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OZET
Kanser diinyada sik rastlanan hastaliklar arasindadir ve meme kanseri de diinya
kadinlar1 arasinda en sik rastlanan kanserlerdendir. Bunun i¢in giiniimiizde meme

kanseri tedavisine yonelik caligmalar olduk¢a 6nemlidir.

Serotoninin bilinen gorevleri disinda son yillarda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu

stimiile eden bir mitojen olarak davrandig: da ortaya ¢ikmaigstir.

Calismamizda meme kanser hiicreleri (agresif meme kanser hiicresi olan MDA-MB-231
ve BT-549, non-invazif meme kanser hiicresi olan MCF-7 hiicreleri ) hem serotoninle
hem de serotonin reseptdr antagonisti olan metergolin ile mumale edildi. Hiicre
proliferasyonunun analizi i¢in MTS, klon olusumunu test etmek i¢cin klonojenik tespit
ve hedef proteinlerin ekspresyonlarinun analizi icin western blot yontemi kullanildi.
Analiz sonuclarimiza gore, serotoninin artan konsantrasyonlarina bagl olarak hiicre
proliferasyonunu ve koloni olusumunu ii¢ farklt meme kanser hiicrelerinde de 6nemli
oranda arttidigi, metergolin uygulanan hiicrelerde artan metergolin konsantrasyonuna
bagl olarak hiicre proliferasyonunun ve koloni olusumunun ii¢ farkli meme kanser
hiicrelerinde de onemli oranda azaldigi bulundu. 2, 4, 8 uM ve 48 saat serotonin
uygulanan MDA-MB-213 hiicrelerinde serotonin reseptdr 1D (5-HT1D) ve serotonin
reseptor 7 (5-HT7) reseptorlerinin ekspresyonlarinin serotonin artan konsantrasyonuyla
birlikte arttigi, artan 5-HTID ve 5-HT7 reseptorlerinin ekspreyonuna bagli olarak
FOXMI1 ve asag1 hedefi olan eEF2K, p-EF2 proteinlerinin ekspresyonlarinin arttigi
bulundu. 30, 35, 40 uM ve 48 saat metergolin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
HTID ve 5-HT7 reseptorlerinin ekspresyonlarinin azaldigi ve bu reseptorlerin

ekspresyonundaki azalmaya bagl olarak FOXMI1 ve asagi hedefi olan eEF2K, p-EF2
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proteinelerinin ekspresyonlarimin azaldigi bulundu. Hem serotonin uygulanan hem de
metergolin uygulanan hiicrelerde kaspaz-3 proteininin ekspresyonunda degisiklik

olmadig1 bulundu.

Sonuclarimiz, litertiirde ilk kez serotonin baglanmasiyla aktiflesen 5-HT1D ve 5-HT7
reseptorlerinin Ozellikle de aktiflesen 5-HT7 reseptoriinin FOXMI1 sinyal yolagmi
uyardig1 ve onkogenik FOXMI sinyal yolagi aracilig: ile hiicreleri ¢ogalmaya tesvik
ettigini gosterdi.

Bu sonuglar, meme kanser hiicrelerinde 5S-HT1D ve 5-HT7 reseptorlerinin aktivitesinin
kontrol altinda tutulmasmin tiimoriin biiyiimesi ve progresyonu acisindan Onemli
oldugunu ve 5-HTI1D, 5-HT7 reseptorlerine spesifik yeni antagonistlerin tiretiminin

tedavide hastalar icin yararli olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler; 5-HTRID, 5-HTR7, FOXMI1, meme kanseri, metergolin,

serotonin
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INVESTIGATION OF THE ROLES OF SEROTONINE RECEPTORS ON THE
APOPTOSIS SIGNAL PATHWAY IN BREAST CANCER CELLS

VENHAR CINAR
Erciyes University, Institute Of Health Sciences
Department of Medical Biology
Master Thesis, August 2020
Supervisor:Ass.Prof. Zuhal Hamurcu

ABSTRACT

Cancer is among the most common diseases in the world, breast cancer is also one of
the most common cancers among women in the world.For this, studies on breast cancer

treatment are very important today.

Serotonin (5-HT) has recently emerged to act as a mitogen that stimulates the

proliferation of cancer cells, apart from its known functions.

In our study, breast cancer cells (aggressive breast cancer cells MDA-MB-231 and BT-
549, non-invasive breast cancer cells MCF-7 cells) were treated with both serotonin and
metergoline, a serotonin receptor antagonist. MTS was used for analysis of cell
proliferation, clonogenic detection to test colony formation and western blot method for
analysis of expression of target proteins. According to our analysis results, it was found
that cell proliferation and colony formation increased significantly in three different
breast cancer cells due to increasing concentrations of serotonin, and cell proliferation
and colony formation were significantly reduced in all three different breast cancer cells
due to the increased metergoline concentration in metergoline applied cells. In MDA-
MB-213 cells treated with 2, 4, 8 uM and 48 hours serotonin, the expression of
serotonin receptor 1D (5-HT1D) and serotonin receptor 7 (5-HT7) receptors increased
with increasing serotonin concentrations, due to the increased expressions of 5-HT1D
and 5-HT7 receptors, FOXM1 and its lower target eEF2K, pEF2. The expression of -
EF2 proteins was found to be increased. It was found that the expression of HT1D and
5-HT7 receptors decreased in MDA-MB-231 cells treated with metergoline for 30, 35,
40 uM and 48 hours, and the expression of FOXMI1 and its lower target eEF2K, p-EF2
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proteins decreased due to the decrease in the expression of these receptors. It was found
that there was no change in the expression of caspase-3 protein in cells treated with both

serotonin and metergoline.

Our results showed that for the first time in the literature, the 5-HT1D and 5-HT7
receptors activated by serotonin binding, in particular the activated 5-HT7 receptor,
stimulate the FOXM1 signaling pathway and stimulate the cells to proliferate via the
oncogenic FOXMI signaling pathway.

These results suggest that controlling the activity of 5-HT1D and 5-HT7 receptors in
breast cancer cells is important for tumor growth and progression, and the production of
new antagonists specific to 5S-HT1D, 5-HT7 receptors may be beneficial for patients in

treatment.

Key words; 5-HTR1D, 5-HTR?7, breast cancer, FOXM1, metergolin, serotonin
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1.GIRIS-AMAC

Kanser, hiicrelerde mutasyonlarin birikmesiyle olusan ve hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasiyla sonuclanan bir hastaliktir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser 6zelligi
kazanmis bir somatik hiicre ayn1 zamanda dis biiyiime sinyallerinden bagimsiz olarak ve
smirsiz ¢ogalma yeteneginin yanisira apoptozdan kaginma, anjiyojenez, vaskiilarizasyon
gelistirme ve metastaz yapma Ozelliklerine de sahiptir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
Meme kanseri ise diinyada kadinlar arasinda en sik rastlanan kanserdir ve 1,5
milyondan fazla kadini etkiler. Ustelik yeni gelismelere ragmen insidansi artmaya
devam etmektedir. Bunun icin giiniimiizde meme kanseri tedavisine ve Onlemine

yonelik calismalar olduk¢a onemlidir (De Santis ve ark., 2013).

Serotonin (5-HT) diyetle alinan esansiyel aminoasit olan triptofandan iiretilen biyojenik
bir amindir. Serotonin merkezi sinir sisteminde norotransmitter, mide-bagirsakta (gut)
lokal medyator, kanda ise vazoaktif ajan (damar etkinlestirici) olarak gorev yapar
(Sarrouilhe ve Mesnil, 2018). Insanlarda, dokuya ozel ifade edilen yapisal ve
fonksiyonel Ozelliklerine gore siniflandirilmis yedi serotonin (5-HT) reseptor ailesi
bulunmaktadir. Dolayisiyla, serotonin bu reseptorlere baglanir ve serotonin
baglanmasiyla aktiflesen reseptdr hiicrede uyarici ya da inhibe edici yanit olusturmak

icin bir hiicre ici ikincil haberci kaskadini aktive eder.

Son yillarda, serotoninin bilinen rolleri disinda kanser hiicrelerinde mitojenik
norotransmitter olarak hiicrelerin ¢ogalmasini tetikledigi ve bunun da kanser
hiicrelerinde artan serotonin reseptoriine bagli oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak,
serotonin kanser hiicrelerinde hangi mekanizmayir ya da mekanizmalar1 kullanarak
hiicreleri ¢ogalmaya tegvik ettigi hala bilinmemektedir. Kanser hiicrelerinde serotoninin

hiicre ¢ogalmasindan sorumlu oldugu mekanizmayir ya da mekanizmalar1 aydinliga



kavusturmak, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyilk Onem arz

etmektedir.

Bu yiizden sunulan tez projesinde, agresif ve non-invazif meme kanser hiicrelerinde
ifade oldugu bilinen serotonin reseptdr 1D (5-HT1D) ve serotonin reseptor 7 (5-
HT7)’nin hiicre ¢ogalmasina, hiicre ¢ogalmasinda rol oynadigi kabul géren onkogenik
transkripsiyon faktor FOXMI1 sinyal yolagma ve apoptoz sinyal yolagina etkisinin
arastirilmas1 amaclandi. Bu amag i¢in hiicreler hem serotonin ile muamele edilerek 5-
HTRI1D ve 5-HTR7 reseptorlerinin aktivasyonu, hem de bu reseptorlere spesifik
antagonist olan metergolin ile muamele edilerek 5-HTR1D ve 5-HTR7 reseptorlerinin
inaktivasyonu saglandi. Bu reseptorlerin aktive oldugu ve inaktive oldugu durumda
meme kanser hiicrelerinin proliferasyon ve klonojenik o0zellikleri, FOXMI1 ve
FOXMTI’in asag1 hedefi olan onkogenik Okaryotik protein translasyon uzama faktor -2
(EF2) bu faktorii fosforilleyen kinaz (eEF2K) ve p-EF2 proteinlerinin ekspresyonu ve

apoptozda rol oynayan kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1.KANSER

Kanser en eski kayitlar1 MO 3000 yilna kadar dayanan ve giiniimiizde de insanlar
arasindaki en yaygin hastaliklardan biridir. Kelime anlami olarak latince yengec
anlaminda 'canker' veya 'carnicos' kelimesinden tiiremistir. Bu tabir Hipokrat tarafindan
ilk defa MO 3'te tiimoriin etrafindaki damarlarin sismesini yengecin bacaklarmna

benzetmesi ile ortaya ¢cikmistir (Baykara, 2016).

Proliferatif sinyalin
stirdiiriilmesi

Biiyiimeyi
baskilayicilardan kagma

Uyarilmis invazyon ve metastaz
aktivasyonu

anjiyogenez

Replikatif
slumsuzliik

Sekil 1. Kanserin Ozellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)
Kanserin biiylime ve metastazim etkileyen ayirt edici alt1 6zelligi vardir ve bunlari
anlamak kanser biyolojisinin temellerini olusturur (Sekil 1) (Hanahan ve Weinberg,

2011).

Kanser gelismesinde davranigsal (yiiksek viicut kitle indeksi, fiziksel aktivite eksikligi,
tiitiin ve alkol kullanimi), biyolojik (viriis, parazitler gibi), cevresel (UV, radyasyon,
iyonlastirict ve kimyasallara maruziyet gibi) ve genetik risk faktorleri rol oynar (Erdem

ve ark., 2017).

Kanser tedavisi i¢in radyoterapi, kemoterapi, cerrahi, immiinoterapi, hormon terapisi ve

gen terapi kullanilabilir. Giintimiizde 100'den fazla bilinen kanser tiirii vardir. Belirli



kanser tipleri i¢in bu standartlastirilmis tedavi yaklasimlar1 kullanilsa da kanser ayni

zamanda kisisel bir hastaliktir (Baykara, 2016).
2.2.MEME KANSERIi

Kanser, Diinya Saglik Orgiitii'niin ( World Health Organization, WHO) Eyliil 2018
verilerine gore her 6 Oliimden birinin sebebi olup 9,6 milyon 6liimden sorumlu
hastaliktir. Bu kanser sebepli Oliimlerden en yaygin olarak ilk sirada 2,090 milyon
meme kanserleri yer almaktadir (Sekil 2) (https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/cancer. Erisim tarihi: 10 Eyliil 2019).

Istatistiklere gore de her 8 kadindan 1'inde meme kanseri olma olasilig1 vardir (DeSantis

ve ark., 2013).

KANSERDE BUGUN

Teghis edilen en yaygin beg kanser tipi
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Sekil 2. Globocan 2018 kanser insidansi (https://www.uicc.org/news/new-global-cancer-data-
globocan-2018 Erisim Tarihi: 25.09.2019)

Meme kanseri, lobiiller (siit yapimimi saglayan bezlerin olusturdugu hiicreler) ve
duktuslar1 (siitiin bosaltilmasin1 saglayan kanallar) orten epitelyal hiicrelerin kontrolsiiz
hizla ¢ogalarak maling tiimor halini almasiyla sonuc¢lanan hastaliktir (Sekil 3) (Parkin
ve ark., 2001). Kadinlarda goriilme olasilig1 daha yiiksek olan bu kanserin (%22) risk
faktorleri arasinda; genetik yatkinlik, yas, cinsiyet, hormonal durum, ailesel Oykii,

cografya gibi pek cok etken vardir (Lee ve ark., 2017).



Meme Kanseri

Kanallar

Sekil 3. Meme lobiiler, duktus ve kanallart (http://www.cancernews.com.au/breast-cancer/
Erisim Tarihi: 27.09.2019)

2.2.1.Risk Faktorleri
2.2.1.1.Genetik

Meme kanserinin olugsmasinda c¢evresel etkenlerin roliiniin biiyiik olmasimnin yani sira
baz1 vakalarda genetik yatkinlik oldugu da goriilmiistiir. Bu vakalar %5-10 civarinda
olup genetik mutasyonlar saptanmakta ve ailesel olarak tanimlanmaktadir (Osborne ve
ark., 2004; Ponder, 1994). Genetik mutasyonlar Ozellikle BRCAI (Breast cancer
susceptibility gene 1 ) ve BRCA2 (Breast cancer susceptibility gene 2 ) daha az siklikla
da TP53(Transkripsiyon faktor 53) ve PTEN (Protein tirozin fosfataz ve tensin
homologu) gibi genlerinde goriiliir (Akdeniz ve ark., 2018; McKinley ve ark., 1995;
Pharoah ve ark., 1997).
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Sekil 4. Meme kanseri risk faktorleri ve dnlenmesi (Sun ve ark., 2017)



2.2.1.2.Yas

Ilerleyen yasla birlikte kadmlarda meme kanseri goriilme riski artmaktadir. Ozellikle
menapoza kadar olan zamanda bu risk her 10 yilda bir ikiye katlanmaktadir. Meme
kanseri olma riski 25'li yaslarda 1/19 iken bu oran 75 yasinda 1/11'e kadar
yiikselmektedir (Key ve ark., 2001; Phipps ve Li, 2010).

