicresel yollar1 diizenlemektedirler. Bu kanallarin ifadelerindeki degisimler, ¢esitli insan
kanserleriyle iliskilendirilmektedir. Yapisal olarak, CLC'ler, her monomerde ayri bir iyon translokasyon
yoluna sahip dimerler olusturmaktadir ve bunlar, protonlar i¢in kloriirii degistiren kanallar veya

tastyicilar olarak ¢alismaktadirlar (K. Wang vd., 2019).
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—— Pozitif diizenleme
Kolorektal kanser i

— — > Negatif diizenleme

Karaciger kanseri

/
Akciger kanseri
_—

‘11 \

/ \

\

/,
/
/

\

Meme kanseri

(Nazofaringeal kansep
Prostat kanseri

Sekil 2.9. Kloriir kanallari ile iligkili kanserlerin gosterimi (kesikli oklar negatif diizenlemeyi, kesiksiz
oklar pozitif diizenlemeyi ifade etmektedir). Her bir kloriir kanali en az iki kanser tiiriinde rol
oynamaktadir. VDACI: Voltaj bagimli anyon kanal1 1, TMEM: Transmembran kanal ailesi iiyesi,
CLC: Voltaj kapil1 kloriir kanallari, CLIC: Ekstraselliiler kloriir kanallari, CFTR: Kistik fibroz
transmembran iletkenlik diizenleyicisi (Kim vd., 2022).

Pankreas kanseri

Servikal kanser

-

Yiiksek oranda korunmus CLIC kloriir iyon kanallari, Sitoplazmada ve gegici olarak plazma ve
i¢ hiicre zarlarda bulunmaktadirlar. CLIC'lerin CLICL, 2, 3, 4, 5 ve 6 olmak tizere alt1 tane alt tipi
bulunmaktadir. Bunlardan CLIC1 ve CLIC3 kanserle iliskilendirilmektedir. Hiicre dongiisii
diizenlenmesi, pH homeostazisinin korunmasi, hiicre sag kalimi, hiicre hacmi diizenlenmesi, membran
potansiyeli modiilasyonu gibi ¢ok ¢esitli hiicresel islevlere katilmaktadirlar. Prostat kanseri, karaciger
kanseri, nazofaringeal kanser, beyin tiimorleri ve kolorektal kanser gibi cesitli kanserlerde, farkli
diizeylerde eksprese olduklar bildirilmektedir (Ozaki vd., 2022).

VDACler, mitokondriyal metabolizmada rol alan iyon kanallari sinifidir. Ayrica belirli insan
kanseri tiirleri i¢in prognostik bir biyobelirteg olarak kabul edilmektedirler. VDAC1'in yiiksek
ekspresyonu, akciger, bag ve boyun, meme ve karaciger kanserleriyle iligskilendirilmektedir (Heslop vd.,
2021).

CTFR genindeki mutasyonlarin, CF (kistik fibroz) hastaligina neden oldugu bilinse de aymi
zamanda, kanser ile iliskisi son yillarda arastirma konusu olmaktadir. CFTR akciger, gastrointestinal
sistem ve tireme sistemi gibi farkli doku ve organlarda eksprese edilmektedir. CTFR geninin sevikal ve
kolorektal kanserler gibi farkli kanserlerde farkli oranlarda eksprese oldugu bildirilmistir (Parisi vd.,
2022).
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2.3.4.5. Ca* ile Aktive Edilen CI' iyon Kanallar1

Kalsiyum ile aktive olan kloriir kanallarinin (CaCC'ler), ilk olarak tanimlanmasi semender
retinasindaki ¢ubuk segmentlerinde ve Xenopus oositlerinde elektrofizyolojik yontemler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra, sayisiz elektrofizyolojik ¢alismayla epitelyal, néronal, salgi ve kas
(kalp, iskelet ve diiz kas) hiicreleri dahil olmak {izere, bir¢ok farkli memeli hiicresinde genis dlglide
eksprese edilen CaCC’lerin alt tipleri tanimlanmistir. Epitelden mukus salgilanmasi, ndronal ve
kardiyomiyosit uyarilabilirligi, diiz kas kasilmasi, koku alma, duyusal sinyal iletimi ve hiicre
cogalmasinin diizenlenmesi gibi ¢esitli fizyolojik islevlerde CaCC'lerin 6nemli rolleri bulunmaktadir.
CaCCl'leri hedef alan ilaglar, hipertansiyon, kistik fibroz, astim ve kanser gibi hastaliklarda terapotik
olarak aktif bir sekilde kullanilmaktadir (Yang ve Colecraft, 2015). Bir arastirma grubu tarafindan ilk
olarak 2008 yilinda TMEM16A’nin tanimlanmasiyla bu kanallarin gizemi ¢éziilmeye baslanmigtir. 3
farkli laboratuvarda c¢alisan arastirmacilardan olusan bu grup, CaCC'lerin temel yapisal bilesenleri
olarak ilk defa, TMEM16 transmembran protein ailesinin iki iyesini, TMEM16A (ANOI1) ve
TMEM16B'yi (ANO2, anoktamin2) tanimlamislardir (Cruz-Rangel vd., 2015).

2.3.4.5.1. Ca*? ile Aktive Edilen TMEM16A Kanalnin (ANO1) Kanserle iliskisi

Transmembran protein 16A (ayni1 zamanda anoktamin 1 (ANOI) olarak da adlandirilan
TMEMZ16A), voltajla veya hiicre i¢i Ca*? ile aktive olan kloriir iyon kanali olarak tanimlanmaktadir.
Hidropati analizleri sonucunda TMEM16 ailesinin tiim tiyeleri sitozolik N (amino) ve C (karboksi)
terminal uclu 10 TM (transmembran) alanina sahiptir. TMEM16A, bir¢ok Ca*? kanalmin (6rn., IP3R,
TRP kanallar;, STIM1 ve Orai kanallar1) ve reseptorlerin (6rn., GPCR'ler, EGFR) Ca*? sinyalini
diizenlemek igin bulundugu endoplazmik retikulum (ER) ve plazma zar1 temas bdlgelerinde
bulunmaktadir. Membranin hidrofobik ¢ekirdegine goémiilii olan yiiksek oranda korunmus bir
bolgesinde TMEM16A'nin Ca* aktivasyonuna aracilik eden bir Ca* baglama bolgesi bulunmaktadir
(Ma vd., 2017).
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TMEM16A

por yapisi

@®=>Ca 2 baglanma bolgesi

o=+ Fosforilasyon

EEEEEAVK

NH COOH

2

Sekil 2.10. TMEM16A monomerinin topolojisi. Her monomerin 10 TM alani bulunmaktadir.
TMEM16A'nin iyon iletimi saglayan por yapisi her alt birimde ii¢ ila yedi TM tarafindan
olusturulmaktadir. TMEM16A'nin aktivasyonu iki yolla gerceklesmektedir; TM2-TM3 dongiisiindeki
EEEEEAVK motifi araciligiyla voltajla (Vm) aktivasyon veya diisiik Ca?* konsantrasyonlar1 (<600
nM) araciligiyla diizenlenmektedir (Nowicka-Bauer ve Szymczak-Cendlak, 2021).

TMEMU16A iyon kanali, salgi epiteli, solunum yollar1 ve vaskiiler diiz kas hiicreleri, vaskiiler
endotel, Cajal interstisyel hiicreleri ve nosiseptif néronlar dahil olmak {izere bir¢ok hiicrede eksprese
edilmektedir. Salgi epitelinde siv1 salgilanmasi, diiz kas kasilmasi, bagirsak hareketliligi, hiicre hacmi
diizenlemesi, apoptoz ve agri gibi birgok hiicresel islevi diizenlemektedir. TMEM16A kanalinin
disfonksiyonunun kanser, hipertansiyon, gastrointestinal motilite bozukluklar1 ve kistik fibroz gibi
birgok hastaligin olusumuna katki sagladig: bildirilmektedir (H. Wang vd., 2017). TMEM16A kanallari
ayrica, transepitelyal sekresyon, kardiyak ve néronal uyarim, duyusal transdiiksiyon, diiz kas kasilmasi
ve fertilizasyon gibi ¢ok sayida fizyolojik siirecte temel aracilar olarak islev gostermektedirler.
TMEM16 membran ailesinin, memelilerde yiiksek oranda korunmus zarla ¢evrili proteinlerden olusan
on tane alt birimi bulunmaktadir (Tmem16 (a-h, j-k)) ve epitel hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edilmektedirler (Yang vd., 2008).
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Sekil 2.11. TMEM16A'nin (ANO1) farkli dokulardaki dagilimi ve hastaliklardaki rolii (Liu et al.,
2021). (A) Epitel hiicrelerinde, ANO1 aktivasyonu elektrolit ve miisin salgilanmasina aracilik
etmektedir. GPCR'lerin (ATP, asetilkolin, ikincil haberciler) aktivasyonu hiicre i¢i cAMP ve Ca**'da
artisa neden olmaktadir. Ayrica CFTR ve ANOL'in aktivasyonu, CI” sekresyonunu indiiklemektedir.
ANOL’in asir1 ekspresyonu astim ve ishal gibi inflamatuar hastaliklara neden olmaktadir. (B) Diiz kas
hiicrelerinde ANO1 aktivasyonu yoluyla Cl iyonlarinin disar1 akist depolarizasyona ve diiz kas
kasilmasina neden olmaktadir. ANOZ1’in agir1 ifadesi, astim ishal ve hipertansiyona yol agmaktadir.
(C) Duyu néronlarinda, ANO1'in hiicre i¢i Ca*? veya 1s1 ile aktivasyonu, Cl akisina neden olmaktadir
ve noropatik agriya yol acan noronal uyarilabilirligi arttirmaktadir. TRPV1 ve ANO1 arasindaki
fonksiyonel baglanti da nosisepsiyonda rol oynamaktadir. (D) Kanser hiicrelerinde ANO1
upregiilasyonu hiicre ¢ogalmasi ve gogiiyle iliskiliyken, ANO1 downregiilasyonu, EGFR/MAPK
sinyal yolu, CaMKII/MAPK sinyal yolu, TGF-f sinyal yolu ve NF-«B sinyal yolu dahil olmak tizere
coklu sinyal yollar1 araciligiyla apoptozu indiiklemektedir. ANO1'in aktivatorler veya giiglendiriciler
tarafindan farmakolojik aktivasyonu, agiz kurulugu ve kuru géz sendromlarinin tedavisi i¢in terapotik
bir stratejidir ve ANO1'in inhibisyonu, astim, diyare, hipertansiyon, noropatik agri, kanserler ve
ANOL ile ilgili kanalopatilerde olumlu sonuglar vermektedir (Liu vd., 2021).
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Sekil 2.12. TMEM16A ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar (Bai vd., 2021).

Epitel hiicrelerinde TMEM16A’nin agir1 ekspresyonu, IL4/IL13/STAT6 sinyal yollarin
aktivasyonu araciligiyla, astim, eozinofilik 6zofajit gibi birgok enflamatuar hava yolu hastaliga yol
agmaktadir. TMEM16A’nin IL-6, IL6R/STAT3 sinyal yolu araciligiyla ekspresyonu akut pankreatitte
asir1 eksprese oldugu ve EGFR ve STAT-3 sinyal yolu araciligiyla ise meme kanserinde asir1 eksprese
oldugu gosterilmistir. Ayrica LPS, NF-xB sinyal yolu yoluyla bagirsak epitel hiicrelerinde TMEM16A
ekspresyonu goézlenmektedir. Ek olarak, bircok inflamatuar hastalikta ve kolorektal kanserlerde
TMEMU16A ekspresyonu, miR-9 tarafindan diizenlenmektedir (Bai vd., 2021).

Arastirmalara gore TMEM16A, gastrointestinal stromal tiimorler, mide kanseri, bag ve boyun
skuamoz hiicreli karsinom (HNSCC), kolon kanseri, pankreas duktal adenokarsinomu ve 6zofagus
kanseri dahil olmak tizere bir¢ok kanserde asir1 eksprese edilmektedir., TMEMI16A'nin asiri
ekspresyonu, tiimor hiicrelerinin olusumu, ¢cogalmasi ve gogii ile iliskilendirilmektedir. TMEM16A
farkl1 kanserlerde farkli sinyal yollarini aktive etmektedir. Ornegin, meme kanserinde EGFR, STAT-3
ve CAMKII sinyalini, hepatomda p38 ve ERK1 / 2 sinyalini ve gliomada NFxB sinyal yolunu
aktiflestirmektedir (Q. Ji vd., 2019).

TMEM16A’nin ekspresyonunun degistirilmesi, transkripsiyonda veya hiicre boliinmesinde
gorevli proteinlerin ifadelerinin degismesiyle sonuglanmaktadir. Ornegin, Siklin A2 (CCNA2), Siklin
D1, Siklin E, Sikline bagimli Kinazlar 1 ve 2 (CDK1 ve CDK2) gibi hiicre dongiisii proteinleri, artan
TMEMU16A ekspresyonu ile beraber kanser hiicrelerinde upregiile edilmektedir. Ayrica, NF-kB, c-myc
ve STATS3 gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, TMEM16A ekspresyonu ile paralel artis
gosterirken, JUN ve JNK transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi, TMEM16A ekspresyonu ile negatif
olarak iliskilendirilmektedir (Crottes ve Jan, 2019).

TMEM16A, hiicreye 6zgii roltinii iligkili protein aglar, farkli kinazlarla fosforilasyon ve farkli

sinyal yollarinin katilmi yoluyla gostermektedir. Bu sinyal yollarini inhibe eden bazi ajanlar
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(inhibitorler) uygulandiginda, TMEM16A nin indiikledigi hiicre proliferasyonu ve gogiiniin azalacagi
yoniinde bazi ¢alismalar yapilmistir. “’Potansiyel bir onkogen’” olan TMEMI16A'nin asir
ekspresyonuna, 11ql3 gen amplifikasyonu, transkripsiyonel regiilasyon, epigenetik regiilasyon ve
miRNA'lar dahil olmak iizere birgok mekanizma neden olmaktadir. Bunlar ayrica, diger bir¢ok
proteinin ekspresyonunu degistirmektedir ve bu nedenle TMEM16A'y1 asir1 eksprese eden kanser
hiicrelerinin  heterojenligini  olusturmaktadirlar. Bu  heterojenlik, TMEMI16A'"nin  hiicre
proliferasyonunda ve gogiinde hiicreye 6zgii roliinii uyguladigi, belirli bir kanser tipine 6zgli benzersiz
hiicresel ortami belirlemektedir. TMEM16A gen modifikasyonu, farkli timorler arasinda biiyiik 6lgiide
degisiklik gostermektedir, bu durum anormal TMEMI6A gen diizenlenmesinin veya protein
fonksiyonunun tiimor tipine 6zgi olabilecegini diisiindiirmektedir (Cj vd., 2003; H. Wang vd., 2017).
Yapilan bazi arastirmalarda antikanser etkisi oldugu bilinen antihelmintik bir ilag olan
Niklosamidin’in, ¢esitli kanser hiicrelerinde, ANO1 kanallarini inhibe ettigi ve ANO1 ekspresyonunun
ortadan kaldirilmasiyla birlikte kanser hiicrelerinde proliferasyonu durdugu gosterilmistir. Boylece,
ANO1 kanallarinin inhibisyonunun, kanser proliferasyonuyla dogrudan iliskili oldugu ortaya
cikmaktadir (Kunzelmann vd., 2019). TMEM16A inhibitorii olarak tanimlanmus kiigiik molekiil yapilt
Dehidroandrographolide (DP) kullanilarak yapilan bir c¢alismada, patch clamp elektrofizyolojisi
kullanilarak, DP'nin, TMEM16A'y1 asir1 ifade eden insan SW620 (insan kolorektal kanseri hiicre hatti)
hiicrelerinde ve Fisher sigan tiroid (FRT) hiicrelerinde TMEM16A kloriir akimlarini inhibe ettigi, ancak
kistik fibroz transmembran iletkenlik regtilatorii (CFTR) kloriir akimlarini degistirmedigi gosterilmistir.
Farkli bir ¢alismada ise, DP'nin MTT deneyleri kullanilarak doza ve zamana baglh bir sekilde SW620
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi ve SW620 hiicrelerinin gociinii inhibe ettigi gosterilmistir. Ek
olarak, SW620 hiicrelerinin DP ile muamelesinin TMEMZ16A protein seviyelerinde bir azalmaya yol
actig1, ancak mRNA seviyeleri lizerinde higbir etkisi olmadig bildirilmistir (Sui vd., 2015).
TMEMI16A’nin, gastrointestinal stromal tiimdrler, mide kanseri, bas ve boyun skuaméz hiicre
karsinomu (HNSCC), kolon kanseri, pankreas duktal adenokarsinomu ve yemek borusu kanseri dahil
olmak iizere bircok kanserde asir1 eksprese edildigi bilinmektedir. TMEM16A, farkli kanser tiirlerinde
farkli sinyal yollarim aktive etmektedir. Ornegin, meme kanserinde EGFR ve CAMKII sinyali,
hepatomda p38 ve ERK1/2 sinyali, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom ve mesane kanserinde Ras-
Raf-MEK-ERK1/2 sinyali ve gliomada NFkB sinyal yolunu aktive etmektedir. TMEM16A'nin asiri
ekspresyonunun meme kanserinde karsinojenezde nasil bir rol oynadigi hala belirsizligini korumaktadir
ancak, bazi c¢aligmalarda meme kanserinde EGF tarafindan (epidermal biiyiime faktorii) uyarilan
EGFR-STAT3 sinyal yolunun, TMEM16A ekspresyonunu arttirdigi bildirilmektedir (H. Wang vd.,
2019). Ayrica, TMEM16A inhibisyonunun 6zellikle EGFR inhibitorleri ile kombinasyon halinde
uygulandiginda meme kanseri hiicre proliferasyonunu etkili bir sekilde azalttig1 da bildirilmistir (Chen
vd., 2021). Bugiine kadar bir¢ok ¢aligma, ¢cok cesitli dogal ve sentetik bilesiklerin TMEM16A lizerinde

diizenleyici etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu kiigiik molekiilli bilesiklerin, gelecekte
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TMEMI16A islev bozuklugunun neden oldugu bir¢ok hastaligin tedavisi igin yeni ilaglar olabilecegi
diistiniilmektedir (Q. Ji vd., 2019).

TMEMI16A kanalinin miRNA aracihiiyla diizenlenmesi

MicroRNA (miRNA'lar), kodlama yapmayan kiigiik RNA’lardir ve hedef mRNA'larinin 3'
cevrilmemis bolgelerine (3'-UTR) baglanmaktadirlar. Bundan dolayi, gen ekspresyonunun negatif
yonde ilerlemesine ve bozulma veya geviri baskisina neden olmaktadirlar, yani gen ekspresyonunu
baskilamaktadirlar. Veriler arttik¢a ortaya c¢ikan tabloya gore miRNA'lar, cesitli insan kanserlerinde
diizensiz bir yap1 sergilemektedirler. Onkogenler ve anti-onkogenlerle etkilesimlere girerek, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve metastaz gibi kanserin baz1 asamalarina etki etmektedirler.
miRNA'lar meme kanseri, akciger kanseri, pankreas kanseri, kolorektal karsinom ve yumurtalik kanseri
dahil olmak tizere, ¢esitli kanser tiirlerinde anormal ekspresyonlar sergilemektedirler (Chi ve Zhou,
2016).

Cao ve arkadaslari, mide kanserinde miR-381'in (miRNA-381) dogrudan TMEM16A sinyal
yolunu hedef aldigini belirledikleri bir ¢alisma yapmuslardir ve ayrica miR-381'in TGF-f sentezini ve
salgilanmasin1 inhibe ettigini ve ardindan EMT (epitelyal mezenkimal gecis) ekspresyonunu
downregiile ettigini de bildirmislerdir. Bu ¢alisma, miR381'in dogrudan TMEM16A'nin 3°’UTR kod
bolgesini hedefledigini ve mide kanserinde TMEM16A ekspresyonunu negatif olarak modiile ettigini
gostermektedir. Bu ¢alismanin sonucunda, miR-381'in TMEM16A'nin yukar1 akis diizenleyicilerinden
biri oldugu ve mide kanseri gogii ve istilasi lizerinde tiimdr baskilayict gorevi oldugu gosterilmektedir.

miR-381
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Proliferasyon TGF-B salgisi €<—— TGF-p sentezi
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!

Hiicre gocii ve Metastaz

Sekil 2.13. TMEM16A ve TGF-p sinyal yolunun diizenlenmesi yoluyla hiicre ¢ogalmasinin ve gociiniin
miR-381 aracili inhibisyonu (3'UTR 3'; ¢evrilmemis bolge, EMT; epitelyal mezenkimal gecisi temsil
etmektedir) (Cao vd., 2017).

Yakin zamanda yapilan birkag arastirmada, cesitli kanser tiirlerinde mikroRNA'larin
downregiilasyonu nedeniyle, TMEM16A’nin asir1 ekspresyon sergiledigi bildirilmistir. Kolorektal

kanserde miR-132, miR-9 ve miR-144’tiin downregiilasyonundan ve mide kanserinde miR-381’in
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downregiilasyonundan kaynaklanan TMEMI16A asir1 ekspresyon seviyeleri bildirilmistir (Bai vd.,
2021).

2.4, Tyon Kanallaria Yénelik fla¢ Gelistirme Hedefleri

Iyon kanallari, sayisiz insan hastaliginin tedavisi icin umut verici ilag hedefleri olarak
nitelendirilmektedir. Yapilan aragtirmalardan elde edilen verilere gore, insan genomu en az 400 iyon
kanal ailesini kodlamaktadir. Iyon kanallari, G proteinine bagli reseptdrlerden (GPCR'ler) sonra, FDA
onayli bir¢ok ilag i¢in en biiyiik ikinci membran proteini hedef sinifin1 temsil etmektedirler (Hutchings
vd., 2019; Santos vd., 2017). iyon kanallar1 tiim hiicrelerde ifade edildikleri i¢in, duyu algisi, sinir
iletimi, kas kasilmasi, salgilama, bagisiklik tepkisi, hiicre gogalmasi ve farklilagmasi dahil olmak tizere
hemen hemen tiim fizyolojik siireclerde yer almaktadirlar. Iyon kanallar1 dolayli veya dogrudan bircok
patolojik durumda degisiklige ugramaktadir ve bu degisikliklerin insanlarda bir¢ok hastalikla baglantisi
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, iyon kanallarini hedef alan ilaglar bir dizi hastalik i¢in énemli
terapGtik hedefler olarak tanimlanmaktadirlar (Zamponi, 2016).

Iyon kanallarmin hiicre dis1 ve hiicre i¢i alanlarinda ¢ok sayida ilag baglanma bolgesi
tanimlanmustir ve su anda piyasada bulunan ¢ok sayida ilag, farmakolojik aktivitelerini bu bolgelerle
etkilesime girerek gostermektedirler. Bu baglamda, iyon kanallarinin modiilasyonunda ve ilag
hedeflemesi ¢alismalarinda endojen ligandlari, kanal blokoérleri ve allosterik modiilatérler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir iyon kanalmin segici olarak bloke edilmesi, 6zel bir molekiiliin bir hiicrede
fizyolojik bir yanit olusturmak i¢in iyon kanalinin agilmasini 6nleyen biyolojik mekanizmadan ibarettir.
Iyon kanallarini bloke eden bu 6zel molekiiller iyon kanal inhibitdrii, blokeri veya antagonisti olarak
adlandirilmaktadir. Kanal inhibisyonu, katyonlar, anyonlar, amino asitler ve diger kimyasallar gibi
farkli molekiil tiirleri tarafindan gergeklestirilebilmektedir. Bu inhibitérler, kanalin agilmasi ile olusan

yaniti engellemektedirler (Bain, 2019).

Kanalopatilerde kullamlan ilac
hedefleme yontemleri

ivonlar

A Endojen ligandlar
® Kanal bloké&rleri
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Avantajlar
yiiksek secicilik
diisiik toksisite
gelistirilmis terapétik indeks

iyvonlar

voltaj /ligand kapili kanallar

Sekil 2.14. Iyon kanallarinin modiilasyonu ve ilag gelistirme calismalarinda kullanilan klasik
yontemler (Zhang vd., 2020).
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Teknolojik gelismeler ve arastirma verilerinin artis1 ile paralel olarak, patch clamp ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemler ile beraber iyon kanallarina 6zgii blokerlerin kullanimi kanser
calismalarinda giderek yayginlasmustir. Bu tip ¢aligsmalarla 6zellikle K*, Na*, Ca*® ve CI kanallarinin
ve alt tiplerinin kanserde hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu, apopitozis, onkogenez ve hiicre gogiiyle

iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Kale vd., 2015).
2.5. Cryptotanshinone (CPT)

Geleneksel Cin tibbinda olduk¢a degerli bir bilesik olan, Salvia miltiorrhiza bitkisinin
koklerinden ve rizomlarindan ekstrakte edilen Cryptotanshinone, farmakodinamik aktif bir bilesik
olarak derinlemesine arastirilmis ve ¢ok sayida hastalik ve bozuklugun tedavisinde etkinligi
kamitlanmistir (Chen vd., 2014). Yagda ¢oziinen Cryptotanshinone’un anti inflamatuar, antioksidan,
antibakteriyel, antikanser ve antitrombosit agregasyon aktivitesi dahil olmak {izere, gesitli farmakolojik
aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica kardiyovaskiiler hastaliklarda, kronik yetmezliklerde
ve Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu ve hastalarin bu bilesene ciddi yan etkiler
gostermedigi bildirilmistir (Wu vd., 2020).

Cryptotanshinone'un programlanmis hiicre 6liimii ve apoptozun uyarilmasinda roliiniin oldugu ve
kanser malignitelerinin tedavisinde etkinligi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Bissinger vd.,
2014). CPT, antikanser etkisini STAT-3 sinyal yolunu hedefleyerek, VEGFR-3 aracili ERK1 / 2
fosforilasyonunu baskilayarak ve kiiciik GTPaz aracili yollar araciligiyla, sinyallesmeyi inhibe ederek
gergeklestirmektedir. Arastirmalara gore STAT-3, antiapoptotik etkileri araciligiyla hiicrelere DOXO,
sisplatin ve docetaxel gibi kemoterapotik ajanlara karsi direng saglamaktadir. STAT-3 aktivitesinin
inhibe edilmesinin, kanser hiicre hatlarinin kemoterapotik ilaglarina duyarliligini arttirdigi yapilan
aragtirmalarla gosterilmektedir ve bu kanit, STAT-3 aktivasyonunun kesilmesinin tiiméor hiicrelerini
kemoterapotik ilaglara daha duyarli hale getirdigini gostermektedir. Diger taraftan, STAT-3 yollarini
hedef alarak inhibe eden bir ajan olarak CPT ise, kanser hiicrelerini TNF-a, TRAIL, Fas ve imatinib
gibi antikanser ajanlarina kars1 duyarli hale getirmektedir, bu nedenle antikanser ajanlarla birlikte

kullanimi arastirma konusudur (J. Wang vd., 2017).
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Sekil 2.15. Cryptotanshinone’un (Ci9H2003) kimyasal yapist (Wu vd., 2020).
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Yapilan bir arasgtirmada anti-timor etkinligini arttirmak i¢in CPT'nin anti-timér ilaglarla
kombinasyonunun miimkiin oldugu bildirilmistir. Cryptotanshinone molekiiliiniin dogrudan STAT-3'iin
(sinyal dontstiiriiciisiit ve transkripsiyon aktivatorii-3) SH-2 alanina baglanarak bir sinyal
doniistiriictisii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT-3) olarak hareket ettigi ve boylece SHP2 protein
tirozin fosfatazin aktivitesini upregiile ettigi, ayrica STAT-3 fosforilasyonunun bu durumdaki
inhibisyonunun, JAK2 fosforilasyonu tizerindeki etkisinden bagimsiz oldugu agiklanmistir (Wu vd.,
2020). Dae-Shin ve arkadaglarinin yaptig1 bir arastirmada, CPT'nin sitoplazmada STAT-3 molekiilleri
ile birlikte lokalize oldugu ve STAT-3 dimerlerinin olusumunu inhibe ettigini aciklamiglardir ve
CPT’nin, STAT-3'lin downregiile ettigi hedef proteinlerinin (siklin D1, survivin ve Bcl-xL gibi)
ekspresyonunu inhibe ettigini gostermislerdir. Sonug olarak CPT; anti-ttimor aktivite sergileyen bir
STAT-3 inhibitori olarak nitelendirilmistir. JAK-2 fosforilasyonunun inhibisyonu, CPT nin antitimor
etkisinin ikincil yolu olarak kabul edilmektedir. CPT'nin ayrica JAK-2/STAT-3 sinyal yolu araciligiyla
Hepal-6 hiicre apoptozunu indiikledigi ve ayrica tiimor infiltre eden makrofajlarin ve dendritik

hiicrelerin aktivasyonunu destekledigi bildirilmektedir (Shin vd., 2009).
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Sekil 2.16. CPT'nin anti-kanser etki mekanizmalari. "Ok", tesvik etkisini ve "T" alani, engelleme
etkisini temsil etmektedir (H. Li vd., 2021).
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CPT’nin; tiimor hiicrelerini hedefleyerek anjiyogenezi inhibe ettigi, proliferasyonu durdurdugu,
NFkB ve STAT-3 yollarin1 hedefleyerek timdr vaskiilarizasyonunu bozdugu ve mRNA'nin kararsizligi
nedeniyle TNF-a seviyesini azalttigi bildirilmektedir. Biitiin bu sonuglara dayanarak, CPT’nin kanser
aragtirmalarinda onleyici ve tedavi edici bir ilag olarak kullanilabilir oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Yuan
vd., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tezde Kullamlan Ara¢ Geregler ve Kimyasallar

Tez calismasinda sitotoksisite, QRT-PCR ve patch clamp analizleri igin kullanilan gerekli sarf

malzemeler ve kimyasallar Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Sarf malzemeleri ve kimyasallar.