2.2.1.3.Cinsiyet

Meme kanser riski kadinlarda erkeklere oranla daha fazla goriilir. Tiim meme
kanserlerinin %1 kadar erkek vakalarda goriiliir. Meme kanserinin kadinlarda erkeklere
gore daha sik rastlanmasinin, kadinlarin daha fazla hormonal degisikliklere maruz

kalmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Jemal ve ark., 2011).
2.2.1.4. Hormonal Durum

Ostrojen ve progesteron hormonlari meme kanser gelisiminde ©nemli olup bu
hormonlara 6zgii 6strojen (ER) ve progesteron reseptorleri (PR) normal meme epitelyal
hiicrelerinde bulunur. Dolayisiyla hormon diizeylerindeki degisimlere bagli olarak
meme epitelyal hiicrelerin davranislarinda farklilasma meydana gelebilir. Bu durumda
kadinlarda normalden farkli olarak Ostrojen ya da progesterona maruziyet meme kanser

riskini artirmakdir (Hormones ve Group, 2002; Yang ve ark.,2010).
2.3.Meme Kanserinin Molekiiler Stmiflandirmasi

Meme kanserleri hormon reseptor varligina veya yokluguna gore, hiicre biiylimesinden
sorumlu belirtecler, biiytime faktorii reseptorleri, hiicrede fazla aktive olmus sinyal
yolaklari, hiicre dongiisiinde gorevli elemanlar gibi pek cok hiicreye 6zgii belirtecler goz
oniinde bulundurularak molekiiler olarak luminal A, luminal B, HER2 (Human
epidermal growth factor 2) tip ve bazal benzeri meme kanseri olmak iizere dort gruba

ayrilmistir (Sekil 5) (Perou ve ark., 2000; Yoder ve ark., 2007).



Sekil 5. Meme Kanserinin Molekiiler Stniflandirmasi (Valentin ve ark., 2012)

2.3.1. Luminal A Meme kanseri

Bu tip tiimorler strojen reseptor pozitif (ER+), progesteron reseptor pozitif (PR+) ve
insan epidermal biiylime faktorii -2 negatif (HER2-) 0Ozellik gosterir. Meme
kanserlerinin %30-70'ini kapsar (Voduc ve ark., 2010). Tedavileri genelde hormon
tedavisine yoneliktir. Diisiik niiksetme oranina sahiptir. Bu yiizden en iyi prognoz

gosteren tiptir (Yoder ve ark., 2007).
2.3.2. Luminal B Meme Kanseri

Bu tip tiimorler ER+ ve PR+'tirler. HER2- veya HER2+ (insan epidermal biiyiime
faktor receptor 2  pozitif) olabilir. Tim meme kanser vakalarmin %10-20's1
olustururlar. Luminal A meme kanserine gore daha kotii prognaza sahiptir ve sag kalim

orani daha diisiiktiir (Voduc ve ark., 2010; Koboldt ve ark.,2012).
2.3.3. HER2 Tip Meme Kanseri

HER?2 tip meme kanseri dstrojen reseptor negatif (ER-) ve progesterone reseptor negatif
(PR-) ozelliktedir. Bu tiimorlerin ¢ogunda HER2+'tir. Ancak bazilarinda HER2- oldugu

da goriilmiistiir. Meme kanserlerinin %35-15'ini olustururlar (Foukakis ve ark., 2013).



2.3.4. Bazal Benzeri Meme Kanseri

Bu tip meme kanseri ii¢lii receptor negatif bazal benzeri meme kanseri ve ti¢lii reseptor
negatif olmayan bazal benzeri meme kanseri olmak iizere ikiye ayrilir (Fan ve ark.,
2006). Uclii reseptor negatif olan bazal benzeri meme kanserinde ER ve PR yaninda
HER? genlerinin ekspresyonlar1 da yoktur. Uclii negatif olan ve olmayan bazal benzeri
meme kanserleri arasindaki en énemli fark HER2 ekspresyonunun olup olmamasidir.
Meme kanserinin {iclii reseptor negatif tipi diger alt simiflarina gore daha erken yasta
ortaya ¢ikar ve en agresif meme kanser tipidir. Prognoz ve metastaz 6zelligi ¢ok

yiiksektir (Howlader ve ark., 2014; Yao ve ark., 2017).
2.3.4.1. Uclii reseptor negatif bazal benzeri meme kanseri (TNBC)

Uclii reseptor negatif meme kanseri ER, PR ve HER?2 reseptorlerinin iiciiniin de negatif
oldugu tiptir ve tiim meme kanserlerinin %10-17'sini olusturur. Populasyonda daha genc¢
yasta ortaya cikar. Niiksetmesi ve oliim riski yiiksek kanser tipidir. U¢ reseptoriinde
eksikliginden dolayr hormonal tedaviye yanit vermezler. Dolayisiyla bu hastalar
geleneksel tedavi yontemleri ile tedavi edilemezler (Oakman ve ark., 2011, Badve ve

ark., 2011).
2.4.Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri, kadmnlar arasinda en yaygin ve Olim orani en yiiksek kanserler
arasindadir. Bu nedenle meme kanser tani ve tedavisi olduk¢a 6nemlidir. Olusan kanser
agr1 ya da elle tutulur bir kitle ile teshis edilebilirken; mamografi, biyopsi, ultrasond,
MRI gibi tekniklerle de tanisi konur (McDonald ve ark., 2016; Shamsi ve Islamian,
2017).

Tedavi yaklagimlar1 arasinda radyoterapi, kemoterapi, cerrahi operasyonlar ve hormonal
tedaviler en sik bagvurulanlardir. Hangi tedavinin uygulanacagina tiimor biiyiikliigii,
yeri, metastaz durumu, kanser evresi, lenf nodlarmin durumu, menapoz gibi durumlara
gore karar verilir. Ayrica hasta yas1 ve hastanin genel saghik durumu uygulanacak tedavi

yontemini belirleme de etkilidir (Hwang ve ark.,2013).

Tiim bunlara ragmen her zaman yeterli olmayan bu yontemler disinda 6zellikle de ti¢lii
reseptor negatif grupta olan hastalar icin yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine

ithtiya¢ duyulmaktadir.



2.4.1. Cerrahi

Kanserde ilk ve en c¢ok tercih edilen yontemdir. Meme kanserinin yapisina, yerine,
metastazina gore de iki farkli sekilde yapilir. ilki bolgesel mastektomi denilen var olan
timoriin alindig1 islem, ikincisi de total mastektomi denilen tiim memenin alindigi

islemdir (Fisher ve ark., 2002).
2.4.2. Radyoterapi

Radyoterapi, tiimor biiyiikliigline gore eger biiyiikkse ameliyattan Once timori
kiigiiltmek icin uygulanan, kiigciikse ameliyattan sonra kalan kanser hiicrelerini 6ldiirmek
amacli yiiksek enerjili 1smlarin kullanildig: tedavi yontemidir. Bu yontemdeki hedef ya
dogrudan DNA yapisin1 bozarak ya da serbest radikal olusumunu saglayarak dolayli
yoldan DNA hasarma sebep olarak kanser hiicrelerini 6ldiirmektedir (Chew, 2001;
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types/radiation-therapy. Erisim Tarihi:
21 Eyliil 2019.). Radyasyon tedavisinin hastalarda niiks riskinin %70 oranda azalttigi
gosterilmistir. (https://www.breastcancer.org/treatment/radiation Erigim Tarihi: 21 Eyliil

2019)
2.4.3. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini zayiflatmak, 6ldiirmek ve yeniden ortaya c¢ikmasini
engellemek amaciyla anti-kanser ilaglar kullanilarak yapilan bir tedavi seklidir. Bazi
durumlarda, kemoterapi tedavisi timor biiyiikliigiinii kiiciiltmek i¢in cerrahi islem
Oncesi uygulanabilir bu islem neo-adjuvan tedavi olarak adlandirilir, iicli reseptor
negatif hastalarda da bu yontem tercih edilir. Baz1 durumlarda ise, cerrahi islem sonrasi
kemoterapi uygulanarak kalan kanser hiicrelerinin temizlenmesi amaclanir ve bu
yontem adjuvan tedavi yontemi olarak adlandirilir (Pritchard ve ark., 2006; Micog ve

ark., 2007).

Her kanser cesidine uygulanan kemoterapotikler birbirinden farklidir. Meme kanseri
icin Ozellikle antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin), taksanlar (dosetaksel,
paklitaksel), mitoksantron ve vinorelbin kullanilir. Ancak ileri evre meme kanserleri
icin giiniimiizde kullanilan bu kemoteropatikler yeterli etkinlige sahip degildir ve yeni

kemoterdpatiklerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir (Gliick, 2005; O’Shaughnessy, 2005) .
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2.4.4. Hormonal Tedavi

Meme kanserinde, dstrojen reseptorii ve progesteron reseptorii olmak iizere iki reseptor
vardir ve hormon tedavisi bu reseptorleri hedefleyen tedavi seklidir. Reseptorlerin
timOr biiylimesine olan katkisini azaltmak i¢in hormonal tedavi sekline bagvurulur.
Meme kanseri, ER antagonisti tamoksifen ve raloksifen gibi ilaglarla ER reseptorler
inhibe edilerek ya da anastrazol gibi ilaglarla da direkt Ostrojen sentezi baskilanarak

tedavi edilir (Dowsett, 2001; Vogel ve ark., 2006) .

Bu tedavi ile hiicrelerin niiks etme oranlarmin azaldigi goriilmiistiir. Ancak HER2'nin
asir1 oranda ifade edildigi meme kanserlerinde hormonal tedaviye kars1 diren¢ vardir.

(Cummings ve ark., 1999; Dowsett, 2001).
2.4.5 Hedefe Yonelik Tedavi

Monoklonal antikorlarin, tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanildigi, ayrica diger
uygulanan tedavilerin yan etkilerini azaltmak i¢cin bagvurulan bir tedavi yontemidir.
Ozellikle HER2 pozitif meme kanserlerinde trastuzumab bu amagla kullamilan ilagtir.
Bunun yani sira pertuzumab, neratinib, trastuzumab-emtansin ve lapatinib gibi ilaglarda
yine HER2 pozitif meme kanserleri i¢in kullamilmaktadir. Kemoterapiye gore daha iyi
olmasmna ragmen yine de yiiksek yanit elde edilememistir (Romond ve ark., 2005;

Slamon ve ark., 2011).
2.5.Meme Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Meme kanserleri her ne kadar molekiiler olarak ayr1 ayr1 siniflarda incelense de hepsi
molekiiler heterojeniteye sahiptir ve c¢ogalma, invazyon, ila¢ direnci, metastaz gibi
yetenekler ortak yollarla kontrol edilir (Sekil 6). Bu yolaklardaki bir bozulma sonucu
asamali bir sekilde tiimor gelisimi goriilir (Michor ve ark., 2004; Hanahan ve

Weinberg, 2011) .

Bu baglamda genel olarak yolaklara bakildiginda reseptor tirozin kinazlar Ras/MAPK
ve PI3K/Akt/mTOR yolaklar: tiimor hiicre olugsmasini ilerleten bir yol izler (Pearson ve

ark., 2001; Cantley, 2002) .

Whnt/B-catenin ve TGF-B/Smad yolaklari, ERK'in aktive olmasiyla epitelyal mezenkimal
gecisi aktive edip, kanser hiicrelerinin go¢, invazyon gibi yetenekler kazanmasinda rol

alirlar (Massagué, 2008; Giltnane ve Balko, 2014).
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Uclii reseptdr negatif meme kanserlerinde androjen reseptor (AR) yolagi, hedefledikleri
genlerin transkripsiyonunu saglayarak progresyona katkida bulunur (Liao ve Dickson,

2002).

Genetik olarak meme kanserlerinin molekiiler biyolojisine bakildiginda da en onemli
genlerin BRCA1/2 oldugu goriiliir. Bu genlerde herhangi bir mutasyon meme kanser
gelisimine neden olur (Stevens ve ark., 2013). Ayrica meme kanser gelisiminde immiin
kontrol sistemleri de Onemlidir. Timoriin immiin sistemden kacgisinda PD1/PDL1

yollar1 rol alir (Mittendorf ve ark., 2014).

T Hiicresi

EGFR Latent TGF-§
" cMet  POGFR -
| VEGFR
PD-1 - | -
, "™ v # rorr /
[(Wnt | /Androgen ¥ rout | IGFR TGF-f

Sekil 6. Meme kanserinde rol alan sinyal yolaklar1 (Wu ve ark., 2018)

2.6.Forkhead (Fox) Transkripsiyon Faktorleri

Ik olarak Drosophila melanogaster'de bir mutagenez calismasinda kesfedilen forkhead
(fkh) geni daha sonra mayalar ve insanlarda da tanimlanmistir. Mutant Drosophila

embriyolarinda 'ucu sivri bas' yapist goriilmesinden dolay1 bu ismi almistir. Daha sonra
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Forkhead proteinlerinin winged heliks DNA baglanma bolgeleri icerdigi tespit
edilmistir ve bu bolgelere 'forkhead kutusu (box)' denilmistir. Farkli 6zellikte ve
fonksiyonda bir¢cok Fox proteini vardir (Weigel ve ark., 1989; Golson ve Kaestner,
2016).

Fox genleri hem yetiskin yasaminda hem de gelisim asamasinda, gastrulasyon
diizenlenmesi, metabolizma ve hiicre dongii kontrolii, kok hiicre nig devamlilig1 gibi ¢ok
cesitli biyolojik fonksiyonlar1 kontrol eder (Golson ve Kaestner, 2016). Ayrica Fox
transkripsiyon faktorleri, trofektoderm, karaciger, pankreas, yumurtaliklar, bagirsak,
akciger, bobrek, prostat, beyin, tiroid, iskelet ve kalp kasi, damar doku gibi dokularin
normal Ozellikleri, farklilagmasi, bakimi ve islevi i¢in de gereklidir (Zhu, 2016).

Fox transkripsiyon faktorleri memelilerde 'Forkhead box' bolgelerindeki benzerliklerine
gore A'dan S'ye kadar alt siniflara ayrilmistir (Sekil 7). Sayilarindan dolay: dort grupta
incelenebilir: FoxA transkripsiyon faktorleri hiicre tiplerinin farklilagmasinda, FoxM1
hiicre dongii kontroliinde, FoxO metabolizma ve uzun Omiirliilikte ve FoxP grubu ise
konusma ediniminde rol alir (Golson ve Kaestner, 2016). Insanlarda bu genlerin
anormal diizenlenmesi ya da herhangi bir mutasyonu pek ¢ok gelisimsel bozukluklara

ve kansere yol agabilir.

FOXK1 FOXK2
FOXH1

FOXJ3
Foxal /" roxJ2

FOXJ1

FOXM1

FOXB1
FOXA3 FOXL2
et oXI3 FOXL1
FOXA2 Foxi2l FOXG1
FOXA1 FOXI1
FOXR1
FOXR2

Sekil 7. Fox gen ailesi iiyeleri (Unhlenhaut ve Treier, 2011)
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2.6.1.Forkhead box protein M1(FOXM1) transkripsiyon faktorii

Insanlarda FOXM1 proteini FOXMI geni tarafindan kodlanan, Fox transkripsiyon
faktor ailesinin bir iiyesidir. Ozellikle hiicre dongiisii ve kanserde onemli bir role
sahiptir (Sekil 8). Gelecekteki kanser vakalarinin tedavisinde onemli bir hedef olarak

goriilmiis ve 2010 yilinda "Y1lin Altin Molekiilii' se¢ilmistir(Shen, 2011).