Ad1 Markasi
Trypsin-EDTA Biowest
MTT Biobasic
Fetal Bovine Serum Biowest
Amphotericin B (20ml) BIO
RPMI 1640 W. HEPES (500 ml) BIO
Penicillin-Streptomycin (100 ml) Biowest
Trypan Blue (C.1.23850) (50 gr) Isolab
Steril DMSO (2.5 It) Isolab
Cesium chloride, 98% Sigma
N-Methyl-D-glucamine reagent plus Sigma
Cryptotanshinone ,98% Sigma
LightCycler 480 Sealing Foil Thermo
LightCycler 480 Multiwell Plate Thermo
High Pure Rna Isolation Kit Thermo
TagMan Gene Expression Master Mix Thermo
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ~ Thermo
ACTB TagMan® Gene Expression Assay, 75 Thermo
Test

ANO1 TagMan® Gene Expression Assay, 75Test  Thermo
Cell culture dish 60 x 15 mm Greiner
Pastor Pipeti LP Italiana
Serolojik pipet (5, 120ml) Sarstedt
96 kuyucuklu Well Plate Sarstedt
Flask 75 cm? Sarstedt
Steril Santrifiij Tipi (15,50ml) Sarstedt
Eppendorf Tiip (2.0 ml) Isolab
Cedex XS akill: hiicre sayma lami Roche, Mannheim, Germany
Otomatik Pipet tek kanal (100-1000 ul) Isolab
Otomatik Pipet tek kanal (10-100 pl) Isolab
Parafilm- 100 x38 mm Isolab
Filtreli Pipet Ucu (10, 100, 1000 1000 pl’lik) Isolab
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Tez ¢alismasinda sitotoksisite, qRT-PCR ve patch clamp analizleri igin kullanilan gerekli arag
ve geregler Tablo 3.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan arag ve geregler.

Ad1 Markasi

CO: inkiibatorii CCL-170B-8, ESCO

Etliv 5040 BP, Elektro-mag Wise Cuba
Laminar akiml kabin SafeFast ELITE, FASTER
Santrifiij Hettich, 320R

Inverted mikroskop PrimaVert, ZEISS

Hiicre sayim cihazi (Cedex XS) Roche, Mannheim, Germany
Hassas terazi Sartorius

Mikropipet seti Eppendorf

Buzdolabi Argelik

Elisa reader Thermo

Filamentli pipetler World Precision Instruments
Pipet ¢ekici P97, Sutter Instruments CO, ABD
BM-37XB invert mikroskop U-Therm International (H. K.) Limited
Multiclamp 700B yama kenetleme yiikselteci ~ Axon Instruments, ABD

Digidata 1322A sayisal ¢evirici Axon Instruments, ABD

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismalarimizda STAT-3 inhibitorii Cryptotanshinone’un sitotoksik etkilerini incelemek
amaciyla insan meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicre hatti Mersin
Universitesi Ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi’ de bulunan siv1 azot tankindaki
stoklardan ¢ogaltilmistir.

MCF-7, meme adenokarsinomundan muzdarip 69 yasindaki bir kadindan alinan plevral
efiizyondan elde edilmistir. Adin1 Michigan Kanser Vakfi'ndan (MCF) almistir ve diinyada en ¢ok
calisilan insan meme kanseri hiicre dizisidir. Hiicre hatt1 epitel benzeri bir morfolojiye sahiptir ve kiiltiir
kabr ile hiicre tek tabakasi arasinda sivi birikmesi nedeniyle tek tabakalar kubbe yapilar1 olusturur.
Ostrojen reseptorii alfa (ER-0)3-5" eksprese eden birkag meme kanserinden biridir. Hiicreler ayrica
androjen, progesteron ve glukokortikoid reseptorlerini de eksprese eder ve tibbi arastirmalarda ¢ok
degerli hale gelmislerdir. Hiicrelerin doubling (duplike) zaman1 yaklasik olarak 38 saattir. MCF-7 hiicre
hatlar1, 6ncelikle meme kanseri biyolojisini incelemek i¢in bir in vitro model olarak kullanilmaktadir

(Lee vd., 2015).

3.2.1. Hiicre Besi Ortami Hazirlanmasi

Tez caligmasinda kullandigimiz MCf-7 hiicreleri i¢in uygun oldugu bilinen RPMI-1640

medyumu (firmanin 6nerisine gore 2,5 mM L—Glutamin eklendi) igine inaktive edilmis %10 fotal sigir
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serumu (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve %1 amfoterisin eklenerek katkili medyum hazirlanmistir.

Hazirlanan katkili medyum +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. MCF-7 Hiicre Soyunun Ac¢ilmasi ve Cogaltilmasi

S1v1 azot tankindan ¢ikartilan hiicreler su banyosunda c¢oziindiiriilerek 37°C’ye gelmesi
saglanmistir. Steril kosullar altinda ¢6ziinmiis hiicrelerin bulundugu kriyoviyal tiip agild1 ve hiicreler
15ml’lik falkon tiip igerisine bosaltilarak tizerine 37°C sicaklikta esit hacimde medyum eklenerek
yikanmugtir. Falkon tiipteki hiicreler 130 g’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmis ve slipernatant kismi
atilmistir, kalan pellete 1ml medium eklenerek yavasga pipetaj yapilmistir ve 6nceden 4 ml besiyeri
konulmus T25 flasklara (25cm?) ekim yapilmistir. Ekim yapilan hiicreler 37°C’de %5 CO; igeren
inkiibatorde ¢ogalmaya birakilmistir. Hiicreler 25 cm?®lik flasklarda 5 ml hiicre mediumu icersinde
37°C’de ve %5 CO; ortaminda yeterli yogunluga ulasana kadar inkiibe edilmistir. Giin asir1 flask
ylizeyinde hiicrelerin ¢ogalmalar1 mikroskobik olarak incelenmistir. 2-3 giinde bir, hiicreler %80

konfluent oluncaya kadar medyumlar1 degistirilerek inkiibasyon islemine devam edilmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicreler %80-90 yogunluga ulastiginda pasajlama islemi gerceklestirilmistir.
Hiicre tabakasimnin iizerindeki medyum steril serolojik pipet yardimiyla ¢ekilmis ve 37°C steril fosfat
tamponu (dPBS) ile yikanmistir (25cm?’lik flask icin 2ml) ve hemen ardindan hiicrelerin iizerinde kalan
bu tampon da uzaklastirilmistir. Bu asamadan sonra zemine yapisan hiicreleri kaldirmak igin, hiicrelerin
yiizeyini kaplayacak miktarda (%0,25 ml) tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilmistir ve etiivde 5 dk
bekletilmistir. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopta kontrol edilmistir ve hiicre tabakas1 yiizeyden
tamamen kalkinca flasktaki tripsin-hiicre soliisyonu 15 m1’lik bir falkon tiipe aktarilmstir. Falkon tiipte
bulunan tripsin-hiicre karisiminin tizerine, tripsini inkiibe etmesi i¢in karigimin iki kat1 kadar medyum
eklenerek pipetaj yapilmustir. Hiicre stispansiyonu 130 g’de 5 dakika dondiiriildiikten sonra siipernatant
kismi atilmigtir ve pellet tizerine 1 ml katkili medyum eklenerek pipetaj yapilmistir. Daha sonra hiicre
sayimi ve canlilik oranlar1 belirlenerek hiicrelerin ne kadar seyreltilmesi gerektigine ve ekim
konsantrasyonuna karar verilmistir. Karar verilen miktarda hiicre, yeni flaska aktarilmigtir ve 37°C’ye
sitilmig yeni katkili medyum, hiicrelerin iizerine eklenmistir. Flask nazikc¢e sallanmistir ve boylelikle
hiicrelerin esit sekilde dagilmasi saglanmistir. Daha sonra hiicreler inkiibatore yerlestirilmistir. 2-3
giinde bir hiicreler %80 oraninda konfluent oluncaya kadar medyum degistirilerek inkiibe edilmistir.

Deney icin yeterli sayida hiicreye ulasana kadar bu islem tekrarlanmustur.
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3.2.4. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi i¢in Cedex XS (Roche, Mannheim, Germany) cihazi kullanilmigtir. Hiicreler 1:1
oraninda hiicre slispansiyonu / tripan mavisi boyast ile seyreltildikten sonra (10’ar uL) cihazin 6zel lami
olan Smart slides (Roche, Mannheim, Germany) haznesine 20 pl eklenmistir, elde edilen boya karigiml
ormek lam iginde Cedex XS hiicre sayim cihazina yerlestirilmistir ve sayim islemi cihazin yazilim
araciligiyla gerceklestirilmistir. Sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla yapilacak olan MTT deneyi i¢in
yeterli hiicre sayisini belirlemek amaciyla inkiibatorde bekleyen flasklarda %80 yogunluga ulasan
hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla kiiltiir ortamindan kaldirilmistir ve hiicre sayimlari yapilmistir.
96’11k plate icin kuyu bagina ekilecek hiicre sayisini belirlemek amaciyla yapilan literatiir taramasinin

ardindan, deney i¢in uygun hiicre say1si, kuyu basina~30.000-35.000 olarak belirlenmistir.

i T A bl SN e
il 3.2. MCF-7 hiicrelerinin Cedex XS hiicre sayim cihazindaki goriintiisii.

Se

3.2.5. Cryptotanshinone Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cryptotanshinone’dan (CPT) uygun stok soliisyonlar hazirlanincaya kadar +4° C’de
saklanmigtir. Deneye baslamadan 6nce Cryptotanshinone steril sartlar altinda (DMSO) igerisinde
¢ozdiiriilerek (DMSO< %0,1) SmM stok soliisyon hazirlanmistir. Stok ¢ozelti buzdolabinda bir ay
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kadar muhafaza edilebilmektedir. Deneyde kullanilacak uygun konsantrasyonlar stok soliisyonlarin

katkil1 medyum ile sulandirilmasi ile elde edilmistir.

3.2.6. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) stok c¢ozeltisinin

hazirlanmasi

MTT boyas1, uygun stok soliisyonlar hazirlanincaya kadar +4° C’de saklanmistir. MTT
boyasiin 1s13a hassasiyeti nedeniyle stok hazirlanirken ve sonraki deney asamalarinda da islemler
mimkiin oldugunca karanlikta yapilmistir. MTT boyas1 steril PBS (phosphate buffered saline)
igerisinde ¢oziindiiriilerek Smg/mL stok ¢dzelti hazirlanmistir ve 15182 maruz kalmamasi i¢in bulundugu
sise folyo ile kaplanarak buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir. Deneyde kullanilacak uygun

konsantrasyonlar stok soliisyonlarin katkili medyum ile sulandirilmasi ile elde edilmistir.

3.3. MTT testi

Tez ¢alismasinda yapilan MTT analizi hem dozlarin belirlenmesinde hem de sitotoksisitenin
degerlendirmesinde kullanilmigtir. Giinlimiizde en yaygin kullanilan hiicre canliligi, proliferasyon ve
sitotoksisite belirleme yontemlerinin basinda MTT testi gelmektedir. Yontem esas1 su sekildedir; MTT
boyasi yasayan hiicreler tarafindan aktif bir sekilde absorbe edilir ve reaksiyon mitokondriyal
dehidrogenaz tarafindan katalizlenerek reaksiyon sonucunda mavi-mor renkli, suda ¢dziinmeyen
formazanlar olusmaktadir. Olusan formazanlar yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelere
spesifik oldugu igin, hiicre canlihiginin bir gostergesi olarak goriilmektedir ve spektrofotometrik yolla

belirlenen absorbans degerleri, yasayan hiicre sayisini1 gostermektedir (Cetin, 2019).

3.3.1. Deney Gruplari

Doz belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda, Cryptotanshinone (CPT) i¢in 1, 10, 20, 30, 40,
50 uM doz degerleri belirlenmistir. Hiicre sayimi i¢cin Cedex XS (Roche, Mannheim, Germany) cihazi
kullanilmigtir. Calismamizda MTT deneyi igin 2 flasktan (%100 iiremis)-6milyon hiicre, 3 ayr1 96’lik
kuyucuklu plate’e 200 L medyum igerisinde ekilmistir (kuyu basina 35 milyon). Ekim yapildiktan
sonra, 24 saat boyunca hiicrelerin kuyucuk tabanlarina tutunmasi beklenmistir. Sekil 3.3.°de

sitotoksisite analizinde gruplarin 96’lik plate yerlesimi gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Sitotoksisite analizinde gruplarin 96’11k plate yerlesimi.

0w @m0 W >

1. K: Kontrol (hiicretmedyum) 5. C4: 4. CPT dozu (30 uM)
2. Cl: 1. CPT dozu (1uM) 6. C5: 5. CPT dozu (40 uM)
3. C2:2. CPT dozu (10 uM) 7. C6: 6. CPT dozu (50 uM)
4. C3:3. CPT dozu (20 uM) 8. DMSO: pozitif DMSO grubu

Caligmaya DMSO grubu dahil edilmesinin nedeni, Cryptotanshinone maddesinin DMSO’da
coziindiiriilerek hazirlanmasidir ve DMSO’nun %0, 1 oranindan fazla miktarda hiicrelere uygulanmasi
durumunda hiicreler i¢in ayrica bir sitotoksik durum gelisebilmektedir. Bu nedenle uyguladigimiz
DMSO miktarinin hiicreler i¢in sitotoksik etkisinin olmadigi bu grupla gosterilmistir.

MTT testi sonunda, CPT uygulamasi yapilmayan (kontrol) grubun canliligt %100 kabul

edilerek, diger gruplarla kiyaslama yapilmaistir.
3.3.2. Sitotoksisite Analizinin Uygulanmasi

96’lik platelere ekilip 24 saat liremeye birakilan hiicrelerin inkiibasyon siiresi sonunda steril
sartlarda medyum igerigi dokiilerek (kontrol ve DMSO grubu hari¢), Sekil 3.3.’de gosterilen diizene
gore sekiz tekrarli olacak sekilde (n=8), belirlenen konsantrasyonlarda (1, 10, 20, 30, 40, 50 uM) CPT
iceren besiyeri icerisinde (24 saat, 48 saat ve 72 saat) inkiibe edilmistir. Siire sonunda well plate
icerikleri atilmistir, her bir kuyucuga 80 pL besiyeri ve 6nceden hazirlanan Smg/mL MTT c¢dzeltisinden
20’ser uL (toplamda 100°er puL) eklenmistir (bu islem MTT boyasinin 1s18a hassasiyeti nedeniyle
miimkiin oldugunca karanlikta yapilmahdir). 4 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklarin igerikleri dokiilmiistiir, yerine 100’er uL. DMSO eklenmistir ve 490 nm’de ELISA
okuyucuda absorbans oOl¢iimii yapilmistir. Daha sonra hiicrelerin  %50’sinin 61diigii inhibitor

konsantrasyonu (IC50) hesaplanmustir (Cetin, 2019).
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3.3.3. IC50 Degerinin Hesaplanmasi

IC50= 1- (kontrol ort. - 6rnek ort.) | (kontrol ort.) x 100 formiiliinden hesaplanmustir ve
Excel programinda sigmoidal bir egride degerler yerine konarak ortalamasi alinmistir. Elde edilen
kantitatif veriler kontrol grubu ve gruplarin konsantrasyon degerleri arasindaki degisimler kiyaslanarak

degerlendirilmistir.

3.4. qRT-PCR Teknigi ile Gen ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

3.4.1. RNA izolasyonu

MTT analizinde elde edilen veriler 1s518inda, kontrol ve belirlenen 3 dozun (10, 20, 30 uM)
konsantrasyonlar1 uygulanmis meme kanseri hiicre hattinda total RNA’lar High Pure RNA izolasyon
kiti (Roche Cat. No: 1828665) kullanilarak prosediire gore izole edilmistir. Islem basamaklar1 asagidaki
gibidir.

1.Hicrelere CPT uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsinle muamele edilerek
toplanmustir. Flasklardan toplanan hiicreler Cedex cihazinda sayilip son konsantrasyonu 200 ul PBS
icinde 1X10° hiicre olacak sekilde 3 tekrarli olarak ekim yapilmistir.

2.Tampon i¢indeki hiicrelerin iyice karismasi saglanmustir. Uzerine 400 pl lysis buffer konarak
vortekslenmistir. Ardindan spin atilip ve tizerine 500 ul etanol eklenmistir (etanol tespit etme amagl
kullanilmaktadir).

3. Filtreli tlipler hazirlanmistir ve eppendorf tiiplerinden hiicreyi almadan iist kissimdan max.
700 pl aliarak filtreli tiiplere aktarilmistir. 13,000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipii
bosaltilip, filtreler ayni tiiplere yerlestirilmistir ve 15 sn 8000 g’de santriftij edilmistir.

4. Her bir 6rnege 90 pl DNase inkiibasyon tamponu + 10 pl DNase I eklenip 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmaistir.

5. Filtreli tiiplerin igerisine 500 pl wash buffer I konup 15 sn 8000 g’de ¢evrilmistir. Daha sonra
toplama tiipleri bosaltilip filtreli tiipler bu toplama tiiplerine aktarilmistir.

6. Filtreli tiiplerin i¢erisine 200 pl wash buffer IT konup 2 dk 13,000 g’de gevrilmistir. Toplama
tiipler atilip, filtreli tiipler kapakli 1,5 ml lik ependorf tiiplere aktarilmistir.

7. Her 6rnege 50-100 pl eliisyon tampon eklenmistir ve 1 dk 8000 g’de ¢evrilmistir.

8. Elde edilen RNA’lar direkt RT-PCR da c-DNA ya cevrilmistir veya eliisyon tamponu
icindeki RNA’lar -80°C de saklanmustir.
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3.4.2. cDNA Sentezi Asamasi

High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo Cat. No: 4368814) kullanilarak
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde ettigimiz RNA’lar1 komplamenter DNA’ya ¢evirmek igin
kullanilmaktadir. Bu kitin ¢alisma prospektiisii asagida anlatildigi gibidir. Kullanima baslamadan 6nce
biitlin reaktifler ve RNA o6rnekleri erimeye birakilmaktadir. Prosediire baglamadan Once erimis 6rnek

ve reaktifler kisa bir spin yapilmaktadir (Biitlin reaktifler ve RNA 6rnekleri buz lizerinde korunmalidir).

Tablo 3.3. cDNA sentezinde kullanilan ornek ve reaktifler.

Madde Miktar
10X RT Buffer 2 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 uL
10X RT Random Primers 2 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1uL
Nuclease-free H,O 4,2 uL
Total RNA 10 uL
Total Hacim 20 nL.

Bu karigim Thermal Cycler’da 25°C’de 10 dakika, 37°C de 120 dakika ve 85°C de 5 dakika
bekletilmistir ve boylece cDNA’lar elde edilmistir. Elde edilen cDNA &rnekleri analizi yapilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Thermal Cycler cihazi sicaklik protokolii
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3.4.3. Real-Time PCR Asamasi

Elde edilen cDNA o6rneklerinden Beta Actin Housekeeping Gen ve ANOL1 hedef genlerinin
ekspresyon analizi (Universal Probe Library, UPL) Realtime Revers Transkriptaz PCR ile Light Cycler
480 Probes Master (Roche) kiti kullanilarak yapilmistir. Bu asamada gerekli malzemeler asagida
listelenmistir.

1 Lightcycler 480 1I cihazi (Roche cat no: 05015278001)

2 Lightcycler 480 multiwell plate 96 (Roche cat no: 04729692001)

3 Lightcycler 480 sealing foil (Roche cat no: 04729757001)

4. Master Mix; TagMan® Gene Expression Master Mix, (Thermo cat no: 4369016)

) TagMan® Gene Expression Assay, ANO1 Hs00216121_m1 (Thermo cat no:4453320)

6 TagMan® Gene Expression Assay, ACTB Hs99999903 m1 (Thermo cat no:44453320)
Ekspresyon ¢alismasi i¢in izlenilen yontemde Real-Time PCR igin kullanilan karisim asagidaki gibidir.
-2.0 uL PCR i¢in uygun saflikta su

-10 uL Reaksiyon enzimi (Master Mix)

-1.0 uL Primer-probe karigimi (Tagman Assay)

-7 uL c-DNA

Real-Time PCR protokoliiniin asamalar1 asagida belirtildigi gibi tamamlanmustir.

1.Inkiibasyon asamasi: 50°C’de 2 dakika UDG enziminin aktive olmast i¢in bekletilmistir.

95°C’de 10 dakika AmpliTaq Gold, UP enziminin aktive olmasi i¢in bekletilmistir.

2.Amplifikasyon asamasi: 2 asamada gergeklestirilmistir, asagidaki dongii 40 defa tekrarlanmistir.
1.Basamak; 95°C’de 15 saniye DNA’nin ¢ift iplikli yapidan tek iplikli yapiya gecmesi (denatiirasyon).
2.Basamak; 60°C’de 60 saniye, primerlerin baglanmasi, DNA zincirinin uzamasi (Anneal/ Extend).
3.Sogutma asamasi: 40°C’de 30 saniye bekletilmistir.

Uretilen gen miktarlari DNA erime egrileri ile (melting curve) kiyaslanarak 6l¢iilmiistiir.
3.5. Patch Clamp (yara-kenetleme) Teknigi ile Elekrofizyolojik Kayitlar

Patch clamp teknigi, 6zel bir mikroelektrot aracilig ile hiicrelere temas ederek, hiicre membran
potansiyelinin istenen degere sabitlenmesi ile membrandan gecen iyonik akim degisiminin ya da hiicre
membran potansiyel degisiminin kaydedildigi elektrobiyofiziksel bir 6l¢iim yontemidir. Calismanin
amacina gore; hiicre iizerinde kayit, tiim hiicre kaydi, dis1 disarida kayit ve i¢i disarida kayit olmak

tizere dort farkli patch clamp uygulamasi vardir (Ergiin ve Dursun, 2018).
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3.5.1. Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Tez galigmasinda tiim hiicre (whole cell) patch clamp kaydi, kiiltiir igindeki bir hiicre lizerinden
gerceklestirilmistir. Bu hassas yontemde her seferinde tek hiicreden kayit alinmaya ¢aligildigindan ekim
yapilan hiicrelerin sayisi diger yontemlere kiyasla cok az olmaktadir. Petri kabina ekilen hiicrelerin
miimkiin oldugu kadar tek yapismasi gerekmektedir. Bunun igin, hiicreler 60 x 15 mm’lik petri
kaplarina belirlenen yogunlukta ekilmistir ve ¢alisma giintine kadar inkiibatérde katkili medyum

igerisinde bekletilmistir.

3.5.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.5.2.1. Banyo Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan banyo ¢ozeltisi soliisyonu 1000 mL hacimde olacak sekilde hazirlanmistir

ve deney siiresince +4°C’de muhafaza edilmistir. Banyo ¢ozeltisinin icerigi asagidaki gibidir.

- 140 mM NaCl

- 4mM KCI

- 2mM CaCl;

- 1 mM MgCl;

- 10 mM glukoz

- 10 mM HEPES

3.5.2.2. Pipet Cozeltisi Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan pipet ¢ozeltisi soliisyonu asagida belirtilen icerige gore hazirlanmistir ve
deney siiresince +4°C’de muhafaza edilmistir.
- 146 mM CsCl
- 2mM MgCI2
- 5mM EGTA (bu madde 1M NaOH ¢ozeltisi icerisinde ¢oziilerek hazirlandi)
- 8 mM HEPES
Bu ¢ozelti belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra N-Methyl-D-glucamine (NMDG) ile PH degeri

7,3’e ayarlanmustir.
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3.5.3. Pipetlerin Hazirlanmasi

Elektrofizyolojik kayitlarin alinmasi i¢in i¢ ¢ap1 0,84 mm, dis ¢ap1 1,5 mm ve duvar kalinlig
0,66 mm olgiilerinde olan, World Precision Instruments firmasina (ABD) ait, 1B150F-4 model
filamentli pipetler kullanilmistir. Deneylerde pipetlerin kullanilabilir uzunluk ve sekilde olmasi i¢in hiz,
sicaklik ve basing gibi degiskenleri programlanabilir, otomatik bir pipet ¢ekici kullanilmistir (P97
model, Sutter Instruments CO, ABD). Pipetler cihazda ¢ekilerek uygun sekle doniistiiriildiikten sonra
icleri pipet ¢Ozeltisi ile doldurularak yama kenetleme sisteminde bulunan pipet tutucu kismina takilarak

deneye hazir hale getirilmistir. Pipet ¢ozeltisi deney sirasinda buz akiisii tizerinde bekletilmistir.

Sekil 3.5. Caligmada kullanilan filamentli pipetler ve pipet ¢ozeltisi enjektorii.