FOXAZ FOXAS
FOXCY
FOxM invazyonve ~ roxor
FOXO1 FOXO8 FOXOIA FOXOL FOXPY FOXP) FOXP4
POXP) _ metaztas
Tumde Bagisikligin

infamasyonuny

yikimi

Foxaz
FOXG2 POXW!
FOXOY FOXOR 1 OXO3A

FOXA FOXAZ  Proliferatif
FOXC1 FOXE:

Yoxws | sinvalin
FOXO!1 FOXOR  siirdiiriimesi
FOXOJA FOROL
FOXP1 FOXRS. -

-

Hicresel
enerjitik

Sinirsiz
replikasyon
POXAT FOXAL

FOXE2 FOXW1
FOXO1 FOXO3A FOXO4

Hicre olimane
direng

FOXAY F ORAS FORAS
FOXME

FOXO1 FORDE
FOXOIA POXOE &
FOXP1 FOXPY

| 4

Biyime

baskdayiolarndan
kagma

Anjiyogenezin
uyarilmasi

FOXO1 FOXO8 FOXOA FOXOL
FOXP1 FOXP2 FOXP) FOXPA

Sekil 8. Fox proteinlerinin kanserdeki rolii (Bach ve ark., 2018)

FoxM1 geni 12.kromozomda yer alir. Kisa kolun 13.33 bandinda 10 ekzon igerir. Ug
farkli FoxM1 proteini vardir:FoxMla, FoxMl1b ve FoxMlc (Sekil 9). Bunlardan
FoxMla transkripsiyonal represor gorevi goriirken, FoxM1b ve

FoxM I ctranskripsiyonal aktivatorlerdir (Ye ve ark., 1997; Koo ve ark., 2012).

NRD FKH Domain C-TAD DNA Recognition
Sequence
HI  S1 H2  Tum Wl 2 W S -‘-." ‘ FOXM1a
(801 aa)
Exon Al Exon A2
HL  $1 H2  Tum H3 2 w1 83| w2 FOXM1b | 5. A.7/C.ARA-T/C-AAS*
- (748 2a)
HI  S1 H2  Tum H3 2 w1 §3 '.a.:' FOXM1c¢
(763 2a)
Exon Al
M1 S1 M2 Tum ux' 2 W1 §3 u‘.)' RatwiN | 5-TACTCAATCT-3'
(775 22)
Exon 4 Exon Al

Sekil 9. FoxM1 varyantlar1 (Jaiswal ve ark., 2014)
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Transkripsiyon faktor proteini FoxM1 ¢ok sayida hedef genin ifadesinde rol alir (Sekil
10). Ozellikle de hiicre dongiisiinde gorev alan genlerin transkripsiyonel aktivatorii
olarak gorev yapar. Ozellikle G1/S, G2/M gegisleri, kromozomal ayrilma ve sitokinezde
rol alan genlerin transkripsiyonun diizenlenmesinde gorev alir. Bunlar disinda FoxM1
proteinleri farklilagsma, senesens, kok hiicre yenilenmesi, DNA hasar1 yaniti, oksidatif
stresin azaltilmasi, epitelyal mezenkimal gecis, anjiyogenez, metastaz ve premetastatik
nis olusumu gibi ¢ok sayida geni de etkilemektedir (Ye ve ark., 1997; Jaiswal ve ark.,

2014).

Regiilatdr Genleri Hedef Genleri
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wrie ™re » Medi Cyeln 1
. "

YAP-TEAD win-2 Cael Nip VEGF-A 'u‘:f ho2
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~ |
Aw :',: EMT el
ris 3 0 [
e ‘ P \ Is bl'!'xnnl Tor8 Proez
viing oiin el Awrona B
P . s
1 «e81-1 kemotakn ey rr
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Sekil 10. FoxM1 hedef genleri ve regiilatorleri (Jaiswal ve ark., 2014)

FoxM1'in meme kanserindeki roliine bakildiginda iiclii reseptor negatif meme
kanserlerinde oldukca yiiksek ifade edildigi gosterilmistir (Craig ve ark., 2013). Uclii
reseptor negatif meme kanser hiicreleri ilizerinde yapilan bagka bir calismada da
FoxM1'in, hiicre ¢ogalmasi, sag kalimi, migrasyon ve invazyonuna neden oldugu ve
aym calismada okaryotik uzama faktorii 2 kinaz (eEF2K)'mn, Integrin-f1, LC3 ve
Beclin-1 genlerinin transkripsiyonal diizenlenmesinde rol aldigi gosterilmistir. Sonug
olarak FOXMI1, TNBC tedavisinde bircok onkojenik sinyal yolagini diizenleyen

molekiiler bir hedef olarak gosterilmistir (Hamurcu ve ark., 2016).
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2.7.Meme Kanser Hiicre Hatlar

Ozellikle kanser gibi bircok hastaligin molekiiler mekanizmalarini arastirmak icin hiicre
kiiltiir yontemleri kullamilir. Hiicre kiiltlirii arastirmaciya, ©Onceden tamimlanmis
Ozelliklerinin bilindigi hiicre hatlar1 {izerinde in-vitro ¢alisma olanagi saglar. Hiicre
hatlar1 kullanimlar1 kolay, sinirsiz cogalabilen olduk¢a avantajli kaynaklardir.
Laboratuvarlarda hiicre hatlar1 kanser molekiiler —mekanizmasi, belirteclerin
tanimlanmas1 ve tedavi i¢in yaklasim gelistirmek amach kullanilir. Bu baglamda
kullanilan meme kanser hiicre hatlarindan bazilar1 sunlardir: MCF7, SKBR-3, BT-20,
BT-549, MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-468. Sunulan tez caligmasinda
MDA-MB-231, BT-549 ve MCF-7 hiicreleri kullanilmustir.

2.7.1.MDA-MB-231 Hiicre Hatti

Bu hiicre hatlar1i MDA-MB serisinden olup M.D. Anderson Enstitiisii’'nde
gelistirilmistir. Acilimi M.D. Anderson-Metastatic Breast seklindedir (Dohr ve ark.,
1995). Metastatik adenokarsinom, plevral eflizyon, iiclii reseptdr negatif, agresif ve
invaziv karakterdedir. Adherent yani yapiskan ozellik gosterir. Kemoterapi duyarlilig:

orta derecededir (Holliday ve Speirs, 2011).
2.7.2.BT-549 Hiicre Hatt1

BT-549 hiicre hatti ilk olarak 1978 yilinda W.G. Coutinho ve E.Y. Lasfargues
tarafindan izole edilmistir. Kaynak doku, 7 bolgesel lenf nodundan 3'iine metastaz
yapmis papiller, invaziv bir duktal timorden olusur (Lasfargues ve Coutinho, 1978).
Metastatik duktal karsinom, ti¢lii reseptor negatif, agresif ve invaziv karakterdedir.

Adherent yani yapiskan 6zellik gosterir (Littlewood ve ark., 1997).
2.7.3.MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatt1

MCEF-7, ilk defa Michigan Kanser Vakfi’'nda 69 yasinda meme kanseri olan beyaz irk
bir kadmin plevral efiizyonundan tiiretilmistir. Vakfin adinin bas harfleri ile
adlandirilmistir. MCF-7"de ER bulundugu ilk kez Dr. Sam Brooks ve Dr. Soule
tarafindan gosterilmistir (Levenson and Jordan, 1997). MCF-7 hiicrelerinin karakteristik
ozellikleri sunlardir; invaziv duktal karsinom (siit bezlerinde), plevral efiizyon, ER",
PR"", HER2", hormonal tedaviye yamt verir ve genellikle kemoterapiye duyarlidur.
Adherent hiicre hatt1 6zelligindedir, bu sebeple in-vitro kiiltiir caligmalarinda kolaylikla

kullanilabilir (Liu et al., 2017, Lokerse et al., 2017).
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2.8.APOPTOZ

Apoptoz, Yunanca’da apo(=ayr1) ve ptozis(=diien) kelimelerinden tiiremistir. Ilk olarak
1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan gosterilmistir (Kerr ve ark., 1972).
Apoptoz hiicre icinde normal isleyisin bozulmasi, DNA hasari, viriis enfeksiyonu,
biiytime faktorleri azaligi, 6liim sinyallerinin uyarilmasi gibi pek ¢ok durumda meydana
gelen programlanmis hiicre 6liim seklidir. Apoptoz, nekrozun aksine doku homeostazini
koruyarak hiicrenin biiziismesi ile karakterize temiz bir 6liim seklidir (Thompson,
1999). Apoptozun gerceklesmesi icin hiicre icinden ya da disindan sinyal olugmasi
gerekir. Bu sinyaller hiicre i¢inde proteaz sistemi olan kaspazlar1 aktive ederek siireci
devam ettirir. Kaspazlarin aktivasyonu intristik (mitokondriyal yol ile) ya da ekstrinsik
(hiicre oliim sinyalleri ile) olmak iizere temelde iki yol ile olur (Cruchten ve Broeck,

2002).
2.8.1. intristik (mitokondriyal) Yol:

Bu yol ile apoptozun diizenlenmesi Bcl-2 gen ailesi iiyeleri ile saglanir. Bcl-2 gen aile
iyeleri iki gruptan olusur bunlar 'pro-apoptotikler' ve 'anti-apoptotiklerdir'. Bad, Bax,
Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa gibi sitozolde bulunan proteinler proapoptotik
tiyelerdendir ve sitokrom-c ve AIF (apoptoz indiikleyici faktdr) salinimini artirarak
apoptozu indiiklerler. Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 gibi proteinlerde antiapoptotik iiyelerdir
ve kaspazlar araciligi ile sitokrom-c ve AIF (apoptoz indiikleyici faktor) salinimini

baskilayarak apoptozu inhibe ederler (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001).
2.8.2. Ekstrinsik (hiicre 6liim sinyalleri ile) Yol:

Ekstrinsik yol ile apoptozun diizenlenmesi 6liim ligandlarmin reseptorlere baglanmasi
ile gerceklesir. Bu reseptorler icinde tiimor nekroz faktor reseptorii (TNFR) en
onemlisidir. Fas, TNFR, DR5 gibi reseptorlere FasL, TNF-alfa, TRAIL gibi 6liim
ligandlarinmn baglanmasiyla hiicre i¢inde kaspazlarin aktivasyonu gerceklestirilir.

Boylelikle apoptoz indiiklenmis olur (Pradelli ve ark., 2010).
2.9.Kaspazlar

Kaspazlar apoptozda onemli proteinlerdir. Proteolitik aktivite gosterirler. Proteinleri
aspartik asit rezidiilerinden keserler. Hiicre i¢inde inaktiftirler uyarildiklarinda
aktiflesirler ve bir kere aktif olduklarinda hiicre 6liimii i¢cin geri doniisii olmayan siirec¢

baslar. Kaspazlar genel olarak ii¢ gruba ayrilir. Bunlar baslatic1 (kaspaz-2, -8, -9, -10),
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efektor (kaspaz-3, -6, -7) ve enflamatuar (kaspaz -1, -4, -5) kaspazlardir (Rai ve
ark.,2005).

2.10.Apoptoz ve Kanser

Kanser, hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda hiicrenin proliferasyonunun
artigindan ziyade oliimden kagmasi olarak tamimlanabilir. Ozellikle hiicre 6liimiinden
kacis dendiginde akla ilk gelen apoptoz mekanizmasidir. Programlanmis hiicre 6lim
mekanizmasi olarak apoptoz kanser hiicrelerinde pek ¢ok sebepten dolay1 islemeyen bir
mekanizma halini alir. Bunlardan en Onemlisi p53 geninde meydana gelen bir
mutasyondur. p53 proteini timor siipresor olarak gorev goriir ve hiicrede aktive
olmasiyla kaspazlara kadar uzanan bir dizi olay ile apoptozu tetikler. Ancak bu gende
meydana gelen mutasyon sonucunda hiicreler apoptoza ugramaz (Tomatir,2003; Burz

ve ark., 2009) .

Ayrica Blc-2 aile tiyeleri de hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotikler olarak gorev
yapar ve bu gen aile iiyelerinin hiicre i¢inde ekspresyon seviyelerindeki degisiklik
kanser hiicre proliferasyonuna etki eden onemli bir diger konudur. Bcl-2 proteininin
asirt ekspresyonu hiicrede tiimorojenezdeki apoptoz ile iligkilendirilen ilk proteindir

(Burz ve ark., 2009).
2.11.SEROTONIN

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), esansiyel aminoasit olan tripofandan iiretilen,
merkezi sinir sisteminde norotransmitter, gastrointestinal sistemde lokal mediyator
olarak gorev yapan ve kanda da vazoaktif islevli biyogenik bir monoamindir (Sekil 11)

(Sarrouilhe ve Mesnil, 2018).

Sekil 11. Serotonin molekiiler yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5202#section=2D-Structure Erigim Tarihi: 25.12.2019 )
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Serotonin izolasyonu ilk olarak 1948 yilinda yapildi. Izolasyonu, trombositlerde
bulunan vazokonstriktor bir maddeyi karakterize etmek amagh yillar1 bulan caligmalar
sonucunda gerceklesti. Maurice Rapport ve Irvine Page 1948 yilinda bu ¢aligmalar
sonucunda serotonini karakterize etmeyi basardi (Rapport ve ark., 1948a, 1948b,
1948c). Latince serum ve Yunanca fonic kelimelerinden tiiretilerek 'serotonin' adi
verildi (Mohammad-Zadeh ve ark., 2008). Bir baska bilim adami italyan Vittorio
Erspamer de, gastrointestinal sistem hiicreleri olan enterokromaffinlerde enteramin
olarak adlandirdigi bir molekiil izole etti (Erspamer ve Asero,1952). 1952 yilinda da
serotonin ve entoramin olarak ayri ayri izole edilen molekiillerin aslinda ayni 5-

hidroksitriptamin oldugu gosterildi (Reid ve Rand, 1952).

Serotonin kesfinden sonra artan ¢alismalarla pek ¢ok doku ve organda; beyin, bobrek,
akciger, trombositler ve gastrointestinal sistem gibi, bircok sistemde var oldugu
tanmimlandi. Serotoninin trombositlerdeki rolii arastirilirken Brodie ve arkadaslari
norotransmitter rolil iizerine dikkatleri cekti (Brodie ve Shore, 1957). Bu dogrultuda
1964 yila gelindiginde Dahlstrom ve arkadaslari, serotonerjik sistem denilen
beyindeki serotonin iceren spesifik alanlar1 ilk kez kesfettiler. O zamana kadar
kesfedilmis olan ii¢iincli norotransmitter oldu ve sinir sisteminde ruh hali, davranis,

istah, uyku gibi durumlarda rolii oldugu diisiiniildii (Dahlstrom ve Fuxe, 1964).

Serotoninin bilinen bu merkezi sinir sistemi iizerine olan etkileri, gastrointestinal sistem
ve trombositlerdeki islevleri disinda c¢ok cesitli tiimorlerde mitojen etkili bir faktor
oldugu da gosterilmistir (Sarrouilhe ve ark., 2015). Bunun sonucunda serotoninin
primer tiimoOr biiyiimesinde, invazyon ve metastazinda da rol aldig: diisiiniilmiis ve

boylelikle serotonin kanser ¢calismalarinda 6nemli bir ¢caligma alani haline gelmistir.

2.11.1.Serotonin Biyogenezi

Serotonin, epinefrin, dopamin ve norepinefrine benzer biyojenik monoamin olup
triptofan aminoasidinden iki basamakta sentezlenir (Sekil 12). Ik basamakta triptofan
hidroksilaz enzimi (TPH) ile triptofana hidroksi grubu eklenir ve ortaya bir ara liriin
olan 5-hidroksitriptofan (5-HTP) c¢ikar. Bu asamada kullanilan TPH enziminin iki
izoformu vardir ve hiz smirlayici olarak isler. Bu iki izoformdan biri olan triptofan
hidroksilaz enzimi-1 (TPH1) periferde sentezi gerceklestirirken, triptofan hidroksilaz

enzimi-2 (TPH2) bunu merkezi sinir sisteminde yapar. Olusan 5-HTP'den, 5-
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hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi (L-aromatik aminoasit dekarboksilaz) ile
karboksil grubu uzaklastirilarak 5-hidroksitriptamin (5-HT, serotonin) elde edilir
(Mohammad-Zadeh ve ark., 2008; Sarrouilhe ve ark., 2015) .