3.5.4. Deney Diizenegi

Hiicre zan belirli voltaj degerlerine kenetlenerek zarda olusan akimlar kayit alinmugtir.
Kayitlarda, iki kanalli olan bilgisayar kontrolli Multiclamp 700B (Axon Instruments, ABD) yama
kenetleme yiikselteci ve bununla uyumlu olan Digidata 1322A sayisal ¢evirici (Axon Instruments,
ABD) kullanilmistir. Multiclamp 700B yiikselteci bilgisayardan MultiClamp 700B Commander (Axon
Instruments, ABD) yazilimi ile yonlendirilmistir. Uygun sekilde ¢ekilmis olan pipetlerr CV-7B (Axon
Instruments, ABD) model gerilim takibi yapan bir operasyonel yiikseltecin pipet tutucu kismina
takilarak Multiclamp 700B yiikselteci ile baglantis1 yapilmistir. Kayit asamasinda hiicre ile pipetin
takibini yapabilmek i¢in BM-37XB (U-Therm International (H. K.) Limited), invert mikroskop
kullanilmustir. Bilgisayarda bulununan Clampex 9.2 (Axon Instruments, ABD) yazilimi ile kenetleme
direncinin takibi, hiicre zarina gerilim protokoliiniin uygulamasi ve akim kaydi yapilmistir. Olusan akim
kayitlar1 Clampfit 10 (Axon Instruments, ABD) yazilim ile analiz edilerek degerlendirilmistir. Yapilan
analizlerde sadece maksimum akim kayitlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Deney protokolii asagida yazildig: sekildedir.
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1. Hiicre membrani mikroelektrotlarin uglar1 temas ederken bir negatif basing uygulanarak giga seal
olusturulmaktadir ve sonrasinda basing sistemiyle siirekli vakum uygulanarak hiicre membraninin
yirtilmasi saglanmaktadir.
2. Daha sonra mikroelektrot ile hiicre sitoplazmasi arasinda elektriksel agidan diisiik direcli bir baglanti
kurularak, mikroelektrot ile hiicre sitoplazmasi arasinda dengeye ulasilana kadar, mikroelektrot
icerisinde bulunan intraselliiler ortam soliisyonu ile hiicre sitoplazmasi arasinda madde transportu
yapilmaktadir.
3. Bu durumda mikroelektrot hiicre i¢i ile direkt temastadir ve mikroelektrot dogrudan hiicre
sitoplazmasinin potansiyel degisimlerini 6l¢mektedir.
4. Alman kayitta, hiicre membrani yirtildiktan sonra hiicre igine girer girmez mikroelektrot potansiyeli
ile hiicre i¢i potansiyel esitlenecegi i¢in hiicre i¢ine girmeden 6nce mikroelektrot potansiyelini istirahat
membran potansiyeline kenetleme asamasi saglanmalidir.
5. Sonug olarak hiicrede voltaj sabit bir degere kenetlendigi zaman, kiigiik bir depolarizasyon
olusturularak hiicre membranindan gegen iyonik akim 6l¢iilebilmektedir (Sucher vd., 2000).
Tiim hiicre kayit yontemi ile yapilan kayit, bir hiicrenin tiim kanallarinin verdigi cevabi gostermektedir.
Mikroelektrot hiicre membranini yirtmistir, fakat mikroelektrot ve hiicre hala temas halinde oldugu igin
kayit sirasinda hiicre i¢i organeller ile iyon kanallar etkilesimi devam etmektedir.

Bu yontem, kiiciik hiicrelerden (5-20 pM) akim ya da potansiyel degisimi kaydetmek icin
kullanilan en uygun patch clamp yontemi olarak tanimlanmaktadir. Bu ¢esit tiim hiicre kaydi, hiicre
membranindaki tiim Ca?* kanallarinin davranislarini incelemede ve iyon kanali aktivatérlerinin,

blokerlerinin ve ikinci habercilerin arastirilmasi amaciyla tercih edilmektedir (Quinn ve Beech, 1998).

S

e Iy -
ekil 3.6. Patch clamp kayit diizenegi ve ortamu.
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3.5.5. Kenetleme Protokolii

MCF-7 hiicrelerinin zarlarindan gecen maksimum akim kayitlarini alabilmek igin hiicrelere
uygulanan voltaj kenetleme protokolii asagida belirtildigi gibidir.

- Kenetleme potansiyeli -40 milivolt (mV) ve baglangi¢ potansiyeli -100 mV olacak sekilde
belirlenmistir.

- Komut potansiyeli her bir uygulamada ilk 20 milisaniye (ms)’de -100 mV’da sabit tutularak,
sonraki 20 ms’de -40 mV’dan baglayarak, 10 mV’luk artiglarla +100 mV’a kadar ulasilmistir.

- 0. dakika kontrol olarak kabul edilmistir ve hemen ardindan ilag uygulamasi yapilarak, her doz
grubu i¢in (10 uM, 20 uM ve 30 uM) en az 6 kez olmak iizere 15. dakika sonunda kayitlar
alimmaya baglanmuistir.

- Kayitlarda sadece miihiirleme direnci 1-10 GQ araliginda olan hiicre kayitlar1 degerlendirmeye

alimmistir.

3.6. istatistiksel Analizler

Tiim deneylere ait verilerin analizlerinde SPSS 11.5 paket programi kullanilmustir.

3.6.1. MTT Veri Analizi

24, 48 ve 72 saat arasindaki olusan farklilig1 belirlemek i¢in gruplar hem kendi i¢inde hem
birbirleri ile karsilastirilmistir. Normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmistir. Gruplar arasi
farklilig1 belirlemek i¢in varyans analizi kullanilmistir. Varyans analizinde varyanslarin homojenligi
kontrolleri Levene testi ile test edilmistir. Varyanslarin homojen oldugu belirlenmistir. Gruplar arasi
farklilig1 belirlemek icin One Way ANOVA testi yapilmustir. Istatistik anlamhlik olarak p<0.05
alimustir.

Dozlar arasinda olusan farkliligi belirlemek igin, gruplar hem kendi i¢inde hem birbirleri ile
kargilastirilmistir. Normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmistir ve biitiin gruplarin normal
dagilim gosterdigi belirlenmistir. Gruplar arasi1 farklilig belirlemek icin varyans analizi kullanilmistir.
Varyans analizinde varyanslarin homojenligi kontrolleri Levene testi ile test edilmistir. Homojen olan
gruplarda One Way ANOVA ile homojen olmayan gruplarda Welch testi kullanilmustir. Istatistik

anlamlilik olarak p<0.05 alinmustir.
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3.6.2. Es Zamanh PCR Verilerinin Analizi

RT-PCR verilerinin normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmistir ve normal
dagilim gosterdigi belirlenmistir. Gruplar arasi farkliligi belirlemek i¢in varyans analizi kullanilmigtir.
Varyans analizinde varyanslarin homojenligi kontrolleri Levene testi ile test edilmistir. Varyanslarin
homojen oldugu durumlarda One-Way Anova, olmadigi durumlarda ise Welch testi kullanilmistir.
Tanimlayici istatistikler, ortalama (ort.) ve standart sapma (ss.) degerleri olarak verilmistir. Istatistik

anlamlilik olarak p<0.05 olarak alinmistir.

3.6.3. Elektrofizyolojik Kayitlarin Analizi

Yama kenetleme verilerine ait istatistiksel analizlerde gruplar aras1 farkliliklar incelenmistir.
Siirekli 6lgtimlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilks testi ile test edilmistir ve normal dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Gruplar arasi farklilig1 belirlemek i¢in varyans analizi kullanilmistir. Varyans
analizinde varyanslarin homojenligi kontrolleri Levene testi ile test edilmistir. Varyanslarin homojen
olmadigi belirlenmistir. Gruplarin aras1 farkliliklar Welch testi ile belirlenmistir. Tanimlayici

istatistikler, ort. ve ss. degerleri olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik olarak p<0.05 almmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. MTT Analizi Bulgulari

MTT analizi ile Cryptotanshinone’un IC50 (hiicrelerin %50’sini oldiiren inhibitor
konsantrasyon) degerini bulmak i¢in dncelikle se¢ilen 1, 10, 20, 30, 40, 50 pM doz 6rnekleriyle 24, 48
ve 72. saat Ol¢iimlerinden elde edilen absorbans degerleriyle doz-yanit egrileri olusturulmustur (Sekil
4.1.,4.2.ve4.3)).

IC50= 1- (kontrol ort. - Ornek ort.) | (kontrol ort.) x 100 formiiliinden hesaplanmistir ve
sigmoidal egrisi ¢ikartilmistir. Elde edilen kantitatif veriler kontrol grubu ve diger gruplarin absorbans
degerleri arasindaki degisimler kiyaslanarak degerlendirilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerin ortalamasi

alinarak 23,01 uM degerinde bir IC50 degeri elde edilmistir (Sekil 4.4.).

5 i o anren
ICS0 degeri y = 1.4148x - 3.9158
80 R? = 0.9644

~
s 7 e
< 0 38.10uM
| —— 24 saa
= 30
5 wl et L e Dogrusal (24 saat)
O 2
10

10 0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. 24 saat sonunda IC50 degerinin hesabi i¢in elde edilen doz yanit egrisi.
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Canhhk (2%0)
= =
5 & 8 &8 8 8

(=]

IC50 degeri y=1.8268x +17.203
R>=10.8475
—o— 48 saat
''''''''' Dogrusal (48 saat)
10 20 30 40 >0 °0

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.2. 48 saat sonunda IC50 degerinin hesabi i¢in elde edilen doz yanit egrisi.

ICS0 degeri y=1.6928x +27.983
120
R2=10,718
100
s 8
= 60
Z —— 72 saat
o . Dogrusal (72 saat )
20
0
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (uM)
Sekil 4.3. 72 saat sonunda IC50 degerinin hesabi i¢in elde edilen doz yanit egrisi.
IC50 degeri
120
—_ 100 - -"
5‘5 B0
ﬁ &0 =72 saat
g a0 48 saat
o
20 —te 24 saat
0
10 20 30 40 50 &0
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.4. IC50 ortalama (24,48,72,) doz yanit egrisi.
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MCEF-7 hiicreleri iizerinde Cryptotanshinone dozlarim belirlemek amaciyla uygulanan 24, 48
ve 72. saatler i¢in ayr1 ayr ortalama, standart sapma, en yiiksek ve en diigiik absorbans degerleri Tablo
4.1., 4.2. ve 4.3.de gosterildigi gibidir. Sitotoksisiteyi degerlendirebilmek i¢in canli hiicre sayisi ile
orantili olan absorbans degerleri 24, 48 ve 72. saat maruziyetlerine gore 6l¢iilmustiir ve veriler ort. +
ss. seklinde degerlendirilmistir.

Buna gore, 24 saat maruziyet i¢in, inhibitdr/ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda absorbans
degeri 1,73+0,05 olarak elde edilirken, 1uM’lik doz grubunda 1,70+0,06, 10uM’lik doz grubunda
1,51+0,06, 20uM’lik doz grubunda 1,434+0,03, 30uM’lik doz grubunda 1,16+0,06, 40uM’lik doz
grubunda 0,79+0,04, 50uM’lik doz grubunda 0,50+0,07 olarak bulunmustur. Bu verilere gore, 24.
saatteki absorbans verileri goz oniine alindiginda, kontrole gore Cryptotanshinone dozu arttikga hiicre

canliliginin azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 4.1. 24 saat ortalama ve standart sapma degerleri (490nm).

Gruplar (n=4) En diisiik deger En yiiksek deger  Ortalamazstandart sapma

Kontrol 1,46 1,91 1,73+0,05
1uM 1,60 1,82 1,70+0,06
10uM 1,34 1,61 1,51+0,06
20uM 1,36 1,48 1,4340,03
30uM 1,02 1,28 1,16+0,06
40uM 0,71 0,89 0,79+0,04
50uM 0,30 0,65 0,50+0,07

48 saat maruziyet i¢in, inhibit6r/ilag uygulanmayan kontrol grubunda absorbans degeri 1,64+0,16
olarak elde edilirken, 1puM’lik doz grubunda 1,53+0,03, 10uM’lik doz grubunda 1,18+0,01, 20uM’lik
doz grubunda 0,47+0,02, 30uM’lik doz grubunda 0,20+0,05, 40uM’lik doz grubunda 0,15+0,01,
50uM’lik doz grubunda 0,12+0,01 olarak bulunmustur. Buna gore 48. saat absorbans verileri g6z dniine

alindiginda, kontrole gore Cryptotanshinone dozu arrtik¢a hiicre canliliginin azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 4.2. 48 saat ortalama ve standart sapma degerleri (490nm).

Gruplar (n=4) En diisiik deger En yiiksek deger Ortalamazstandart sapma

Kontrol 1,35 2,08 1,64+0,16
1uM 1,43 1,61 1,5340,03
10uM 1,12 1,24 1,1840,01
20uM 0,44 0,48 0,47+0,02
30uM 0,16 0,26 0,20+0,05
40uM 0,15 0,16 0,1540,01
50uM 0,11 0,13 0,1240,01

72 saat maruziyet i¢in, inhibitor/ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda absorbans degeri 1,20+0,01
olarak elde edilirken, 1uM’lik doz grubunda 1,09+0,02, 10uM’lik doz grubunda 0,72+0,01, 20uM’lik
doz grubunda 0,09+0,01, 30uM’lik doz grubunda 0,08+0,01, 40uM’lik doz grubunda 0,07+0,01,
50uM’lik doz grubunda 0,07+0,01 olarak bulunmustur.
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Tablo 4.3. 72 saat ortalama ve standart sapma degerleri (490nm).

Gruplar (n=4) En diisiik deger  En yiiksek deger  Ortalamazstandart sapma

Kontrol 1,02 1,41 1,20+0,01
1uM 1,05 1,12 1,09+0,02
10uM 0,69 0,77 0,72+0,01
20uM 0,08 0,10 0,09+0,01
30uM 0,07 0,09 0,08+0,01
40uM 0,07 0,07 0,07+0,01
50uM 0,07 0,07 0,07+0,01

MCF-7 meme kanseri hiicreleri {lizerine inhibitor uygulama siireleri arasindaki ortalama,
standart sapma, en yiiksek ve en diisiik absorbans degerleri Tablo 4.4.’te gosterildigi gibidir. Hiicreler
lizerine 24, 48 ve 72 saat inhibitdr uygulamasindan sonra, absorbans (ortalamatstandart sapma)
degerleri kendi aralarinda karsilastirilmigtur.

Uygulama siirelerine gore 24, 48 ve 72. saatler arasindaki farkliligi belirlemek i¢in gruplar hem
kendi iginde hem birbirleri ile karsilastirtlmistir. Gruplar arasi farkliligi1 belirlemek igin varyans analizi
kullanilmigtir. Yapilan analizlerde gruplarin absorbans degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Maruziyet siiresine bagli olarak 24. saat grubunda, 6zellikle 30 pM’dan,
48. saat grubunda 20 uM’dan ve 72. saat grubunda 20 pM’dan yiiksek olan dozlarda gruplarin
absorbans degerinde istatististiksel olarak anlamli bir azalma goériilmistiir. Uygulama siirelerine gore
24, 48 ve 72. saatlerde absorbans degerlerindeki diisiis oranlari birbiri ile kiyaslandiginda, hiicre

canliligimin zamana bagli olarak azaldig1 goriillmektedir.

Tablo 4.4. Uygulama siiresine gore 24, 48 ve 72 saat absorbans (ortalamatstandart sapma) degerleri*.

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 1,730,212 1,64+0,322 1,700,172
1 pmol 1,70+0,112 1,53+0,092 1,09+0,03°
10 pmol 1,510,122 1,18+0,06%° 0,72+0,032b°
20 pmol 1,43+0,052 0,47+0,02 % 0,09+£0,0120°
30 umol 1,16+0,122 0,20:0,05 % 0,08+0,0120°
40 pmol 0,790,082 0,15+0,01 % 0,07+0,0120¢
50 pumol 0,50+0,15° 0,12+0,01 2 0,07+0,01%¢

Aymi satirda farkly iist karaktere sahip ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)* n=4.

Dozlar arasindaki ortalama, standart sapma, en yiiksek ve en diisiik absorbans degerleri Tablo 4.5.’de
gosterildigi gibidir. Doz gruplarn arasindaki farkliligi belirlemek i¢in gruplar hem kendi iginde hem
birbirleri ile karsilastirilmistir. Gruplar arasi1 farklili§i belirlemek i¢in varyans analizi kullanilmigtir.
Kontrol grubuna gore tiim doz gruplarinda, absorbans degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Ozellikle hiicrelere 20 uM doz uygulandiginda 24. saate absorbans
degeri 1,43+0,05 olarak 6lgiiliirken 48. saatte 0,47+0,02 ve 72. saatte 0,09+0,01 olarak 6l¢iilmiis ve
absorbans degerinin diistiigii belirlenmistir. Buna gore 24, 48 ve 72. saatler ve her birinin doz gruplarn
birbiriyle kiyaslandiginda, en diisiik hiicre canliligina 72. saat sonunda ulagilirken, tiim saatlerde hiicre

canlilig1 doza bagh olarak azalma gostermektedir. 48 ve 72. saatlerde hiicreler iizerindeki en yiiksek
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sitotoksik etkiyi yapan dozlarin 20-30 uM oldugu, 40-50 uM dozlarinda sitotoksik etkinin artmaya
devam ettigi ancak ¢ok belirgin bir artig olmadigi gézlenmistir. Bu durumun nedeninin, maksimum
sitotoksik etkiye ulasilmis olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Bu verilerden ¢ikan sonuglart

daha iyi anlamak i¢in Tablo 4.5.e bakiniz.

Tablo 4.4. Uygulama siiresine gore 24, 48 ve 72 saat absorbans (ortalamatstandart sapma) degerleri*.

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 1,73+0,21 1,64+0,32 1,70+0,17
1 umol 1,70+0,11 1,534+0,09 1,09+0,03
10 umol 1,51+0,12 1,18+0,06 0,72+0,03¢
20 umol 1,434+0,05 ° 0,47+0,02° 0,09+0,01°
30 umol 1,16+0,12 2 0,20+0,05° 0,08+0,01°
40 pmol 0,79+0,08 * 0,15+0,01° 0,07+0,01°
50 pmol 0,50+0,15° 0,12+0,01° 0,07+0,01°

Aym stitunda farkl tist karaktere sahip ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05)* n=4
a:24 saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, b:48 saat kontrol grubu ile karsilastirlldiginda p<0,05,
a:72 saat kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05,

Asagidaki grafikte, belirlenen konsantrasyonlarda CPT uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 24, 48 ve 72.
saatler sonunda elde edilen verilere gore, CPT nin hiicrelerdeki sitotoksik etkisi % canlilik grafigi

seklinde gosterilmektedir.

% hicre canhlik grafigi

140
120
100 100 100 o0al27
100 9324
' 87|29
32|66
~ 80 A3
= ' 67|06
s 59|92 W 24 saat
© 60
';%J 45|67 48 saat
=
> 40 72 saat
8|27 28l91
20
0 L
1
kontrol 1 10 20 l 30 l 40 l EJO l
-20

Konsantrasyon (M)
Sekil 4.5. Doza ve uygulama stiresine bagli % canlilik grafigi.

Grafikten de anlagildig: gibi Cryptotanshinone, MCF-7 hiicrelerinde, 20 uM doz grubunda 24.
saatte %17,34 oraninda diisiik bir sitotoksik etkiye sahipken, 48. saatte %71,73 ve 72. saatte %92,4
oraninda yiiksek bir sitotoksik etki gdstermistir. 30 pM doz grubunda 24. saatte bu oran %32,94’¢
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yiikselirken, 48 ve 72. saatlerde sirayla %88,06 ve %93’e yiikselmistir. 40 ve 50 pM doz gruplarina
bakildiginda 48 ve 72. saatlerde maksimum sitotoksik etkiye ulasildigindan, sitotoksik etki hemen
hemen ayni kalmis, daha fazla artis géstermemistir. 24. Saat igin en yiiksek sitotoksik etkiye S0uM doz
grubunda %71,09 oramyla ulasilmistir. Tiim bu veriler 1s181nda, bu ¢alisgmada, Cryptotanshinone’un
doza ve zamana bagl olarak, meme kanseri hiicreleri iizerinde belirgin bir sitotoksik etkisinin oldugu

anlagilmigtir.

4.1.2. g-RT PCR Analizi Bulgular

Gen ekspresyon analizinde kontrol, 10 uM, 20 uM ve 30 uM olmak iizere dort grup kullanilarak
MCF-7 hiicre hattinda CPT’nin TMEM16A (ANO1) kanal geninin ekspresyonu iizerine etKisi
arastirlmigtir. Referans gen (ACTf) ve ANOI geni igin elde edilen amplifikasyon egrileri Sekil 4.8. ve
4.9.°de gosterilmektedir. Verilerin analizinde SPSS programi kullanilmistir. Varyanslarin homojen
oldugu durumlarda One-Way Anova olmadigi durumlarda ise Welch testi kullanilarak gruplar arasi

farkliliklar belirlenmistir.

Amplification Curves
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35.204

31.704

28.2041

24704

21.204

17.704

14.204

Fluorescence (365-510)

10.704

7.204

3704

0.204

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 % 28 W R M B B
Cycles
Sekil 4.6. ANO1 geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrisi.
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Amplification Curves
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Sekil 4.7. ACT (kontrol) geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrisi.

Gen ifadesi diizeylerinde doz ve zamanlara gore degerlendirme yapilmistir. Kontrol genine gore
24. saate ait veriler istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05), 48 ve 72. saat verileri istatistiksel
olarak anlamli bulunamamustir (p>0,05). Dozlar birbiriyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamaistir (p=0,69>0,05). Bu degerlere ait tanimlayici istatistikler ve p degerleri Tablo
4.6.’da gosterildigi gibidir.

Tablo 4.6. MCF-7 hiicre hattinda ANO1 geni igin 24,48 ve 72. saatler sonunda gen ekspresyonu oran
degerleri. Sonuglar ort. + ss. olarak verilmistir.

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 1,00+0,03 2,13+1,18 2,61+£2,51
10 uM 0,35+0,07° 0,77+0.05 1,96+0,48
20 uM 0,29+0,06* 0,15+0,05 2,77+1,10
30 uM 0,17+0,03? 2,83+2,75 1,51+0,9

Aymni siitunda farkl iist karaktere sahip ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05)
*n=4, a: 24 saatteki kontrol grubuna gore farkliligi temsil etmektedir.

24. saate ait veriler i¢in, kontrole gore degerlendirme yapildiginda ANO1 geninin ekspresyon
diizeyinin 10 pM doz grubunda %65 oraninda azaldigi, 20uM doz grubunda %71 oraninda azaldig1 ve
30uM doz grubunda %83 oraninda azaldig1 goriilmektedir. Diger dozlar birbiriyle kiyaslandiginda
anlaml1 bir farklilik bulunmasa da, kontrole gore kiyaslandiginda, CPT nin 6zellikle 48. saatte 10 ve 20
uM doz gruplarinda ANO1 geninin ekspresyonunu azalttigi goriilmektedir. Bu verilere dayanarak, 24.
saatte Cryptotanshinone’un ANO1 geninin ekspresyonunu doza bagli olarak geciktirdigi/azalttig:

gorlilmektedir.
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4.1.3. Patch Clamp Analizine Ait Elektrofizyolojik Bulgular

Elektrofizyolojik kayitlarin analizinde; kontrol, 10 uM, 20 uM ve 30 uM olmak tizere 4 grup
olusturulmustur. Olusturulan bu gruplar arasindaki farkliliklar incelenmistir. Siirekli dlglimlere ait
normallik kontrolleri Shapiro Wilks testi ile test edilmistir ve normal dagilim gosterdigi belirlenmistir.
Gruplar aras1 farklilig1 belirlemek i¢in varyans analizi kullanilmistir. Varyans analizinde, varyanslarin
homojenligi kontrolleri Levene testi ile test edilmistir. Varyanslarin homojen olmadigi belirlenmistir.
Gruplarin aras1 farkliliklar Welch testi ile belirlenmistir. Tanimlayici istatistikler olarak ortalama (ort.)
ve standart sapma (ss.) degerleri verilmistir. Istatistiksel anlamlilik olarak p<0,05 alinmustir.

CPT’nin TMEM16A (ANO1) kanalinda bir blokaj yapip yapmadigini degerlendirmek amaciyla
yapilan istatistik analizler sonucunda, yama-kenetleme deneylerinde elde edilen maksimum akim
degerleri (pA) Tablo 4.7.’de gosterildigi gibidir (Sonuglar ort. + ss. olarak verilmistir). Tiim doz gruplari
icin akim kayitlari, baglangigta ilag uygulanmadan hemen 6nce 0. dakika kontrol olarak ve her doz igin
ilag uygulandiktan sonra 15. dakikada maksimum akimlar olacak sekilde her bir hiicreden en az 5 defa
kayit alinmistir. Buna gore, kontrol grubunda Ol¢lilen maksimum akim degerlerinin ortalamasi
216,7875+ 57,85675 pA iken, en diisiik doz olan 10 uM doz grubunda maksimum akim degerlerinin
ortalamasi1 102,9190+ 26,18077 pA, 20 uM doz grubunda maksimum akim degerlerinin ortalamasi
43,4090+ 21,06937 pA ve en yiiksek doz olan 30 pM doz grubunda maksimum akim degerlerinin
ortalamasi 6,3138+ 1,66446 pA olarak Ol¢iilmiistiir.

Elde edilen bu verilere gore kontrol kaydiyla kiyaslandiginda doza bagl olarak, olciilen
akimlarin azaldig1 goriilmektedir. Ancak, dozlar kendi arasinda kiyaslandiginda 10uM CPT uygulanan
doz grubunda 6l¢iilen akim degeri kontrole gore azalsa da anlamli bir fark gostermemistir. 20uM CPT
uygulanan grupta ol¢iilen akim degerinde de diisiis gozlenmistir ancak, yine kontrole gére anlamli bir
farklilik olusturmamistir. En yiiksek inhibisyonun 6,3138+ 1,66446 akim degeriyle, 30uM CPT

uygulanan grupta oldugu belirlenmistir ve bu deger kontrole gére anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.7.Yama-kenetleme deneylerinde elde edilen maksimum akim degerleri (pA). Sonuglar ort. =
ss. olarak verilmistir.

Gruplar Maksimum akim degeri (pA) ort. +std. sp
Kontrol 216,7+ 57,85

10 uM 102,9+ 26,18°

20 uM 43,40+ 21,06%

30 uM 6,31+ 1,66

Ay stitunda farkl iist karaktere sahip ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).
a: Kontrol grubuna gére farkliigi; b: 10 uM’a gore farkhihig, c: 20 uM’a gore farkliigi, d: 30 uM’a gore
farklihg ifade etmektedir.

Tabloda gruplarin  maksimum akim degerlerinin (pA) ortalamalarnn birbiri ile

kargilastirildiginda; doza bagh olarak 6lgiilen akim degerlerinde azalma olmustur ancak kontrol

64



Berrin Ustiindag, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

kayitlartyla kiyaslandiginda 30 uM doz grubu istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Yani
dozlar arasinda TMEM16A kanalin1 en yiiksek miktarda inhibe eden grup, 30 uM doz grubu olarak
belirlenmistir. Diger iki doz grubunda da inhibisyon gozlenmektedir ancak, kontrolle kiyaslandiginda
biiyiik bir fark olusturmamistir. Bu veriler gz oniine alindiginda, Cryptotanshinone’un doza bagh

olarak TMEM16A kanalindan gegen akimlarda inhibitor etkisinin oldugu goézlemlenmektedir.

4.2. Tartisgma

Cagimizin en kot hastaliklarindan biri olan kanser, teshis ve tedavilerdeki olumlu gelismelere
ragmen, toplum i¢in hala en biiyiik saglik problemlerinden biri olmaya devam etmektedir. Meme
kanseri ise 6zellikle kadinlarda en yaygin kanser tiirleri arasinda olup, kanserden 6liimlerde diger kanser
tirlerine gore ilk siralarda yer almaktadir. Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, meme
kanseri diinya ¢apinda en agir kiilfetli kanserlerden biri olarak nitelendirilmesine sebep olan insidans
ve mortalite ile siirekli artmaya devam etmektedir (Mubarik vd., 2022).

Kanser tedavisinde en yaygin kullanilan yontemler; kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
yontemlerdir. Bunlarin disinda asilar, biyolojik ve hormonal tedaviler ile hedeflenmis gen terapisi gibi
yontemler de uygulanmaktadir. Ayrica birgok yontem ve ilag olabilecek ajanlar da meme kanseri
tedavisi i¢in arastirilmaya devam edilmektedir. Iyon kanallar1 ve onlarin spesifik inhibitorleri de son
yillarda kanser arastirmalarinda yerini alan ilgi ¢ekici ajanlardandir. Bu kanallarin ekspresyonlarindaki
degisimlerin kanser hiicrelerine, biiylime sinyalizasyonunda kendi kendine yetme, biiylime karsiti
sinyallere kars1 duyarsizlik, apoptozdan kagma, sinirsiz replikasyon potansiyeli, siirekli devam eden
anjiyogenez ile doku invazyonu ve metastaz yeteneklerini kazandirdiklar1 bildirilmektedir (Prevarskaya
vd., 2018).