Sentezden sonra serotonin vezikiil monoamin tastyicilarda (VMAT) biriktirilir ve
gerekli oldugu takdirde hiicre digina salimimi gerceklestirilir. Ortama salinan serotonin,
hiicre yiizeylerindeki reseptorleri araciligiyla hiicre icinde sinyal iletimini baglatir.
Gorevi biten serotonin, serotonin transporterleri (SERT) yardimiyla hiicre i¢cine geri
allmir ve monoamin oksidaz (MAO) enzimiyle metabolize edilir. Olusan 5-
hidroksindolasetikasit (5-HIAA) idrarla atilir (Clark ve ark., 1954; Tanis ve ark., 2008;
Welford ve ark., 2016).
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Sekil 12. Serotonin biyosentez ve mekanizmasi (Sarrouilhe ve ark., 2015)

2.11.2.Serotonin ile ilgili Molekiiller

Serotonin ile iligkili yapilardan biri serotonin geri alim tasiyicilaridir (SERT).
Insanlarda SLC6A4 (17q.11-q12) geni tarafindan kodlanir (Sekil 13) ve serotonini hiicre

icine taglyan monoamin tasiyici protein tiiriidiir.
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Sekil 13. SLC6A4 geni (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/SLC6A4#resources  Erisim
Tarihi:08.01.2020)

Bu genin promotoriindeki tekrar uzunluktaki bir polimorfizmin serotonin alim hizini
etkiledigi ve ani bebek 6liim sendromunda, Alzheimer hastalarinda agresif davranista,
travma sonrast stres bozuklugunda ve duygusal travma yasayanlarda depresyon

duyarliliginda rol oynadig1 gosterilmistir. (Greenamyre ve ark., 1987; Meltzer, 1989)

, 1) Triptofan

y 2)5-HTP
0 ?
3) 5-HT (Serotonin)

Presinaptik
néron

4)Hiicre digina taginma
5) Reseptor uyanimasi
6) Donguiniin Tekran

7) SR tarafindan geri
alimin bloklanmasi

Postsinaptik
néron

Sekil 14. Serotonin geri alim1 ve selektif serotonin geri alim inhibitorii mekanizmasinin sematik
gosterimi (https://www.avivasysbio.com/wordpress/blog/slc6a4-serotonin-transport-gene Erisim
Tarihi: 10.01.2020)

Serotonin tasiyicilary, serotonini ortamdan alir ve hiicre icerisinde yikimi
gerceklestirilerek serotonin etkisi sonlandirilir (Sekil 14). SERT, sodyum bagimli
serotonin tastyicilart olarak da bilinir. Bu protein SSRI (selektif serotonin geri alim
inhibitorii) ve trisiklik antidepresan siiflarinin bir¢ok antidepresan ilaglarmin hedefidir
(Quadros ve ark., 2010). Serotoninle ilgili SERT, SSRI gibi molekiillerin disinda

salgilandig1 hiicre disinda diger hiicrelerde de etki ettigi serotonin reseptorleri vardir.
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2.11.3.Serotonin Reseptorleri

Serotonin metabolizmadaki c¢esitli etkilerini reseptorleri araciligiyla yapar. 750 milyon
yil Oncesinden gelisen yiikksek memeliler disinda diisik omurgasizlarda da bulunan

filogenetik olarak eski bir molekiildiir (Peroutka ve Howell, 1994).

Insanda serotonin reseptorlerinin smniflandirilmasma bakildiginda 14 tipi oldugu
goriiliir. Bunlar bir ¢ok organda mevcut olup 7 serotonin reseptOr ailesine yayilmis
haldedir (Tablo 1). Serotoninin hiicre i¢inde olusturdugu etkiler baglandig: reseptorlerin
ozellikleri ve buna bagli hiicre i¢i sinyal yolu ile belirlenir (Hoyer ve ark., 1994;

Sarrouilhe ve Mesnil, 2018).

Serotonin reseptorleri kompleks genler tarafindan kodlanir ve 5-HTRI1, 5-HTR2... 5-
HTR7 olmak tizere siniflara ayrilir. Bu simiflarinda kendi i¢inde benzerlik gdstermesiyle
5-HTRID, 5-HTRI1B..gibi alt siniflar1 vardir. Bu smiflandirma reseptor antagonist ve
agonistleri kullanilarak yapilan calismalar sonucunda olusturulmustur. Serotonin
reseptorlerinden altis1 G-protein bagli reseptor iken 5-HTR3 ligand kapili Na*/ K" iyon
kanali icermesi bakimindan digerlerinden farklidir (Derkach ve ark., 1989; Mohammad-

Zadeh ve ark., 2008).



Tablo 1. Serotonin Reseptor Smiflandirmasi (Sarrouilhe ve ark., 2015)
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Reseptor Alt Tipi Sinyal Iletim Mekanizmasi Agonistlerb Antagonistlerb
1A Gi/Gy adenil siklaz BP554 NAN-190
8-OH-DPAT Pindobind
PAPP SDZ21-009]
Spiperon
1B Gi/Gy adenil siklaz CGS-12066A GR127935
CGS-12066B Metiyotepin
CP93129 SB216641
SB224289
SDZ21-009]
1D Gi/Gy adenil siklaz Sumatriptan GR127935
Metergolin
1E Gi/Gy adenil siklaz
1F Gi/Gy adenil siklaz
2A G4/Gy, Fosfolipaz C DOI Ketanserin
Mesulergin
Metergolin
Ritanserin
2B G4/Gy, Fosfolipaz C a-ME-HTP LY272015
Metergolin
SB204741
SB228357
Tergurid
2C G4/Gi, Fosfolipaz C Tegaserod Mesulergin
Metergolin
Ritanserin
SB228357
Tergurid
3 Ligand kapil1 iyon kanali Fenilbiguanit Y25130
4 G, adenil siklaz Sisaprid
Mozaprid RS-23597-19
5A G;/Gpadenil siklaz
5B? Gi/Gpadenil siklaz
6 G, adenil siklaz
7 G, adenil siklaz 8-OH-DPAT Metsergid

“Insanda yok, ":sadece serotoninin karsinogeneze katilimini incelemek icin kullanilan
agonistler ve antagonistler listelenmistir.

Serotonin Reseptor 1 (5-HTR1) ailesine bakildiginda, G proteine bagl reseptorler
(GPCR'ler) olup kendi i¢inde 5-HT1A, -1B, -1D, -1E ve -1F reseptor olmak iizere bes

alt tipi vardir. Ornegin 5-HT1A reseptorleri genel olarak merkezi sinir sisteminde

serebral korteks, hipokampus, septum, amigdala ve raphe ¢ekirdeginde yiiksek miktarda

bulurken gangliyon ve talamusta da mevcuttur. Duygu durum, ruh hali, saldirganlik,

istah gibi hallerde rol alr (Ito ve ark.,1999). 5-HTR2'ler de G protein bagh

reseptorlerdir. 5-HT2A, -2B, -2C olmak {iizere ii¢ alt tipi vardir. Bu reseptorler genelde
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prefrontal kortekste bulunup bellek, kosullanma gibi bilissel islevlerde rol alirken, 5-
HT2A reseptoriiniin merkezi sinir sistemi disinda meme kanser gelisiminde de rol

aldig1 tespit edilmistir (Eison ve Mullins, 1996; Sonier ve ark., 2006)

Tek ligand kapili iyon kanali olan 5-HT3 reseptorlerinin ise merkezi ve periferal sinir
sisteminde psikolojik fonksiyonlar iizerine cesitli etkileri vardir. Bununla beraber

sinirlerin sinaptik iletiminden de sorumludur (Yakel, 2000).

Serotonin cevabi olarak cAMP seviyesinin artmasin saglayan bir baska GPCR 5-HTR4
reseptoriidiir.  Ozellikle hipokampiiste islevseldir. Cesitli norotransmitterlerin
sallmimmindan gorevlidir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene 7’Db=gene&Cmd=Details
Search&Term=3360 Erisim Tarihi: 27 Aralik 2020) (Hagena ve Manahan-Vaughan,
2017). cAMP seviyesini negatif etkileyen GPCR ailesi ise 5-HTRS'tir ve 5-HT5A ile -
5B olmak iizere iki alt tipi vardir. Hiicre icinde Ca** mobilasyonunun diizenlenmesinde
rol alir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene 7’Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=3356

Erisim Tarihi: 27 Aralik 2020). Fizyolojik fonksiyonlar1 halen tam olarak acikliga
kavusmamis olsa da bilis, kaygi, duyusal alg1 vendroendokrin fonksiyonlariin oldugu
saptanmistir (Wesolowska, 2002). Neredeyse sadece beyinde iiretilen bir baska
serotonin reseptorii 5-HTR6'nin ise yasa bagh bilissel bozukluklarda, hafiza ile ilgili
problemlerde Ozellikle alzheimer ve parkinson gibi hastaliklarda 6nemli rolii oldugu

gosterilmistir (Messina ve ark., 2002; Kan ve ark., 2004).

Viicut 1s1s1, sirkadiyen ritim, uykunun diizenlenmesi gibi durumlarda rol alan ve
Ozellikle depresyon tedavilerinde de dnemli bir yeri olan 5-HTR7 son serotonin reseptor

ailesini olusturur (Hedlund ve Sutcliffe, 2004; Nikiforuk, 2015).
2.11.4.Serotonin ve Kanser

Serotonin reseptorlerinin tiim bu islevlerinin yam sira, ¢esitli karsinoma, karsinoidler ve
diger tiimor hiicreleri lizerinde biiylime uyarici bir etki gosterdigi ortaya konmustur

(Tablo 2).

Erkeklerde en sik goriilen ve 6liimlerin ana nedenlerinden biri olan prostat kanserleri de
serotoninin etki ettigi bir kanser tiiriidiir. Uc prostat hiicre hatt1 iizerine (PC3,

DU145,LNCaP) yapilan caligmalarda tanimlanan serotoninin 5-HT1A, 5-HT1B, 5-



24

HT2B ve 5-HT4 reseptorleri, tiimor biiylimesine etki ettigi gosterilmistir (Abdul ve
ark.,1994;1995; Dizeyi ve ark., 2004; 2005).

En yaygin tipi iirotelyal hiicre karsinomu olan mesane kanseri, tirotelyum kaynakli olup
yiiksek prevalansa sahip bir malign tiimor tipidir. insan mesane kanser hiicre hatt1
HT1376'da yapilan ¢alismada kontrole kiyasla konsantrasyona baglh olarak serotoninin

hiicre proliferasyonuna %12 uyaric1 etki ettigi saptanmustir (Siddiqui ve ark., 2006b).

Akciger kanseri 4 alt tipinden biri olan kiigiik hiicreli akciger karsinomu (SCLC) ¢ok
agresif ve erken metastaz yapma oOzelligine sahiptir. GLCS8 hiicre hattinda serotonin
antagonistiyle yapilan bir calisma serotoninin, 5-HTRI1 ile biiylimeyi uyardigini
gostermistir (Cattaneo ve ark., 1993). SCLC iizerine yapilan bir baska calismada da hem
5-HT1A hem de 5-HTID reseptorleri iizerinden serotoninin mitojenik aktivite

gosterdigi bulunmustur (Cattaneo ve ark., 1995).

Yetigkinlerde en yaygin karaciger kanseri hepatoseliiller karsinom olup kotii
prognozludur. Genelde karaciger sirozuna baghdir ve ozellikle Asya ve Afrika'da
goriilir. Bu dogrultuda 176 hasta ile yapilan bir calismada, 5-HT1A ve 5-HT7
serotonin reseptorleri ayn1 oranda tanimlanirken tiimor dokularinda en ¢ok eksprese
olan reseptorler S-HTR1B ve 5-HTR2B olarak bulunmustur. Aym1 zamanda Huh7 ve
HepG2 karaciger hiicre hatlarinda, 5-HTRI1B ile 5-HTR2B antagonistleri ile yapilan
calismada serotoninin hiicre canlilig1 ve proliferasyona olan katkisi gosterilmistir (Soll

ve ark., 2012).

Beyin tiimorleri arasinda yiiksek niiks sikligmma sahip ve miiltifokal tiimor olan
gliomalar {izerine serotonin ¢aligmalar1 nadir de olsa bir calismada proliferasyon,
invazyon ve migrasyonun uyarildigi goriilmiistiir. Aym calismada 5-HTR2'min sekiz

hiicre hattinda da eksprese edildigi gosterilmistir (Merzak ve ark., 1996).

Serotoninin bir bagka etki ettigi ve sunulan tez ¢alismamizi olusturan meme kanserleri,
diinya ¢apinda kadinlar arasinda en yaygin kanserlerdir. Ozellikle agresif 6zellige sahip
kotii prognozlu olup mevcut tedavi yontemlerine yanit vermeyen TNBC'lerde yeni tani
ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢c duyumaktadir. Bu baglamda iiclii
reseptor negatif meme kanser hiicreleri ile yapilan bir calisma da 5-HTR7'nin
ekspresyonun fazla oldugu tespit edilmis ve bu hiicrelerde
hem proliferasyon hem de invazyonun arttig1 belirtilmistir (Gautam ve ark., 2016). Pai

ve arkadaslariin yaptig1 bir calismada ise MDA-MB-231 iiclii negatif meme kanser
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hiicre hattinda 5-HTR7 reseptoriiniin diger meme kanserlerine oranla daha yiiksek

oranda ifade oldugu,

5-HTR7nin meme kanserlerinde prognostik bir belirteg

olabilecegini ve meme kanserlerinde 5-HT sistemi iizerine daha fazla arastirma

yapilarak meme kanserindeki roliiniin ortaya ¢ikartilmasinin gerekliligi onerilmistir (Pai

ve ark., 2009; 2015).

Tablo 2. Farkli kanser hiicreleri iizerine serotoninin uyarici etkisi ile ilgili calismalar (Pai ve
ark., 2009; 2015; Sarrouilhe ve ark., 2015)

Tiimér Tipi Hiicre hatti1 veya Ilgili Reseptor Referans
Hayvan Model
(Abdul ve ark.,1994;
PC3, DU145, LNCaP 5-HT1A 1995; Dizeyi ve ark.,
Prostat Kanseri Xenografted BALB/c 2004)
mice
PC3, DU145, LNCaP 5-HT2B, 5-HT4 (Dizeyi ve ark.,
2005)
PC3 5-HT1A, 5-HT1B | (Siddiqui ve ark.,
2006b)
PC3, DU145 5-HT1A, 5-HT1B | (Pirozhok ve ark.,
2010)
Mesane kanseri (Siddiqui ve ark.,
HT1376 5-HT1A, 5-HT1B | 2006a)
Kiiciik hiicreli (Cattaneo ve ark.,
akciger kanseri GLCS8 5-HT1A, 5-HT1D | 1993; 1994;1995;
Vicentini ve ark.,
1996)
Kolorektal karsinom (Ataee ve ark.,2010a;
HT29 5-HT1A, 5-HT1B, | 2010b;2010c)
5-HT3, 5-HT4
(Alpini ve ark.,
Kolanjiyokarsinom Mz-chAl, HuH2S, 5-HT1A, 5-HT2A, | 2008)
HUCC-T1, CCLP-1, 5-HT2B, 5-HT4, 5-
SG231, TFK-1 HT6
Koryokarsinom BeWo, JEG-3 5-HT2A (Oufkir ve ark.,
2010)
Meme Kanseri MCE-7 5-HT2A (Pai ve ark., 2009;
MDA-MB-231 5-HTR7 2015; Sonier ve ark.,
2006)
Hepatoseliiler Huh7, HepG2, Hep3B (Soll ve
karsinom Xenografted B/6 mice 5-HT1B, 5-HT2B | ark.,2010;2012)

CCl4-treated mice
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2.12.METERGOLINE

Metergolin (molekiiler formiilii: C,sH29N30O3), ergotaminin N-benziloksikarbonil tiirevi
bir psikoaktif ilagtir (Sekil 15). Bir 5-HT?2 antagonisti, 5-HTR®6 i¢in orta afiniteye ve 5-
HTR?7 i¢in yiiksek afiniteye sahiptir (Lee ve ark., 2014). Serotonerjik bir antagonist ve
bir dopamin agonisti olarak rol oynar. (https://pubchem. ncbi.nlm.nih.gov/compound/

28693#section=Molecular-Formula Erisim Tarihi: 13 Ocak 2020)

Bir ergoline alkaloid ve bir karbamat esterdir. Ilag olarak kullammi mevsimsel
duygudurum bozuklugu tedavisi, prolaktin salmimu iizerindeki dnleyici etkisi nedeniyle
prolaktin hormonu regiilasyonu (Delitala, 1977) kadinlarda adet Oncesi disforik
bozukluk ve antianksiyete tedavisi (Graeff ve ark., 1985) gibi cesitli klinik durumlarda
kullanilmaktadir.

Sekil 15. Metergoline Molekiiler Yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/28693#section=Molecular-Formula Erisim Tarihi:
13.01.2020)



3.GEREC ve YONTEM

TYL-2019-9187 kodlu bu proje Erciyes Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri

Birimi (BAP) tarafindan desteklenip, projenin deneysel asamalar1 Betiil Ziya Eren

Genom ve Kok Hicre Merkezi (GENKOK) Arastirma Laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

3.1.Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeleri

Tablo 3. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz Amaci

-80°C Derin dondurucular Hiicrelerin dondurulmasi, numunelerin
saklanmasi

-20°C Derin dondurucular
Azot tanki

Buzdolab

CO, inkiibatorleri

Steril Kabin Lamin Air Class II
Glomax ELISA Reader
Santrifiij

invert Mikroskop

Tek kanalh pipet seti

Su banyosu

Hassas terazi

Pipet tabancasi
Elektroforez Tanki

BioRad, ChemiDoc Goriintiileme Sistemi

Numunelerin ve sarf malzemelerin saklanmasi
Hiicrelerin dondurulmasi

Sarf malzemelerin saklanmasi
Hiicre kiiltiir ortami

Hiicre kiiltiir ortamu

Hiicre canlilik testi, MTS
Santrifiij ve hiicre kiiltiirii
Hiicrelerin goriintiilenmesi
Hiicre kiiltiirii caligmalarinda
Hiicre kiiltiirii calismalarinda
Tartma isleminde

Hiicre kiiltiirii calismalarinda
Western Blot

Western Blot
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Kullanilan Sarf Malzemeleri

Amaci

DMEM F12 Medya

Fetal Bovine Serum
Penicillin-Streptomycin
L-glutamine

Trypsin-EDTA

25’lik Ve 75°lik Hiicre Kiiltiir Flaski

6 ve 96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plakalar:
Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (DPBS)

Serotonin

Metergoline

MTS

PMS

DMSO

15 ml'lik ve 50 ml'lik Falkon Tiip
Cryo Tiip

5,10 ve 25 ml'lik Serolojik Pipet
Thoma Lam

Cristal violet

Restore Western Blot Stripping Buffer
Ready Gel Tris-HCI Gel
Western ECL Substrate

Protein Ladder

DC Portein Assay Reagent Kit
Phosphatase Reaction Buffer
Protese Inhibitor Coctail

Thick Blot Paper-Filter Paper
Cell Lyzis Buffer

Sodium Floriir

Besiyeri hazirlanmasinda
Besiyeri hazirlanmasinda
Besiyeri hazirlanmasinda
Besiyeri hazirlanmasinda
Hiicre pasajlamada
Hiicrelerin cogaldig kiiltiir kaplar
Klonojenik ve sitotoksite i¢in ekim kaplar1
Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti

Hiicre kiiltiirii

Hiicre canlilik testi
Hiicre canlilik testi
Hiicre kiiltiirti

Hiicre kiiltiirii

Hiicre dondurma

Hiicre kiiltiirii

Hiicre sayimi
Klonojenik test

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

3.2.YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Sunulan tez ¢calismada MDA-MB-231, BT-549 iiclii negatif meme kanser hiicre hatlar1
ve MCF-7 hiicre hatt1 kullanildi. Bu hiicreler daha 6nce ATCC (American Type Culture

Collection) firmasmdan alinmis olup ¢ogaltilarak -196°C’de azot tankinda muhafaza

edilmistir.

3.2.1.1. Besiyeri Hazirlama

Ug hiicre hattmin da (MDA-MB-231, BT-549 ve MCF-7) cogaltilmasi, pasajlanmasi ve

dondurulmasi i¢in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) besiyeri kullanildi.
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Besiyerine (500 ml), 50 ml fetal sigir serumu (FBS, %10), 5 ml L-glutamin (%]1) ve 5

ml Penisilin-Streptomisin (%1) eklenerek hazirland:.
3.2.1.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Baslatilmasi

Deneyler boyunca tiim hiicre kiiltiir caligmalar1 steril laminar hava akimli kabinlerde
yapilip hiicreler 37°C %5 CO;’li inkiibatorde inkiibe edildi. Daha 6nce -196°C siv1 azot
tankinda dondurularak saklanan hiicre hatlar1t medyumla yikandi. Daha sonra yikanan

hiicreler 25 cm?® 'lik flasklara ekilerek 37°C %5 CO,’1i inkabatorde kiiltiire edildi.
3.2.1.3. Hiicre Pasajlama

Pasaj islemi 37°C %5 CO>’li inkiibatorde inkiibe edilen hiicrelerin ¢ogalmasi flasklarda
% 70-80 yogunluga ulasinca yapildi. Kullandigimiz hiicre hatlar1 yapiskan tipli
oldugundan bunlarin flask tabanindan kalkmas: i¢in tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek
yiizeyden ayrilmalar1 saglandi. Tripsin hiicreler arasi ve hiicre yiizey arasi1 bagi kiran ve
ayn1 zamanda toksik olan bir madde oldugu i¢in etkinliginin ortadan kalkmas1 gerekir.
Bunun i¢in, tripsinle muamele edilen hiicreler flasklardan medyum iceren 15'lik falkon
tiiplere alinarak yikama islemi yapildi. Sonrasinda hiicreler medyum igeren flasklara

ekilerek 37°C %5 CO;’li inkiibatorde cogalmasi saglandi.
3.2.1.4. Hiicre Dondurma

Hiicreler her pasaj isleminde degisiklige ugrar. Hiicre yaslanmasini engellemek,
bozunmalarin Oniine ge¢mek ve cogalmis ama kullanilmayacak kadar fazlaliktaki
hiicrelerin dondurulmas1 gerekir. Bu dondurulmus hiicreler ihtiya¢ dahilinde yeniden
acilarak kullanilir. Dondurulma esnasinda olusabilecek zararlar1 onlemek ve hiicre ici
metabolik aktivitenin durdurulmasi amaciyla DMSO kullanilir. Bu asamada belirli
yogunluga erigsmis hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla flasklardan kaldirilip 15ml'lik
falkonlara alndi. 1500 rpm 5 dakika santrifiijden sonra olusan pellet DMSO igeren

medyum icerisinde once -80°C’de ve sonra -196 °C’lik s1v1 azot tankia kaldirildi.
3.2.1.5. Hiicre Saymm

Her bir deney icin kullanilacak hiicre sayisini saptamak amaciyla hiicre sayim islemi
yapildi. Bunun i¢in thoma lami kullanildi. Bu lam yardimyla yapilan sayimda 0,1 mm’
hacimde 1 ml'deki hiicre sayisi elde edilir. Asagida thoma lami yiizeyi resmedilmistir
(Sekil 16) (Freshney ve ark., 2000). Kirmizi ile isaretli alanda bulunan hiicreler

mikroskop altinda sayildi. Lamda ayr1 ayr1 iki bolme vardir ve bu bélmelerin her birine
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10 pl olacak sekilde daha 6nce 1 ml'de ¢oziinen hiicreler eklendi ve sayimi yapilarak

asagida verilen formiile gore hiicre sayis1 hesaplandi.

Iml’deki hiicre sayis1 = sayilan bolgelerin ortalama sayisi x 10
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Sekil 16. Thoma laminin sayim yapilan kareleri (Toplam goriis alani) (Freshney ve ark., 2000)

3.3.Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan ticari olarak alinmis olan kimyasal maddeler firmalarin 6nerdigi

sekilde hazirlanmistir.
3.3.1. Serotonin hazirlanmasi

Serotonin, Sigma-Aldrich (H9523-100MG) firmasindan temin edildi. Toz halinde olan
serotoninden %100 EtOH (etanol)'de vorteks yardimiyla coziilerek stok soliisyonu
hazirlandi. Deneylerde kullanilmak {iizere istenilen konsantrasyonlar icin FBS (-) ile

seyreltme islemi yapildi. Her bir kullanim i¢in taze stok soliisyon hazirland.

3.3.2. Metergolin hazirlanmasi

Metergoline Sigma-Aldrich(M3668-500MG)firmasindan temin edildi. Toz halinde
gelen metergolin %100 EtOH'de vorteks yardimiyla ¢oziilerek stok soliisyonu seklinde

hazirlandi. Deneylerde kullanilmak iizere istenilen konsantrasyonlar icin FBS (-) ile
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seyreltme islemi yapildi. Hazirlanan stoklar daha sonra kullanilmak iizere 100 pl olacak

sekilde aliquatlandi ve -20°C’de sakland.
3.4. MTS Canhlik Analizi

Bir hiicrenin ¢cogalmasi, hayati fonksiyonlarini yerine getirmesi ve hayatta kalmasi icin
gerekli enerji mitokondri tarafindan saglanir. Bu yiizden canli hiicreler ile mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi arasinda dogru orant1 vardir. MTS (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-
5-(3-carboxy-methoxy-phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) boyasi da bu enzim
aktivitesini tespitte kullanilan tetrazolium tuzudur. Mitokondriyal dehidrogenaz enzimi
MTS'in formazona indirgenmesinde rol alir ve sar1t MTS soliisyonu mavi-mor renk
almaya baglar. Sonucta bu olay canli hiicrelerde gerceklesecegi icin 450 nm dalga
boyunda absorbans Olciimii yapildiginda canli hiicre sayis1 elde edilir ( Cory ve ark.,
1991). Canhlik testi i¢in kullanilan MTS analizi caliyjmamizda farkli zaman
araliklarinda farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan serotonin ve metergolinin
hiicrelerin %50'sinin canli oldugu konsantrasyon oranm (IC:50 degeri) ve zaman

araligmi belirlemek i¢in kullanildi.

Calismada MTS testi icin uygun hiicre sayimi yapilip 96 kuyucuklu plakalara her bir
kuyuda 100 ul besiyeri i¢ine 1500 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 1-8 uM
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat serotonin ile muamele edildi. Kontrol grubu olarak
herhangi bir uygulama yapilmayan (muamelesiz), sadece c¢oziicii olarak kullanilan
EtOH uygulanan hiicreler kullanildi. Hiicreler 1, 5, 10-50 uM konsantrasyonlarda 24,
48 ve 72 saat metergolin ile muamele edildi. kontrol grubu olarak herhangi bir
uygulama yapilmayan (muamelesiz), ve sadece c¢oziicii olarak kullanmilan EtOH

uygulanan hiicreler kullanildi.

Hiicrelerin inkiibasyon siireleri tamamlandiginda her bir kuyucuga 20 ul MTS/PMS
soliisyon karisimindan eklenip 450 nm'de absorbans Ol¢iimii yapildi. Bu islemler ii¢ kez

tekrarland1.
3.5. Klonojenik Testi

Klonojenik testi, kanser hiirelerinin 6nemli 06zelliklerinden olan klon olusturma

yeteneklerini test etmek icin kullanilan yaygin bir analiz yontemidir.

Hiicreler inkiibasyonlarinin 48.saatinde, 1-8 uM konsantrasyonlarda serotonin ve 1, 5,

10-50 uM konsantrasyonlarda metergolin ile muamele edildi. Kontrol grubu olarak
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herhangi bir uygulama yapilmayan (muamelesiz) ve sadece coziicii olarak kullanilan

EtOH uygulanan hiicreler kullanild.

Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin cogalmasi her giin mikroskop altinda takip edildi
ve bu hiicreler bulunduklar: plakalarin yiizeyini tamamen kapladiklarinda (ekimden 12
giin sonra) tiim hiicrelerin inkiibasyonlar1 sonlandirildi. Daha sonra hiicreler metanol
iceren %35’lik krisatal viyole ile boyandi. Boyama sonrasi hiicreler distile su ile
yikanarak kurumaya birakildi. Sonrasinda olusan koloniler fotograflandi ve koloniler

sayildi.
3.6. Western Blot

Western blot, hiicrelerdeki hedef bir proteinin ekspresyon seviyesini tespit igin

kullanilan ¢ok basamakli bir yontemdir. Basamaklar su sekilde siralanabilir:
a) Deney kurulmasi

b) Hiicrelerin toplanmasi, lizis ve protein konsantrasyonu

¢) Orneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez

d) Jelden membrana transfer ve bloklama

e) Proteinlerin goriintiilenmesi

a) Deney kurulmasi

Deney i¢in kullanilacak hiicrelerin (MDA-MB-231) c¢ogalmasindan sonra sayim
yapilarak her bir flask i¢inde (25 cm” 'lik) 350.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi
(350.000 hiicre/4 ml besiyeri). Ekim isleminden sonra hiicreler 37°C %5 CO;’li
ortamda inkiibe edildi. MTS analizine gore belirlenen ve asagida belirtilen
konsantrasyonlarda ve saatlerde serotonin ve metergolin ile muamele edildi (Tablo 5).
Bir kisim hiicrelere ise hi¢ bir uygulama yapilmadi bir kisim hiicrelere ise sadece etanol
uygulandi. Hiicrelerin inkiibasyon siiresi dolunca kiiltiir sonlandirildi ve hiicreler

topland1.

Tablo 5. MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin belirlenen serotonin ve metergolin

konsantrasyonlar1

MDA-MB-231

48 saat
SEROTONIN 2,4, 8uM
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METERGOLIN 30, 35, 40 uM

b) Hiicrelerin toplanmasi , lizis ve protein konsantrasyonu

Toplama islemi:Her bir flasktan besiyeri uzaklastirilip 2 ml tripsin-EDTA eklendi, 3
dk inkiibatorde bekletildikten sonra 4 ml besiyeri eklenerek 15'lik falkonlara toplama

islemi yapildi. 1500 rpm'de 5 dk santrifiijden sonra elde edilen hiicreler lizis edildi.