Iyon kanallari, iyon akislarini kontrol ederek, aksiyon potansiyeli ve sinaptik iletim gibi hizl
hiicre sinyallerini ve ayrica mitoz ve hiicre gocii gibi cok daha yavas siiregleri sekillendirmektedir. Son
yillarda yapilan arastirmalara gore, kanserin ayirt edici 6zelliklerinde gesitli iyon kanal tiirleri yer
almaktadir ve bu kanallar neoplastik ilerlemenin belirli asamalarini diizenlemektedirler. Uzun siireli in
vitro ¢alismalar sonucunda, bu iyon kanallarinin inhibisyonunun, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
azaltt1g1 yoniinde sonuglar bildirilmektedir (Arcangeli ve Becchetti, 2015). Iyon kanallari, birgok kanser
tirinde etkin rol oynamaktadir. Bu kanallardan biri olan, kalsiyumla aktive edilen kloriir iyon kanali
TMEM16A’nin, bir¢ok kanserde asir1 eksprese edildigi ve bunun sonucunda kanser ilerlemesine ¢esitli
yollardan katkida bulundugu bilinmektedir. Ancak TMEMI16A'nin asir1 ekspresyonunun meme
kanserinde karsinojenezde nasil bir rol oynadig: hala belirsizligini korumaktadir (H. Wang vd., 2017).

Bircok arastirmaya gore, cesitli dogal ve sentetik bilesiklerin TMEM16A iizerinde diizenleyici
etkilerinin oldugu ortaya c¢ikmisti. TMEM16A'min farkli sinyal yollar1 tizerinden farmakolojik
blokajimnin, ¢esitli enflamatuvar hastaliklar, reaktif solunum yollar1 hastaliklari, hipertansiyon, agr1 ve

kanser gibi hastaliklarda olumlu sonuglari oldugu ortaya konmustur. TMEM16A'nin hem Ca*?hem de
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voltaj yoluyla diizenlendigi bilinmektedir. TMEM16A'nin inhibisyonu, cesitli kanserlerde tedavi igin
yeni bir farmasoétik yaklagimi temsil etmektedir. Bu nedenle hem meme kanseri hem de TMEM16A'y1
asirt ifade eden kanserler i¢in potansiyel bir tedavi olarak TMEMI16A inhibitorlerinin daha fazla
arastirilmasi ve yeni yaklasimlar gelistirilmesi gerekmektedir (Ji vd., 2019).

TMEM16A, farkli kanserlerde farkli sinyal yollarin1 aktive etmektedir, meme kanserinde ise
STAT-3, EGFR ve CAMKII yolunu aktive etmektedir. Uglii negatif meme kanserlerinin (TNBC'ler)
genellikle kotli prognoz sergiledigi ve etkili ilaglar olmadan metastaz yapma olasiliginin yiiksek oldugu
bilinmektedir. TNBC'lerde anormal sekilde aktive oldugu bilinen STAT-3 sinyal yolagini inhibe etmek
umut verici bir stratejidir. STAT-3, kanser hiicresi proliferasyonu, apoptoz ve metastaz dahil hiicresel
olaylar1 diizenleyen temel bir onkogen olarak siniflandirilmaktadir (Zhang vd., 2021). Bu amagla bu
calismada, TMEM16A kanalinin meme kanseri proliferasyonu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla
MCF-7 hiicrelerine bir STAT-3 inhibitorii olan Cryptotanshinone uygulanmistir. CPT nin MCF-7
hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi ve diger deneylerde kullanilan dozlarin belirlenmesi igin MTT
yontemi kullanilmistir. Bu yontem en yaygin kullanilan sitotoksisite analizlerinden biridir ve hiicre
canliligi hakkinda bilgi vermektedir. IC50 degeri, hiicrelerin  %50’sinin  6ldiigii  inhibitor
konsantrasyonudur (Cetin, 2019).

Liteatiirde CPT’nin farkli kanserlerdeki hiicre hatlar iizerinde IC50 degerleri gosterilmistir.
Omegin, karaciger kanserinde tedavi amaclh kullanilan Sorafenib isimli ilacin, duyarliiginin
artmasinda CPT’nin etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, HepG2 (insan hepatoblastom hiicre hatt1) ve
Huh7 (insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1) hiicreleri kullanilmustir. 24, 48 ve 72 saat stirelerinde
ve artan konsantrasyonlarda CPT uygulanmis ve MTT yontemi ile hiicre canliligi dlgiilmistiir.
Arastirmanin sonucunda, CPT’nin doza ve zamana bagl sekillerde hiicre canlilifini inhibe ettigi
bildirilmistir. CPT’nin IC50 degeri HepG2 hiicrelerinde 35 uM ve Huh7 hiicresinde 51 uM olarak
gosterilmistir (Li vd., 2022). Bir diger ¢aligmada, HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde, CPT’nin STAT-
3'e bagh lusiferaz aktivitesi iizerindeki doza bagli inhibisyon oranlarini arastirmak {izere, 24 saat
boyunca 0,2 ile 50 uM arasinda doz konsantrasyonlar1 uygulanmis ve CPT’nin hiicre canliligin1 doza
bagli olarak azalttig1 ve belirlenen IC50 degerinin 4,6 uM oldugu bildirilmistir (Shin vd., 2009). A549
akciger kanseri hiicreleri iizerinde Cryptotanshinone'un anti-proliferatif etkisini aragtirmak igin yapilan
bir aragtirmada ise, A549 hiicreleri artan konsantrasyonlarda CPT (0, 1, 5, 10, 20, 30, 40uM) ile
muamele edilmis ve farkli siirelerde (12, 24 ve 48 saat) inkiibe edilmistir. Sonugta CPT’nin doz ve
zamana bagli bir sekilde A549 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmis ve 12, 24 ve 48.
saatler icin ayr1 ayr1 IC50 degerleri sirayla >40uM, >40uM ve 18.53+1.29uM olarak gosterilmistir.
(Zhang vd., 2021). STAT-3 yolunun inhibisyonu yoluyla, kolorektal kanserde, CPT’nin kanser
proliferasyonu iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, yapilan MTT analizi sonucunda 2 farkli
kolon kanseri hiicre hattinda (HCT116 ve RKO hiicre hatlar1) hiicre canliliginin azaldig: bildirilmistir.
HCT116 hiicre hatt1 icin CPT’nin IC50 degeri 25,25uM olarak bulunurken, RKO hiicre hattinda 21,06
uM olarak belirlenmistir (Wang vd., 2020). Ozofagus kanserinin en yaygin alt tipi olan 6zofagus
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skuaméz hiicreli karsinom (ESCC) iizerinde, CPT’nin antikanser etkisinin ve molekiiler
mekanizmalarmin in vitro ve in vivo olarak incelendigi bir ¢aligmada, iki insan 6zofagus kanseri hiicre
hatt;, EC109 ve CAES17 kullanilmistir. MTT analizi igin, hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca c¢esitli
konsantrasyonlarda (0, 1.25, 5, 10, 20 ve 40 uM) CPT ile muamele edilmistir. Bu arastirmada
JAK/STAT-3 yolunun CPT tarafindan inhibisyonu hedeflenmistir. CPT nin, her iki 6zofagus kanseri
hiicre hattinin proliferatif aktivitelerini zamana ve doza bagli bir sekilde onemli Slglide azalttigi
bildirilmis ve EC109 ve CAES17 hiicrelerinin 72 saatte IC50 degerleri sirasiyla 2.57uM ve 10.07uM
olarak bulunmustur. Ayrica, in vivo olarak CPT’nin, ksenograft farelerde EC109 hiicrelerinin timor
biiytimesini inhibe ettigi de bildirilmistir. Bu sonuglar in vitro ve in vivo olarak STAT-3 inhibisyonunun
ozofagus kanseri igin terapétik bir hedef olabilecegini gostermektedir (Y. Ji vd., 2019). Bir diger
calismada, iki insan akciger kanseri hiicre hatti olan A549 ve NCI-H520 hiicrelerinde, CPT nin hiicre
proliferasyonu, metastazi ve timor olusumuna etkisinin incelenmesi amaglanmistir. MTT analiziyle
CPT'nin sirasiyla 57.95 uM ve 67.65 uM IC50 ile A549 ve NCI-H520 hiicrelerini doza baglh bir sekilde
oldirdigi gosterilmistir (Li vd., 2021). CPT nin kolon kanseri CT26 hiicrelerinin proliferasyonu ve
timor blyiimesinin baskilanmasi tizerinde bir etkisinin olup olmadigmin in vitro ve in vivo olarak
arastirildig1 bir ¢alismada, in vitro deneyler i¢in CT26 hiicreleri, 24 saat boyunca belirtilen CPT
konsantrasyonlarina (0.625, 1.25, 2.5, 10, 20, 40 ve 80 uM) maruz birakilmis ve hiicre canliligi, MTT
ile analiz edilmistir. Ayrica in vivo deneyler i¢in hayvanlara 20mg/kg ve 80 mg/kg CPT verilerek 3
giinde bir ttimor hacimleri 6lgtilmistiir. Deney boyunca, iki doz CPT ile tedavi edilen fareler ile tedavi
edilmeyen fareler arasinda agirlik bakimindan gozle goriilir bir fark gézlenmemis, bu da CPT
uygulamasinin sistemik toksisite ile sonuglanmadigini gostermistir. Sonugta, in vitro CPT
uygulamasinda 5-40uM aras1 yiiksek sitotoksisite gozlenirken, in vivo uygulamada, model grubuyla
karsilastirildiginda, doza bagli olarak tiimor bityiimesini bastirdigi gézlenmistir. Bu da farmakolojik bir
ajan olarak CPT’nin kolon kanserinin hiicre proliferasyonunu ve tiimor biiyiimesini baskiladigini
gostermektedir (Zhang vd., 2018).

Bu calismada MCF-7 hiicre hattinda belirlenen IC50 degeri, literatiirdeki diger kanser hatlari
tizerinde Cryptotanshinone i¢in bulunan IC50 degerleriyle uyumlu bulunmustur. Calismamizda 24, 48
ve 72. saatlerde farkli dozlarin (1, 10 20, 20, 40, ve 50 uM) uygulandigt MTT analizi sonucunda her
saat i¢in ayr ayr1 IC50 degeri elde edilmis ve saatlerin ortalamalar1 alinarak 23,01pM degerinde bir
IC50 degeri belirlenmistir. MTT analizleri sonucunda diger deneylerde kullanilmak tizere ti¢ doz, (10,
20 ve 30uM) doz konsantrasyonlari olarak belirlenmistir.

MTT analizi kullamlarak yapilan sitotoksisite deneylerinde tiim dozlarda 24, 48 ve 72. saatler
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) ve kontrolle kiyaslandiginda doza ve
zamana bagli olarak hiicre canliligimin azaldig1 goriilmistiir. Buna gore 24, 48 ve 72. saatler ve her
birinin doz gruplar birbiriyle kiyaslandiginda, en yiiksek sitotoksisite oranina 72. saat sonunda

ulagilirken, tiim saatlerde hiicre canlilif1 doza bagl olarak azalma gostermektedir. 48 ve 72. saatlerde
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hiicreler iizerindeki en yiiksek sitotoksik etkiyi yapan dozlarin 20-30uM oldugu, 40-50uM dozlarinda
sitotoksik etkinin artmaya devam ettigi ancak ¢ok belirgin bir artis olmadig1 gozlenmistir.

Yapilan literatiir taramasinda Cryptotanshinone’un sitotoksik etkisi ile ilgili ¢esitli sonuglara
ulagilmistir. Ornegin, kronik myeloid 16semi (KML) hiicre hatt1 olan K-562 hiicrelerinde CPT’nin
sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan MTT analizinde hiicre proliferasyonunun doza baglh
olarak azaldigi ve uygulanan 10uM CPT dozunun hiicre canliliginda %70 azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Dong vd., 2018). Yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda (Hey ve A2780) CPT’nin,
STAT3/SIRT3/HIF-1a sinyal yolunun baskilanmasi yoluyla hiicresel glikoliz kaynakli hiicre
bliylimesini ve proliferasyonu {izerindeki etkisinin incelendigi bir calismada, 24 ve 48. saatler i¢in ayr1
ayri bir dizi CPT konsantrasyonu uygulanmis ve her iki kanser hiicre hattinda da CPT’nin doza bagiml
ve zamana bagli bir sekilde kontrollerle karsilagtirildiginda hiicre canliligini 6nemli 6lgiide azalttigi
gosterilmistir. Hey ve A2780 hiicreleri igin IC50 degerleri sirasiyla 18.4 uM ve 11.2 uM olarak
belirlenmis ve bu dozlarda hiicre canliliginda %95 azalma oldugu bildirilmistir (Yang vd., 2018).

Bizim ¢aligmamizda CPT, 20 uM doz grubunda 24. saatte %17,34 oraninda diistik bir sitotoksik
etkiye sahipken, 48. saatte %71,73 ve 72. saatte %92,4 oraninda yiiksek bir sitotoksik etki gdstermistir.
30 uM doz grubunda 24. saatte bu oran %32,94’e yiikselirken, 48 ve 72 saatlerde sirayla %88,06
ve %93’e yiikselmistir. 40 ve 50 uM doz gruplarina bakildiginda 48 ve 72 saatlerde sitotoksisitede
belirgin bir artis gézlenmezken, 24. saatte %71,09 oraniyla en yiiksek sitotoksik etki S0uM doz
grubunda gorilmistiir. Tiim bu veriler 1s18inda bu ¢alismada, Cryptotanshinone’un doza ve zamana
bagl olarak, literatiirde rastlanan diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, meme kanseri hiicreleri tizerinde
de belirgin bir sitotoksik etkisinin oldugu anlasilmistir.