Lizis islemi:Bu islemin amaci hiicrelerin pargalanarak proteinlerin izole edilmesini
saglamaktir. Bunun i¢in lizis soliisyonu hazirlandi ve toplanan hiicrelerin 80-100 pl lizis

soliisyonu igerisinde lizis edildi

Hiicre lizis soliisyonu hazilamisi: Ticari olarak alman 1 ml lizis soliisyonu igine 4 pl
sodyum floriir (NaF), 10 pl proteaz inhibitor ve 10 ul fosfataz inhibitor eklenerek

hazirlandi.

Protein konsantrasyon hesaplama islemi:Bu asamada yeni ependorf tiipler diliisyon
icin etiketlendi ve 2 pl stok protein iizerine 12 pl dH,O eklenerek seyreltme islemi
yapildi. Her bir 6rnek icin seyreltme yapildiktan sonra protein standartlari ile beraber
96'lh plakalara S'er pl olarak dagitildi. Proteinler iizerine ilk olarak reagent A + reagent
S karisitmindan (980 pl reagent A + 20 pl reagent S) 20 pl, daha sonra reagent B'den de
175 pl eklenip 3 dk calkalayicida bekletildi. Ardindan 750 nm dalga boyunda absorbans
olciimii yapildi. Olgiim yapildiktan sonra her bir drnek icin 40ug protein/40ul olacak
sekilde dilisyon yapild.

¢) Orneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez

Proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrismasi saglanmasi i¢in her bir 6rnekten 40 ug
protein jele yiiklendi ve daha sonra yiiriitme tamponu icerisinde elektrikli ortamda 2-3

saat yiiriitiilerek proteinlerin ayrigsmasi saglandu.
d) Jelden membrana transfer ve bloklama

Sandvi¢ modeline gore proteinlerin jeldlen PVDF membrana transferi +4 C° de buz

transfer soliisyonu igerisinde 24 mA akimda biitiin gece boyunca saglandi

Ertesi giin transferden alman membranlar TBS-T+siit tozu 1,5 saat blokland1 ve

sonrasinda TBT-T soliisyonu ile yikama yapild1.
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e) Proteinlerin goriintiilenmesi

Bloklama isleminden sonra hazir hale gelen membranlar hedefe yonelik primer
antikorlarla (FOXMI1: Cell Signaling, EF2K: Proteintech, p-EF2: Cell Signaling, EF2:
Cell Signaling, HTRI1D: Elabscience, HTR7: YLBiont, kaspaz-3: Cell Signaling)
muamele edildi. Bunun i¢cin 7 ml TBS-T ve 350 mg siit tozu ile hazirlanmig primer
antikorlar ile +4 derecede bir gece calkalayicida bekletildi. Sonrasinda membran 3 kez
TBS-T soliisyonu ile yikandi. Ardindan 1 saat sekonder antikorlarda oda sicakliginda
calkalayicida bekletildi. Bir saat sonunda membranlar yine yikandi ve ECL soliisyonu
kullanilarak goriintilleme cihazinda (BIO-RAD ChemiDoc MP Imaging System)
goriintiilendi.Orneklerimizin yiikleme kontrolii olarak B-aktin ( Proteintech) kullanildi.

Daha sonra Image J programu kullanilarak bant yogunluklar: 6l¢iildii.
3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler Graphpad Prism 8.0 programu kullanilarak analiz edildi. Analizler
icin Student t testikullanildi. P degerinin 0.05’den daha kii¢iik olmast durumlarinda,
gozlenen fark istatistiksel agidan anlamli kabul edildi. Her bir deney, 3 tekrar (n=3)
olacak sekilde calisildi.



4.BULGULAR

4.1. Farkh zaman araliklarinda farkh konsantrasyonlarda uygulanan serotoninin

ii¢c farkhh meme kanser hiicrelerinde proliferasyona/canliliga etkisi

MDA-MB-231, BT-549 ve MCF-7 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat 1-8 uM arasinda
serotonin ile muamale edildi. Hiicrelerin bir kismina hicbir uygulama yapilmadi
(kontrol-muamelesiz) bir kisim hiicreler ise 24, 48 ve 72 saat EtOH ile muamele edildi.
Hiicrelerin  inkiibasyon siireleri dolunca farkli zaman araliklarinda farkli
konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan serotoninin hiicre canliligma etkisini analiz
etmek icin MTS analizi yapildi. Analiz sonuclarimiza gore 24 saat 1-8 uM arasinda
serotonin uygulanan; MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde, hiicre canliliginin
kontrol hiicrelerine gore 6nemli oranda arttig1, artan serotonin konsantrasyonuna bagl
olarak bu artisin degismedigi bulundu (Sekil 17A,B). 24 saatte EtOH ile muamele
edilen hiicrelerle hi¢bir uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda hiicre canliligi
acisindan fark bulunmadi (Sekil 17A). MCF7 hiicrelerinde ise 24 saat 1-8 uM arasinda
serotonin  uygulalanan  hiicrelerde  hiicre  canliliginmm  kontrol  hiicreleriyle
karsilastirildiginda degismedigi bulundu. Ayrica EtOH ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerle hi¢bir uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda hiicre canlilig1 agisindan

bir fark olmadig1 bulundu (Sekil 17C).
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Sekil 17. 24 saat serotoninle muamele edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF7 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 24 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore anlamli bir artig gorildi  (***p:<0,001;
*##*%p<(,0001). B) 24 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde kontrol
grubu hiicrelere gore anlamli bir artig goriildii (***p:<0,001; ****¥p<0,0001). C) 24 saat 1-8 uM
serotonin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore hiicre
proliferasyonunda degisiklik bulunmadi (ns: non-significant;anlamsiz).

Hiicreler 48 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edildiginde ii¢ hiicre hattinda da kontrol
grubu hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginda anlaml bir artis oldugu bulundu. 48 saat
EtOH ile muamele edilen hiicrelerle hi¢bir uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda

hiicre canlilig1 agisimndan bir fark bulunmadi (Sekil 18).
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Sekil 18. 48 saat serotoninle muamele edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF7 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 48 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore anlamli bir artis goriildii (*p<0.05;**p<0.01,
#*%p<0,001). B) 48 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore anlamli bir artig goriildii (***p<0,001). C) 48 saat 1-8 uM
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serotonin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore hiicre
canliliginda 6nemli bir artis bulundu (*p<0.05;**p<0.01).

MDA-MB-231, BT-549 ve MCF-7 hiicrelerine 72 saat 1-8 uM serotonin
uygulandiginda ise ii¢ hiicre hattinda da kontrol hiicrelerine gore hiicre canliliginda
onemli bir artis oldugu bulundu. 72 saat EtOH ile muamele edilen hiicrelerle higbir

uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda da hiicre canliligi agisindan bir fark

bulunmadi (Sekil 19).
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Sekil 19. 72 saat serotoninle muamele edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF7 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 72 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore anlamli bir artig gorildi (**p<0.01;***p<0.001;
#*k4%p<0,0001). B) 72 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore anlamli bir artig gorildi (**p<0.01;***p<0.001;
*##*%p<0,0001). C) 72 saat 1-8 uM serotonin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore hiicre canliliginda 6nemil bir artis goriildii (ns: non-
significant;anlamsiz; *p<0,05; **p<0.01).

4.2. Farkh zaman araliklarinda farkh konsantrasyonlarda uygulanan metergolinin

ii¢c farkh meme kanser hiicrelerinde proliferasyona/canliliga etkisi

[Ik olarak MDA-MB-231 hiicrelerine serotonin konsantrasyonlar: ile ayn1 oranda 24,
48, ve 72 saat olmak iizere 1-10 pM metergolin uygulandi. Hiicrelerin bir kismina hi¢bir
uygulama yapilmadi (muamelesiz) bir kisim hiicreler ise 24, 48 ve 72 saat EtOH ile
muamele edildi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri dolunca farkli zaman araliklarinda
farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan metergolin hiicre canliligina etkisini
analiz etmek icin MTS analizi yapildi. Analiz sonu¢larimiza gére metergolinin 24, 48

ve 72 saatlerde 1-10 uM konsantrasyonlarinda meme kanser hiicrelerinde hiicre
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canliligina etkisinin olmadig1 bulundu (Sekil 20). 24, 48 ve 72 saat EtOH ile muamele
edilen hiicrelerle hi¢cbir uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda da hiicre canliligi

acisidan bir fark bulunmada.
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Sekil 20. 24, 48 ve 72 saat metergolinle muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 24 saat 1-10 pM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore anlaml bir degisiklik goriilmedi (ns: non-significant;
anlamsiz). B) 48 saat 1-10 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore anlaml bir degisiklik gézlenmedi (ns: non-significant; anlamsiz).
C) 72 saat 1-10 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelere gore hiicre canliliginda degisiklik gdzlenmedi (ns: non-significant; anlamsiz).

Elde edilen bu bulgulara gore metergolin konsantrasyonunda artis yapildi. Yine ilk
olarak MDA-MB-231 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saatlerde 1-50 uM olacak sekilde
metergolin uygulamas1 yapildi. Hiicrelerin bir kismina hi¢cbir uygulama yapilmadi
(muamelesiz) bir kisim hiicreler ise 24, 48 ve 72 saat EtOH ile muamele edildi.
Hiicrelerin inkiibasyon siireleri dolunca farkli zaman araliklarinda farkli
konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan metergolin hiicre canliligina etkisini test etmek
icin MTS analizi yapildi. Analiz sonu¢larimiza gore 24 saat 1-50 pM metergolinle
muamele edilen hiicrelerde sadece 50 uM olan en yiiksek konsantrasyonda bir
anlamlilik oldugu bulundu (Sekil 21). 48 ve 72 saatlerde ise artan konsantrasyonlarda
hiicre canliliginin kontrol hiicrelerine goére onemli oranlarda azaldigi bulundu (Sekil
22A, Sekil 23A). 24, 48 ve 72 saat EtOH ile muamele edilen hiicrelerle higcbir

uygulamanin yapilmadig hiicreler arasinda da hiicre canlilig1 agisindan fark bulunmadi.
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Sekil 21. 24 saat metergolinle muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde proliferasyon oran.
24 saat 1-50 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore
sadece 50 uM konsantrasyonda anlamli azalis oldugu gozlendi (***p<0,001).

MDA-MD-231 hiicrelerinin sonuglarma gére BT-549 ve MCF7 hiicrelerine 48 ve 72
saatlerde 1-50 pM konsantrasyonlarinda metergolin uygulamasi yapildi. Hiicrelerin bir
kismina hicbir uygulama yapilmadi (muamelesiz) bir kisim hiicreler ise 48 ve 72 saat
EtOH ile muamele edildi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri dolunca farkli zaman
araliklarinda farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan metergolinin hiicre
canliligina etkisini analiz etmek icin MTS analizi yapildi. Analiz sonuglarimiza gore 48
ve 72 saatlerde 1-50 puM konsantrasyonlarinda metergolin uygulamas: yapilan
hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre

canliliginm azaldig1 bulundu (Sekil 22B-C, Sekil 23B-C).
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Sekil 22. 48 saat metergolinle muamele edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF7 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 48 saat 1-10 puM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore 30, 35, 40 ve 50 uM konsantrasyonlarinda anlamli
bir azalma goriildii (***p<0,001; ****¥p<0,0001). B) 48 saat 1-10 uM metergolin ile muamele
edilen BT-549 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore 15-50 uM konsantrasyonlarinda
anlaml bir azalma goriildii (ns:non-significant;anlamsiz; **p<0.01; ****p<0,0001). C) 48 saat
metergolin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore hiicre
canliliginda 15-50 pM konsantrasyonlarinda Onemli bir azalma goriildii (ns:non-
significant;anlamsiz; *p<0.05;**p<0.01; ****p<0.0001).
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Sekil 23. 72 saat metergolinle muamele edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF7 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 72 saat 1-10 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore 25-50 pM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildii (ns:non-
significant; ****¥p<0.0001). B) 72 saat 1-10 uM metergolin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelere gore 5-50 uM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildii (ns:non-
significant; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). C) 72 saat 1-10 uM metergolin ile muamele edilen
MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore hiicre canliliginda 10-50 uM konsantrasyonlarinda
onemli bir azalma goriildii (ns:non-significant;*p<0.05; ****p<0.0001).

4.3. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan serotoninin ii¢ farkh meme kanser

hiicrelerinde koloni olusumu iizerine etkisi

6 kuyucuklu plakalarda inkiibe edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF-7 hiicreleri
inkiibasyonlarinin 48. saatinde 1-10 uM arasinda serotonin ile muamale edildi.
Hiicrelerin bir kismima hic¢bir uygulama yapilmadi (muamelesiz) bir kisim hiicreler ise
inkiibasyonlarmin 48. saatinde EtOH ile muamele edildi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri
dolunca farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan serotoninin hiicrelerin koloni
olusturma iizerine etkisini analiz etmek i¢in kristal viyole ile boyanarak klonojenik test
yapildi. Analiz sonug¢larimiza gore serotonin ile muamele edilen hiicrelerde koloni
sayisinda 6nemli bir artis oldugu bulundu (Sekil 24, 25, 26). EtOH ile muamele edilen
hiicrelerle hicbir uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda da hiicre koloni sayisi

acisindan fark bulunmadi (Sekil 24, 25, 26).



41

Serotonin (uM)

Kontrol Kontrol
(Muamelesiz) (EtOH)

MDA-MB-231
1000+
ns L - “; 0es
_ 800+ = e g
= c00-
w
y -]
S 4004
]
X
200+
0- T T
,:,\"\ 9.& N % % N B O
N
o‘& &&
& & Serotonin (uM)
‘0\\ *.0
*9&

Sekil 24. Serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusum orani. A) 1-
10 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis
goriintiileri. B) 1-10 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol
grubu hiicrelere gore serotonin uygulanan hiicrelerde 6nemli oranda klon sayisinin artmisg
oldugu goriildii (ns:non-significant; *p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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Sekil 25. Serotonin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde koloni olusum orani. A) 1-10 uM
serotonin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis goriintiileri. B) 1-
10 pM serotonin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore
serotonin uygulanan hiicrelerde 6nemli oranda klon sayisinin artmig oldugu bulundu (ns:non-
significant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001)
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Sekil 26. Serotonin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde koloni olusum orani. A) 1-10 uM
serotonin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis goriintiileri.
B) 1-10 uM serotonin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere
gore serotonin uygulanan hiicrelerde 6nemli oranda klon sayismin artmis oldugu
goriildii (ns:non-significant; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

4.4. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan metergolinin ii¢ farkh meme kanser

hiicrelerinde koloni olusumu iizerine etkisi

6 kuyucuklu plakalarda inkiibe edilen MDA-MB-231, BT-549 ve MCF-7 hiicreleri,
inkiibasyonlarinin 48.saatinde 1-50 pM arasinda metergolin ile muamale edildi.

Hiicrelerin bir kismina hi¢gbir uygulama yapilmadi (muamelesiz) bir kisim hiicreler



44

inkiibasyonlarmin 48. saat EtOH ile muamele edildi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri
dolunca farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan metergolinin hiicrelerin koloni
olusturma iizerine etkisini analiz etmek i¢in kristal viyole ile boyanarak klonojenik test
yapildi. Analiz sonug¢larimiza gore metergolin ile muamele edilen hiicrelerde klon
sayisinda Oonemli bir azalma oldugu bulundu (Sekil 27, 28, 29). EtOH ile muamele
edilen hiicrelerle hi¢cbir uygulamanin yapilmadigi hiicreler arasinda da hiicre klon sayis1

acisindan fark bulunmadi (Sekil 27, 28, 29).
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Sekil 27. Metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusum orant. A) 1-50 uM
metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis goriintiileri. B) 15-
24 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis goriintiileri.
C) 1-50 pM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore
metergolin uygulanan hiicrelerde 6nemli oranda koloni sayisinin azaldigi goriildii (ns:non-significant:
anlamsiz; 1-50 uM ***p: <0.0001). D) 15-25 uM konsantrasyonlar arasinda koloni sayisi azaliginin
gosterilmesi icin yapilan testte 15-24 uM aras1 konsantrasyonlar ile metergolin uygulamasi yapilan MDA-
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MB-231 hiicrelerinde koloni olugumunun azaldigt goriildii (ns:non-significant: anlamsiz; 15-24 uM

FH#%p: <0.0001).
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Sekil 28. Metergolin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde koloni olusum orani. A) 1-50
UM metergolin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmig goriintiileri.
B) 1-50 uM metergolin ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore
metergolin uygulanan hiicrelerde 6nemli oranda koloni sayisinin azaldigir goriildii (ns:non-

significant; **p<0.01; ***p<0.001).
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Sekil 29. Metergolin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde koloni olusum orani. A) 1-50 uM
metergolin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmig goriintiileri. B) 1-
50 uM metergolin ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore
metergolin uygulanan hiicrelerde Onemli oranda klon sayisinin azaldigir goriildii (ns:non-
significant; anlamsiz; 5-50 uM ***%p:<0,0001 ).

4.5. Serotonin ve metergolin uygulamasinin MDA-MB-231 iiclii reseptor negatif

meme kanser hiicrelerinde serotonin reseptor ekspresyonu iizerine etKisi

MDA-MB-231 hiicrelerinin bir kism1 MTS analiz sonuglarina goére metergolin ve
serotonin ile 48 saat muamele edildi. Hiicrelerin bir kismma hi¢bir uygulama yapilmadi
(muamelesiz). Bir kisim hiicreler ise 48 saat EtOH ile muamele edildi. Hiicrelerin

inkiibasyon siireleri dolunca protein izolasyonu yapildi ve western blot ile HTR7 ve
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HTRI1D proteinlerinin ekspresyonlar1 analiz edildi. Analiz sonuglarimiza gore
metergolin ile muamele edilen hiicrelerde serotonin reseptorlerinden HTR7 ve HTR1D
protein ekspresyonlarinda kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere
gore onemli bir oranda azaldig1 bulundu (S$ekil 30.D,E,F). Serotonin ile muamele edilen
hiicrelerde ise HTR7 ve HTRID reseptor ekspresyonlarinda kontrol olarak kullanilan
EtOH ile muamele edilen hiicrelere gore dnemli bir oranda arttig1 oldugu bulundu (Sekil

30A,B.C).
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Sekil 30. MDA-MB-231 hiicrelerinde serotonin reseptorleri HTR1D ve HTR7 ekspresyon
seviyeleri. A) Serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde HTRID ve HTR7 serotonin
reseptorleri ekspresyon seviyeleri western blot goriintiileri. B) 2, 4 ve 8uM serotonin ile muamele edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gére HTR7
reseptor ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis oldugu bulundu (***p<0.001; ****p<0.0001). C) 2, 4
ve 8uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile
muamele edilen hiicrelere gore HTR1D reseptor ekspresyon seviyesinde anlaml bir artig oldugu bulundu
(**p<0.01; ****p<0.0001). D) Metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde HTR1D ve
HTR7 serotonin reseptorleri ekspresyon seviyeleri western blot goriintileri. E) 30uM ve 35 uM
metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele
edilen hiicrelere gore HTR7 reseptor ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu
(*p<0.05). F) 30uM ve 35 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak
kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gore HTR1D reseptor ekspresyon seviyesinde anlamli bir
azalma oldugu bulundu (****p<0.0001).
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4.6. Serotonin ve metergolin uygulamasinin MDA-MB-231 iiclii reseptor negatif

meme kanser hiicrelerinde FOXM1 sinyal yolag iizerine etkisi

FOXMI1 proteininin ii¢lii reseptdr negatif meme kanserlerinde oldukca yiiksek ifade
edildigi bilinmektedir (Craig ve ark., 2013). Daha 6nce yaptigimiz caliymada da agresif
meme kanser hiicreleri olan MDA-MB-231 ve BT-20 hiicrelerinde FOXM1 in
ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu ve hiicrelerin proliferasyonu ve sagkaliminda
etkili oldugu bulundu (Hamurcu ve ark., 2016). Sunulan tez ¢aligmasinda seratonin ve
metargolinin hiicre proliferasyonunda etkili oldugu bulundugu i¢in. Serotonin ve
metergolinin hiicre ¢ogalmasinda 6nemli rol alan FOXM1 ve FOXMI sinyal yolag:
izerinde etkisi olabilecegi hipotezlendi. Bu hipotezimizi test etmek i¢in, metergolin ve
serotonin uygulanan MDA-MB-231 iiclii reseptor meme kanser hiicrelerinde FOXM1
ve FOXM1'in alt hedefi olan EF2K, p-EF2 ve EF2 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri
western blot yontemi ile analiz edildi. Analiz sonuclarimiza gore serotonin uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol olarak EtOH ile muamele edilen hiicrelere kiyasla
FOXM1, EF2K, p-EF2 proteinlerinde anlamli bir artis oldugu bulundu (Sekil 31A, Al,
A2, A3, A4). Metergolin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise, kontrol olarak
EtOH ile muamele edilen hiicrelere kiyasla FOXMI1, EF2K, p-EF2 ve EF2
proteinlerinde anlamli bir azalma bulundu ($ekil B, B1, B2, B3, B4).
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(EtOH) 2uMm 4uM suM " - - -
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Sekil 31: Serotoninve metergolin ile muamele MDA-MB-231 hiicrelerinde FOXM1 sinyal
yolagi molekiillerinin ekspresyon seviyeleri. A) Serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde FOXM1 sinyal yolagi elemanlar1 ekspresyon seviyeleri western blot goriintiileri. A.1) 2, 4 ve
8 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile
muamele edilen hiicrelere gore FOXM]1 ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis oldugu bulundu
(*p<0.05). A.2) 2, 4 ve 8 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak



52

kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gére EF2K ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis oldugu
bulundu (**¥p<0.01; ****p<0.0001). A.3) 2, 4 ve 8 uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gére p-EF2 ekspresyon
seviyesinde anlaml bir artis oldugu bulundu (ns:non-significant; **p<0.01). A.4) 2, 4 ve 8§ uM serotonin
ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen
hiicrelere gore EF2 ekspresyon seviyesinde fark bulunmadi (ns:non-significant; anlamsiz). B) Metergolin
ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde FOXM1 sinyal yolag1 elemanlar1 ekspresyon seviyeleri
western blot goriintiileri. B.1) 30uM ve 35 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere géore FOXM1 ekspresyon
seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu (****p<0.0001). B.2) 30uM ve 35 pM metergolin ile
muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen
hiicrelere gore EF2K ekspresyon seviyesinde anlamli azalma oldugu bulundu (¥**p<0.001;
*##%%p<0.0001). B.3) 30uM ve 35 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde,
kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gore p-EF2 ekspresyon seviyesinde anlamli
bir azalma oldugu bulundu (****p<0.0001). B.4) 30uM ve 35 puM metergolin ile muamele edilen MDA-
MB-231 hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gére EF2 ekspresyon
seviyesinde anlaml1 bir azalma oldugu bulundu (**p<0.01; ****p<0.0001).

4.7. Serotonin ve metergolin uygulamasinin MDA-MB-231 meme Kkanser

hiicrelerinde apoptoz iizerine etkisi

Apoptoz, hiicre i¢inden ya da digindan gelen uyaranlar araciligi gerceklesen programli
hiicre 6liim seklidir. Bu uyaranlar arasinda biiylime faktorlerinin azalmasi, sitokinler,
pS3'tin aktivasyonu, DNA hasari, Fas/FasL sisteminin aktivasyonu gibi pek cok olay
sayilabilir. Apoptoz siirecinin gereklesmesinde belli bash bilesenler sorumludur.
Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinler, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktivasyon faktor-1
(Apaf-1)'dir. Kaspazlar 6liim reseptorleri ile gelen sinyaller dogrultusunda hiicre i¢cinde
bir seri olaylar1 baslatirlar ve sitokin iireten (kaspaz 1, 4, 5 ,13), protolizis baslatici
(kaspaz 2, 8, 10) ve uygulayici (kaspaz 3, 6, 7) olmak iizere smifladirilirlar (Budihardjo
ve Oliver, 1999). Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda da metergolin ve serotoninin
meme kanser hiicrelerinde apoptoz iizerine etkisini arastirmak icin apotozun son
basamaginda gorevli kaspaz-3 ekspresyon seviyesi western blot analizi ile test edildi
EtOH, metergolin ve serotonin ile muamele edilen hiicreler arasinda total kaspaz-3

ekspresyon seviyesi acisindan fark olmadigi bulundu (Sekil 32.A-D).
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Sekil 32. Serotonin ve metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz-3
ekspresyonu. A) Serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz-3 proteininin
ekspresyon seviyesi. B) Metergoline ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz-3 proteininin
ekspresyon seviyesi. C) 2, 4 ve 8§ uM serotonin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol
olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gore kaspaz-3 proteini ekspresyon seviyesinde
anlaml1 bir fark bulunmadi (p>0.05). D) 30uM ve 35 uM metergolin ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde, kontrol olarak kullanilan EtOH ile muamele edilen hiicrelere gore kaspaz-3 ekspresyon
seviyesinde anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).



S.TARTISMA VE SONUC

Kadinlarda meme kanseri en sik rastlanilan kanser olup, kanserden 6liim nedenleri
arasinda ikinci siradadir (DeSantis ve ark.,2013). Kanser tedavisi i¢in cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi ve kombinasyonlar1 uygulanabilir. Meme kanserine
bakildiginda 6zellikle kemoterapi tedavi sekli i¢cin meme kanserinin tanimlanan alt
tipleri 6nemlidir. Bunlar Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve insan epidermal
biiytime faktor reseptoriiniin varligi veya yoklugu durumlarmna gore ayrilir. TNBC
olarak adlandirilan {i¢ reseptoriin de eksprese olmadigi meme kanser tipi
kemoterapotiklere en ¢ok direng gosteren ve niiks etme 6zelligi daha yiiksek olan meme
kanseri alt tipidir (Brenton ve ark., 2005; Gautam ve ark., 2016). Son on yilda meme
kanserlerinin tedavisi i¢in yeni stratejik tedavi yontemleri gelistirilmesine ragmen, hala
istenilen yol katedilememistir. Bu nedenle, meme kanserlerinin 6zellikle de agresif ve
en kotii prognoza sahip olan ii¢lii reseptdor meme kanserlerinin tedavisine yonelik yeni

terapotik stratejilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Norotransmitter olan serotoninin (5-HT) normal hiicrelerde (vaskiiler diiz kas hiicreleri,
akciger fibroblastlar1 ve renal mezenjiyal hiicreler) ve tiimor hiicrelerinde (pankreas
karsinoid hiicreleri, kiiciik hiicreli akciger karsinom hiicreleri ve kolorektal karsinom)
bir biiylime faktorii olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Hatta son zamanlarda, 5-HT,
cesitli kanser tiplerinde hiicre proliferasyonunun ve tiimor biiylimesinin onemli bir
diizenleyicisi olarak gosterilmistir (Alpini ve ark., 2008; Cattaneo ve ark., 1995; Dizeyi
ve ark., 2004; Siddiqui ve ark., 2006a; Oufkir ve ark., 2010). Bircok caligma
serotoninin, hepatoselliiler karsinom, melanomun yani sira pankreas, prostat, mesane
kanserlerinde tiimOr biiyiimesi ve metastaza tegvik ettigini rapor etmektedir. Benzer
sekilde 5-HT nin meme kanser hiicrelerindede tiimor biiyiimesi ve metastazda rol
aldig1 bildirilmistir. Ancak kanser hiicrelerinde serotonin hiicre proliferasyonunu
stimiile etmesine ragmen, bunu hangi mekanizma ile yaptig1 ya da serotoninin sorumlu

oldugu mekanizmalar hala belirsizdir. Bu yiizden sunulan c¢aligmada, mitojenik
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norotransmitter olan serotonin, iiclii reseptor (-) ve ER (+) meme kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna/biiylimesine ve hiicre proliferasyonunda kilit rol oynayan onkogenik
taranskripsiyon faktor FOXMI sinyal yolagi ve apoptoz sinyal yolag: iizerine etkisi

arastirild.

Insanlarda, cesitli normal ve tiimor hiicrelerinde dokuya ozel ifade edilen yapisal,
fonksiyonel ve farmakolojik Ozelliklerine gore siniflandirilmis yedi S5-HT reseptor
ailesi tammmlanmistir (5-HT1-7). Bu reseptorlerden altis1  G-proteinine baglh
reseptOrlerdir. Serotoninin kanser hiicrelerindeki etkisinin, kanser hiicrelerinde artan
serotonin reseptor (5-HTR) sayist ile iliskili oldugu bildirilmistir. Sunulan tez
caligmasinda iiclii reseptor (-) ve ER (+) meme kanser hiicrelerin de 5-HT reseptor
ailesinden 5-HTID ve 5-HT7 reseptorleri c¢alisilmistir.5-HT1D reseptoriiniin etkisi,
hepataselliiler karsinoma, pankreas, kolorektal ve akciger kanser hiicrelerinde
arastirilmis olmasina ragmen, meme kanser hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilen 5-
HTI1D reseptoriiniin meme kanser hiicrelerine olasi etkisi daha once arastirilmadigi icin
calismamizda bu reseptor secilmistir. 5S-HT7 reseptoriiniin meme kanser hiicrelerinde ve
normal epitelyal meme hiicrelerin de ifade edildigi 6zellikle de iiclii reseptor (-) meme
kanser hiicrelerinde (ER+) meme kanser hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edildigi
gosterilmistir. Ayrica, normal meme hiicrelerinde de 5-HT7 reseptorii ifade olmasina
ragmen serotonin bu hiicrelerde proliferasyonu stimiile etmedigi, serotoninin bu etkisi

meme kanser hiicrelerinde goriildiigii i¢in calismamizda 5-HT7 reseptorii secilmistir.