Bu calismada, CPT’nin hiicre proliferasyonu iizerine etkisini incelemek amaciyla kullanilan
ikinci yontem RT-PCR teknigidir. Bu yontem CPT’nin TMEM16A (ANO1) kanal geninin ekspresyonu
iizerine etkisini incelemek amaciyla kullanilmistir. ANO1 geninin gesitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese
oldugu bilinmektedir ve meme kanseri tiimorijenezinde de rol oynamaktadir. ANOI, insan epidermal
bliylime faktorii reseptorii 2 (HER2), progesteron reseptdrii (PR) ve Ostrojen reseptdrii (ER) pozitif
durumu olan meme kanseri hastalarinda klinik prognoz ile iliskilendirilmektedir. Literatiirdeki
aragtirmalara gore, ANO1'in farmakolojik inhibisyonunun ¢esitli kanser hiicre tipleri tizerinde in vitro
ve in vivo antikanser etkisi oldugu gosterilmektedir (Li vd., 2022). Calismamizda MCF-7 hiicre hatti
iizerinde MTT analizi ile belirlenen kontrol, 10 pM, 20 pM ve 30 uM olmak iizere dort doz grubu CPT
ile muamele edilerek, meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese oldugu bilinen ANO1 geninin
ekspresyonuna etkisi aragtirtlmistir. Elde edilen verilere goére, gen ifadesi diizeylerinde doz ve
zamanlara gore degerlendirme yapildiginda, 24. saate ait veriler istatistiksel olarak anlamli bulunurken
(p<0,05), 48 ve 72. saat verileri istatistiksel olarak anlaml1 bulunamamistir (p>0,05). Diger dozlarda
anlaml bir farklilik bulunmasa da kontrole gore kiyaslandiginda, CPT nin 6zellikle 48. saatte 10 ve
20uM doz gruplarinda ANO1 geninin ekspresyonunu azalttigi goriilmektedir. Bu durumun gen

ekspresyonunun analiz edildigi 6rmmek sayisinin az olmasindan dolay1 standart sapmalardaki
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uyumsuzluklardan iliskili olabilecegi diislininiilmektedir. 24. saate ait veriler kontrolle
kiyaslandiginda, gen ekspresyon diizeyinin 10 uM doz grubunda %65 oraninda azaldigi, 20uM doz
grubunda %71 oraninda azaldigi ve 30uM doz grubunda %83 oraninda azaldig1 gézlenmistir.

Literatiirde ANO1 geninin ¢esitli kanserlerdeki ekspresyon seviyelerine ait az sayida aragtirma
bulunmaktadir. Bunlardan birisi, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre hatt1 olan PC9
hiicrelerinde, ANO1 inhibitorii olarak verteporfin kullanilarak, ANO1 ekspresyonunun azaltilmasinin
ve antikanser ajan olarak verteporfinin kullanilmasinin, NSCLC {izerindeki etkisi arastirilmistir. Sonug
olarak verteporfinin, EGFR aktivasyonunun indiikledigi STAT-3 yolunun inhibisyonu yoluyla, ANO1
gen ekspresyonunu geciktirdigi ve PC9 hiicrelerinin canliligini azalttigi bildirilmistir (Jeong vd., 2022).

Caligmamizda, inhibitér uygulanan s6z konusu iyon kanalimin davranigini voltaj yoluyla
incelemek amaciyla, zardan gecen akimlart patch clamp teknigi ile dlglilmiistiir. Patch clamp, biitiin
hiicre zarlar1 ve hiicre zar1 kanallarindan gegen iyon akimlarini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilan
elektrofizyolojik bir tekniktir. Bu yontemle, hiicre zarindaki kanallarin yapilari, agilip kapanmalari ve
degisik norotransmitter veya kimyasal ajanlara verdikleri yanitlar incelenebilmektedir. Voltajla ve
ligandla aktive olan iyon kanallarinin davraniglarini incelemek igin en etkili yol akim voltaj iligkisini
degerlendirmektir. Tiim hiicre kaydinda; pipet ucu ile zara uygulanan vakum pompasi ile devamli
vakum yaptirilarak zar yirtilmaktadir. Bu durumda pipet elektrotu direk hiicre sitoplazmasi voltaj
degisimlerini 6l¢mektedir. Pipet ucu zarin yirtilmasi nedeniyle pipet igerisindeki soliisyonu hiicre
sitoplazmasina, hiicre sitoplazmasi sivis1 da pipet igerisine gecmektedir ve boylece denge durumuna
gelmektedir. Bu uygulamayla hiicre igerisine aktivator veya inaktivatér madde kolaylikla verilerek
hiicre zar1 cevaplari kontrol edilebilmektedir (Gandini vd., 2014).

Bu c¢alismada, TMEM16A (ANO1) kanalinda bir blokaj yapip yapmadigint degerlendirmek
amaciyla MCF-7 hiicrelerine 10uM, 20uM ve 30uM dozlarinda CPT inhibitorii uygulanmistir ve yama-
kenetleme deneylerinde elde edilen maksimum akim degerleri (pA) 6l¢iilmiistiir. Tiim doz gruplari i¢in
akim kayitlari, baslangigta ilag uygulanmadan hemen 6nce (0. dakika) kontrol olarak ve her doz i¢in
ilag uygulandiktan sonra 15. dakikada maksimum akimlar 6lgiilerek, her bir hiicreden en az 5 defa (n=5)
kayit alinmistir. Istatistiksel analizlerden elde edilen verilere gore, kontrol kaydiyla kiyaslandiginda,
ANOI1 kanalindan gecen Cl- akimlarininin, doza bagli olarak azaldigi goriilmektedir. Gruplarin
maksimum akim degerlerinin (pA) ortalamalarina bakildiginda; 10 ve 20 pM CPT uygulanan doz
gruplarinda Olgiilen akim degeri kontrole gore azalsa da anlaml bir farklilik gostermezken, kontrol
kayitlartyla kiyaslandiginda 30 uM doz grubu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Yani
dozlar arasinda TMEM16A kanalindan gecen Cl- akimlarini en yiiksek miktarda inhibe eden grup 30
uM CPT doz grubu olarak belirlenmistir.

Literatiirde kalsiyum ile aktive olan kloriir iyon kanali TMEM16A’nin farkli kanserlerde, ¢esitli
ajanlar tarafindan inhibisyonunun, elektrofizyolojik yontemlerle dl¢iildiigii aragtirmalar bulunmaktadir.
Genis bir aragtirmaci grubu tarafindan yapilan bir arastirmada, daha 6nceki ¢aligmalarda antikanser

etkisi kanitlanmig olan Honoikol adl1 bilesenin, kolorektal kanserin patogenezine katkida bulundugu
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bilinen ANOI kanallarin1 hedefleyerek, kolorektal kanserin hiicre proliferasyonunu inhibe edip
etmedigi incelenmistir. Bu amagla, ANO1’i asir1 eksprese eden plazmit ile transfekte edilmis HEK293
hiicre hatt1 kullanilarak, ANOI1 kanallarindaki CI" akimlarim1 kaydetmek i¢in tiim hiicre kayit yontemi
kullanilarak kayitlar alinmistir. Kenetleme protokoli -100 ve +100 mV araliginda, 750 ms’lik voltaj
uyaranlarla, 20 mV’luk artiglar seklinde uygulanmistir. Sonugta, ANO1 kanalindan gegen CI
akimlarmin, Honoikol’iin 1puM’dan biiyiik tiim doz konsantrasyonlarinda zamana bagli olarak énemli
ol¢iide inhibe ettigi (10 uM konsantrasyonda %80 inhibisyon) bildirilmistir. Ayrica ANO1 kanalindan
gecen CI akimlarinin, 50 uM Honokiol tarafindan neredeyse tamamen inhibe edildigi gosterilmistir
(Wang vd., 2021).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada bir STAT-3 inhibitorii olarak bilinen ve TMEM16A iyon kanallarini inhibe ettigi
gosterilen Cryptotanshinone’un meme kanseri hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkileri
incelenmistir. Bu amagla, ¢calismada MTT analizi, yama kenetleme teknigi ve es zamanli PCR teknigi
kullanilarak, Cryptotanshinone’un ANO1 kanal akimini bloke ettigi ve kanal ekspresyonunu azalttig
gbzlenmistir. Bu bulgular 1s18inda Cryptotanshinone’un meme kanserinde tedavi amagh ilag¢ olarak
veya giiniimiizde meme kanserinde kullanilan tedavi yontemlerinin etkinligini arttirma amaciyla
kullanilabilecegine iliskin ipuglari elde edilmistir.

Bu ¢aligmada su sonuglara ulagilmigtir:

1. Cryptotanshinone’un IC50 degeri, 23,01 uM olarak bulunmustur.

2. Doza ve uygulama siirelerine bagli olarak Cryptotanshinone’un MCF-7 hiicreleri {izerinde belirgin
bir sitotoksik etkiye sahip oldugu gbézlenmistir.

3. Cryptotanshinone’un ANO1 geninin ekspresyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in yapilan es zamanli
PCR analizi sonucunda, 24. saatte ANOI geninin ekspresyon diizeyinin 10 uM doz grubunda %65
oraninda azaldigi, 20uM doz grubunda %71 oraninda azaldig1 ve 30uM doz grubunda %83 oraninda
azaldig1 belirlenmistir.

3. Cryptotanshinone’un doza bagli olarak TMEMI16A kanalindan gegen kloriir akimlar1 iizerinde
inhibitor etkisinin oldugu ve &zellikle 30 uM doz uygulandiginda ANO1 akimim 6nemli miktarda
inhibe ettigi gozlenmistir.

5. Bu sonuglara dayanarak Cryptotanshinone’un meme kanserinde, ANO1 kanal akimini bloke ederek
ve gen ekspresyonunu azaltarak, hiicre proliferasyonunu azalttigi bulunmustur. Bu nedenle, meme
kanserinin tedavisinde kullanilabilirligi acisindan olumlu bir yaklagim olabilecegini diislindiirmektedir.
6. Ancak, bu ¢alismada CPT’nin anti-proliferatif etkilerinin incelenmesi igin sadece bir meme kanseri
hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu nedenle ¢alismay1 genisletmek igin, farkli meme kanseri hiicre hatlarinda
ve hatta farkli kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkilerinin incelenmesi tizerine ¢alisilmalar yapilmasi
daha yararl olacaktir.

7. Bu aragtirmaya ek olarak, karsilastirma yapmak i¢in Cryptotanshinone’un kanserli olmayan, normal
meme bezi hiicrelerine etkisi de incelenebilir. Normal meme dokusunda Cryptotanshinone’un
olusturabilecegi etkileri degerlendirmek, ilacin kanserli hiicrelerdeki etki mekanizmasini agiklamak i¢in
fayda saglayabilir.

8. Bu arastirmadan elde edilen sonuglari desteklemek ve genisletmek adina, STAT-3 inhibitori
Cryptotanshinone’un, kloriir iyon kanali olan TMEMI16A kanalina olan segiciligi tizerine analizler
yapilabilir. Literatiirde de bu tarz bir yaklasim goriilmiistiir. Bir arastirma grubu, Cinobufagin isimli
inhibitdriin ANO1 kanalina segiciligini belirlemek adina, bagka bir kloriir kanali olan CTFR (Kistik
fibroz transmembran iletkenlik diizenleyici) ile ANO1 kanalinin protein ekspresyon seviyelerini birlikte

Olgmislerdir. CAL-27 (oral skuamdz hiicreli karsinom) hiicrelerine uygulanan gesitli artan dozlarda
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Cinobufagin’in, ANOL1 protein ekspresyon seviyelerini doza bagl olarak azalttigi bulunmustur. Diger
kloriir kanali olan CTFR’yi eksprese eden FRT hiicreleri iizerinde ise uygulanan en yiiksek dozlarda
bile protein ekspresyon seviyelerinde bir degisiklik olmamistir. Boylece, Cinobufagin’in ANO1
kanalin1 6zel olarak hedefledigi gosterilmistir (Jo vd., 2021).

9. TMEM16A nin ekspresyonunun ayrica miRNA’lar araciligiyla kontrol edildigi de bilinmektedir. Bu
calismaya ek bir ¢ikt1 olarak, TMEM16A kanal geni olan ANO1’i hedefleyen miRNA seviyelerinin
belirlenmesiyle, meme kanserinde TMEMI6A iyon kanallari / miRNA iligkisi arastirilabilir.
Literatiirde benzer bir ¢aligma olarak, Park ve arkadaglari, bir tiimér baskilayici gen olarak bilinen miR -
9’un kolorektal kanseri (CRC) hiicre hattt olan HCT116 hiicrelerinde ANO1 mRNA’s1 ve protein
ekspresyonu seviyelerine etkisini aragtirmiglardir. Bu amagla, otuz iki eslestirilmis CRC dokusu ve
bitisik normal doku, kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qQRT-PCR) kullanilarak ANO1 ekspresyonu i¢in
analiz edilmigtir. CRC o6mneklerinde miR-9 ile ANOl mRNA ekspresyonu arasinda ters bir iligki
bulmuslardir. Luciferaz aktivitesine bakilarak ANO1’in, miR-9'un dogrudan bir hedefi oldugunu
kanitlamislardir ve miR-9'un agir1 ekspresyonunun, normal dokularla kiyaslandiginda hem mRNA'y1

hem de ANO1'in protein ekspresyonunu énemli 6l¢tide baskiladigini bildirmislerdir (Park vd., 2019).

10. Diger kanserlerde oldugu gibi, meme kanserinde de degerlendirme yapilirken buna tiimoér
mikrogevresinin de dahil edilmesi gerektigi artik bilinen bir gergektir. Literatiirde, ¢esitli biyokimyasal
yontemlerle tiimor mikro ¢evresinin modiilasyonunun, bir anti-metastatik etkiye sahip olabilecegine
dair ¢alismalara rastlanmustir. Bu nedenle, ¢alismamizda kullandigimiz Cryptotanshinone ile, timor
mikro ¢evresini modiile ettigi bilinen antimetastatik dogal tirlinlerden bir veya birkagi birlikte in vitro
kombinasyon ¢alismalar1 yapilarak, meme kanseri hiicreleri iizerinde sinerjik etkileri incelenebilir.

Boylece, meme kanserinde daha etkili antitiimoral sonuglar elde edilebilir.

11. Bu ¢alismada, Ca*? ile aktive edilen kloriir iyon kanali TMEM16A nin, CPT ile inhibisyonu yoluyla,
meme kanserindeki anti-proliferatif etkisi incelenmistir. Ancak, TMEMI16A iyon kanalinin ayni
zamanda, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom, prostat kanseri ve akciger kanseri gibi farkli
kanserlerde de asir1 eksprese oldugu bilinmektedir. Bu nedenle CPT’nin, farkli kanserlerde farkli sinyal

yollar1 tizerinden TMEM16A kanali iizerinde inhibisyon etkisi olup olmadig1 da arastirilabilir.
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