Sunulan caligmada Oncelikle, agresif meme kanser hiicreleri olarak iki farkl iclii
reseptOr (-) meme kanser hiicreleri (MDA-MB-231 ve BT-549) ve ER (+) meme kanser
hiicreleri (MCF-7) artan konsantrasyonlarda ve farkli zaman araliklarinda serotonin ile
muamale edildi. 24 saat serotonin uygulanan agresif meme kanser hiicrelerinde artan
konsantrasyona bagli olarak hiicre proliferasyonun arttigi, non-invazif MCF-7
hiicrelerinde ise 24 saat proliferasyon uygulamasmin hiicre proliferasyonuna etkisinin
olmadig1 bulundu. 48 ve 72 saat serotonin uygulanan 3 farkli meme kanser
hiicrelerinde serotoninin artan konsantrasyonuna bagli olarak hiicre proliferasyonunu
artirdig1 bulundu. Bu sonuglarimiza gore, serotonin nispeten daha iyi prognoza sahip
olan ER (+) meme kanser hiicrelerine gore, agresif meme kanser hiicrelerinde, mitojenik
etkisinin daha yiiksek oldugunu ve hiicreleri boliinmesi i¢in daha kisa siirede ve daha

hizl1 stimiile ettigini ortaya koymaktadir. Agresif meme kanser hiicrelerinde hem akut
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hem de kronik etki gostererek hiicre proliferasyonunu daha hizli stimiile etmesinin 5-
HTID ve 5-HT7 reseptor ekspresyonlarinin diger meme kanser hiicrelerine gore agresif
meme kanserlerinde daha yiiksek olmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilebilir. Serotonin
reseptorlerinin meme kanserlerinde rolii ile ilgili olarak, serotoninin meme bezi
gelisiminde rol oynadigi ve hamilelik, emzirme gibi durumlarda meme epitel
hiicrelerinin homeostazinin saglanmasinda gorevli oldugu i¢in caligmalarda genelde
ostrojen reseptor pozitif MCF-7 (non-invazif) hiicreleri kullanilmis olup agresif meme
kanser hiicrelerinde yapilan sinirli sayida caliyma vardir. Serotoninin meme kanser
hiicrelerinin ¢cogalmasima etkisini arastiran bazi ¢calismalarda, serotoninin ii¢lii reseptor
meme kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu uyardigr ancak MCF-7 hiicrelerinde
hiicre proliferasyonuna etkisinin olmadig1 gosterilmistir. (Gautam ve ark., 2016).
Benzer sekilde baska bir calismada da MCEF-7 hiicrelerinde hiicre biiylimesini
etkilemedigi bildirilmistir (Blask ve Hill, 1986). Bununla birlikte bazi1 caligmalarda
MCF-7 hiicrelerinde, serotoninin hiicre proliferasyonunu arttirdigr  bildirilmistir
(Sarrouilhe ve ark., 2015; Sonier ve ark., 2006). MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan bir
calismada, serotonin hiicre proliferasyonunun yanisira invazyonunu da  artirdigi
gosterilmistir (Gautam ve ark., 2016). Non-invazif MCF-7 hiicrelerinde serotoninin
mitojenik etkisi ile ilgili kompleks sonuglar bulunmasmna ragmen, hem literatiirde
yapilan caligma sonuglar1 hem de sunulan projenin sonuglari, serotoninin agresif meme

kanser hiicrelerinde mitojenik etkisinin oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir.

Sunulan ¢alismada da, ii¢ farklt meme kanser hiicreleri 5-HT 1D ve 5-HT7 reseptorlerine
spesifik antagonist-metergolin ile artan konsantrasyonlarda ve farkli zaman araliklarinda
muamale edildi. 24 saat metergolin uygulanan meme kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu etkilemedigi bulundu. Ancak 48 ve 72 saat metergolin uygulanan ii¢
farkli meme kanser hiicrelerinde, metergolinin artan konsantrasyonuna bagli olarak
hiicre proliferasyonunun baskilandig1 bulundu. Daha 6nce meme kanser hiicrelerinde
metergolinin hiicre proliferasyonuna etkisini arastiran bir ¢aligmaya rastlanilamamagtir.
5S-HTID ve 5-HT7 reseptorlerine spesifik antagonist metergolinin diger kanser
hiicrelerinde ise roliinii arastiran smirli sayida ¢calisma mevcut olup, bu caligmalarda
bizim sonuglarimiza benzer sekilde kiiciik hiicre dis1 akciger kanser hiicrelerinde de
metergolinin hiicre biiylimesini kontrol ettigini ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermistir (Cattaneo ve ark., 1995). Yapilan baska bir calismada SHTRID, -1E, -5A

ve -7 reseptorlerinin meme kanser hasta dokularinda ve agresif meme kanser hiicreleri
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olan AUS565, HCC70, BT-549, SK-BR-3 hiicrelerinde ifade edildigi ve bu hiicreler
serotonin antagonisti (5-HT1 i¢in (S)-WAY 100135; 5-HT?2 i¢in Pirenperone; 5-HT3
icin Dolasetron mesylate; 5-HT3 i¢in Dolasetron mesylate; 5-HT4 i¢cin GR-113808; 5-
HTS icin SB-699551; 5-HT6 i¢cin SB-271046; 5-HT7 icin SB-269970) ile muamele
edildiginde hiicre canliliginda azalma oldugu gosterilmistir (Ballou ve ark.,2018). Hem
sunulan caliyma verileri hem diger veriler serotonin reseptorlerinin baskilandiginda

hiicre proliferasyonun 6nemli oranda azaldigini acikca gostermektedir.

Sunulan ¢aligmada, 5-HT1D ve 5-HT7 reseptorlerinin agonisti-serotonin ve antagonisti-
metergolin uygulanan {i¢ fakli meme kanser hiicrelerinde, serotonin artan
konsantrasyonuna bagli olarak koloni olsumunu artirdigi, metergolinin artan
konsantrasyonuna bagli olarak koloni olusumunu inhibe ettigi ilk kez gosterilmis olup,
tiim bu sonuglar, 5-HT1D ve 5-HT7 reseptorlerinin farkli meme kanser alt tiplerinde
serotoninin mitojenik etkisine katkida bulundugunu ve hiicre proliferasyonunu,
biiylimesini stimiile ederek meme kanser hiicrelerinin agresiflik kazanmasinda etkili

oldugunu ortaya koydu.

Pankreas kanser hiicrelerinde (PaCa), S-HT1B ve 5-HT1D reseptorlerinin fazla eksprese
oldugu ve bu reseptorlere spesifik siRNA araciligi ile reseptorler baskilandiginda, PaCa
hiicrelerinin proliferasyonunun ve klonojenitesinin 6nemli oranda inhibe oldugu
gosterilmistir. Ayrica yine ayni ¢alismada, serotonin reseptorlerinin baskilandigi PaCa
hiicrelerinde, invazyon, migrasyon, adhezyon ve proliferasyon ile iliskili tiimor hiicre
yolaklar1 olarak bilinen uPAR / MMP-2 ve Integrin / Src / Fak aracili sinyal yolaginin
aktivitesinin azaldig1 da ortaya konmustur (Gurbuz ve ark., 2014). Baska bir ¢calismada
serotonin reseptorlerinin  prostat kanser hiicrelerinde  proliferasyon, goc ve
farklilasmay1 baslatmak icin birbiriyle iliskili MAP kinaz ve PI3K / Akt sinyal
yolaklarin1 uyardig bildirilmistir ( (Dizeyi ve ark., 2011). Uterin lemiyom hiicrelerinde
yapilan c¢alismada, 5-HT1B reseptoriiniin hiicre proliferasyonu, hayatta kalma ve
apoptoz lizerindeki etkisine bakilmis olup, 5-HTIB reseptorii inhibe edildiginde
(SB216641 antagonisti kullanilarak), insan uterin lemiyom (huLLM) hiicrelerinin
proliferasyonunu ve koloni olusumununu 6nemli oranda baskilandigi bulunmustur. Yine
aynt calismada, 5-HT1B reseptorii baskilandiginda, MAPK/ERK yolaginin
aktivitesinde, EF2K ve siklin-D1 ekspresyonunda 6nemli bir azalmanin oldugu rapor

edilmistir (Gurbuz ve ark.,2016). Meme kanser hiicrelerinde serotoninin 5-HT reseptor
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araciligryla Go/adenil siklaz ve GPy/adenil siklaz1 aktiflestirken hiicre proliferasyon ve
biiylimesinden sorumlu PI3K/Akt yolagini kullandig1 6ne siiriilmiistiir (Gautam ve ark.,
2016). Serotonin (5-HT) farkli malignitelerde biiyiime faktorleri olarak salindigi
bildirilmistir ve 5-HT, mitojenik etkisini diger hormonlar veya biiyiime faktorleri ile
etkilesim halinde gosterebilecegi belirtilmistir. Daha 6nce, farkli 5-HT reseptorlerinin 5-
HT'nin proliferatif 06zelliklerini tetikleyebildigi ve mitojenik sinyal yollarinin
kaskadlarmna aracilik edebildigi gosterilmistir. 5-HT reseptorlerinin uyarilmasi, memeli
hiicrelerindeki biiyiime faktorleri, hormonlar ve norotransmitterler dahil olmak iizere
bir¢cok hiicre dis1 uyarana karsi ortak bir reaksiyon olan transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonuna ve bodylece hiicre boliinmesinin aktivasyonuna yol agabilecegi ileri
stirilmektedir. Ancak meme kanser hiicresi dahil olmak iizere bir¢ok kanser hiicresinde
serotonin hiicre proliferasyonunu stimiile etmek icin kullandig1 sinyal yolaklar1 hala
belirsizligini korumaktadir. Bu yiizden sunulan ¢aligmada, onceki ¢aligmalarimizdan
hareketle serotonin agresif meme kanser hiicrelerinin proliferasyonunda goérev alan
FOXMI sinyal yolag: ile iliskisi literatiirde ilk kez arastirilarak serotoninle baslatilan
uyarmin hangi sinyal yolag1 araciligi ile hiicre proliferasyonunu tetiklediginin ortaya

cikartilmasi amaglandi.

FOXMI, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve hiicre cogalmasinda gorev alan genlerin
transkripsiyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktoriidiir. Son yillarda ise FOXM1
kanser hiicrelerinde asir1 derecede ifade olan onkogenik bir transkripsiyon faktorii
olarak tanimlanmistir (Hamurcu ve ark., 2016). Goérevinden dolayr FOXM1’in, kanser
hiicrelerinin tiimorojenik 6zellik kazanmasinda ve onkojenik fenotipinin ilerlemesinde
kritik bir rolii istlendigi gosterilmistir. Daha 6nce yaptigimiz ¢calismalarda, FOXM1 ’in,
agresif meme kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunda ve hiicrelerin
proliferasyonuna aracilik eden translasyon uzama faktor-2-kinazin (eEF2K) (hiicrelerin
biiylimesi ve metastazinda rol oynayan onkogenik protein kinaz) hiicrelerin
cogalmasinda medyator olarak gorev yapan Integrin-p1 genlerinin promotor bolgelerine
baglanarak gen ekspresyonlarinin diizenlemesinden sorumlu oldugu bulunmustur.
(Hamurcu ve ark., 2016; 2017). Hem FOXMI'in agresif meme kanserlerindeki
gorevlerinden dolayr hem de daha Once literatiirde serotonin reseptorlerinin prostat
kanserleri ve uterin lemiyom hiicrelerinde eEF2K sinyal yolag: ile iskili oldugunun
gosterilmesinden dolay1 serotoninin ve 5-HT7 ve 5-HTI1D reseptorlerinin FOXM1

sinyal yolag: tizerinde etkili olabilecegi hipotezlenmisitir. Bu hipotezimizi dogrulamak
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icin Oncelikle serotonin ve metragolin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 5-HT7 ve
5-HT1D reseptorlerinin ekspresyonu analiz edildi. Analiz sonuclarimiza gore, serotonin
uygulanan hiicrelerde artan konsantrasyona bagli olarak hem 5-HT1D hem de 5-HT7
reseptorlerinin ekspresyonun arttig1 ancak uyguladigimiz en yiiksek konsantrasyon olan
8uM serotoinin konsantrasyonunda sonucu aciklayamadigimiz bir sekilde 5-HT
reseptoriiniin  ekspresyonlarinin azaldigr bulundu. Bu sonu¢ eksojenik uygulanan
serotoninin reseptorlerin ekspresyonunu artirdigini gosterdi. Metergolin ile muamele
edilen hiicrelerde, artan konsantrasyona bagli olarak 5-HT1D ve 5-HT7 reseptorlerinin
eskpresyonunu azalti1 bulundu. Bu sonug, antagonist-metergolinin hedefimiz olan 5-
HT1D ve 5-HT7 reseptorlerine spesifik olarak baglanip blokladigin1 gosterdi. Bu
sonuclardan sonra serotonin uygulanan hiicrelerde aktiflesen 5-HT1D ve 5-HT7
reseptorlerinin  FOXM1 ekspresyonuna etkisi analiz edildi ve artan serotonin
konsantrasyonuna bagli olarak FOXMI1 ekspresyonun arttigt ve 8uM serotonin
uygulanan hiicrelerde FOXM1 ekpresyonunda bir degisiklik olmadig: bulundu. Ustelik,
FOXM1’in asagr yonde hedefi olan EF2K ve p-EF2 ekspresyonununda benzer
artislarin bulunmasi, serotoninle ile uyarilan 5-HT7 reseptorii ile transkripsiyon faktor
FOXMI1 proteininin ekspresyonu arasinda dogrusal bir iligkinin olabilecegine isaret

etmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 5-HT1D ve S5-HT7 reseptorlerinin metergolin ile
baskilandiginda, FOXM1 ekspresyonunu ve FOXMI1 asag1 yonde hedefi olan
proteinlerin  ekspresyonlarin1 baskilanmasi, serotoninle aktiflestiginde FOXMI1
ekspresyonunu ve FOXMI1 asag1 yonde hedefi olan proteinlerin ekspresyonlarinin
artmas1 Ozellikle 5-HT7 reseptoriiniin FOXMI1 sinyal yolagi ile bir baglantisinin
oldugunu diisiindiirtmektedir. Tiim bu sonug¢larimiz ilk kez serotonin 5-HT1D ve 5-HT7
reseptorlerini aktiflestirdigini, aktiflesen bu reseptorlerin hiicre proliferasyonun anahtar
protein olan FOXM1 ekspresyonunu uyarak hiicre proliferasyonuna yol acgtigini ortaya
koymaktadir. Ancak bu verileri desteklemek i¢in reseptorlerin dogrudan m1 FOXM1'i
uyardig1 yoksa bir araci kullanarak m1 FOXMI sinyal yolagmni tetikledigini ortaya
cikartmak, dolayisiyla serotoninin kanser hiicrelerinde mitojenik etkisini hangi sinyal
yolagini kullanarak gosterdigini aydinlatmak icin ileri diizeyde caligmalarin yapilmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.
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Ayrica, sunulan calismada, hem serotonin uygulanan hiicrelerde hem de metergolin
uygulan hiicrelerde, apoptozun gostergesi olan total kaspaz-3 protein ekspresyonunda
bir degisikligi olmadigi bulundu. Bu sonug, serotonin reseptorlerinin kaspaz bagimli
apoptoz sinyal yolagi ile baglantili olmadigim1 gostermistir. Ancak metergolin
uygulanan hiicrelerde, 5-HT1D ve 5-HT7 reseptorleri bloklandiginda hiicre
proliferasyonunun azaldigr bulunmustur. Bu sonucla, 5-HTRID ve 5-HTR7
reseptorlerinin  baskilanmasiyla birlikte hiicre dongiisiinde gorev alan genlerin
ekspresyonunun regiilasyonundan sorumlu FOXM1’in ekspresyonun azalmasi ve buna

bagl olarak hiicrelerin ¢ogalmasinin baskilandig1 diisiiniilebilir.

Sonug olarak, 5-HT1D ve 5-HT7 reseptorleri serotoninin mitojenik aktivitesine aracilik
ederek hiicre ¢ogalmasina yol a¢gmaktadir. Bu yilizden, bu reseptorler i¢in spesifik
antagonistlerin iiretimi/kesfi agresif tlimorlerin biiyiimesini kontrol altinda tutmak icin
faydal1 olabilir. Bu nedenle, serotonin reseptoriiniin bir antagonisti olarak metergolinin

kullanimi, meme kanseri hiicrelerinin tedavisi i¢in yeni yaklasim olarak Onerilebilir.
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