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ONSOZ

Ulkemizde ve diinyada kadmlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirii meme
kanseridir. Klinikte ¢esitli tedavi segenekleri olmakla birlikte, ilag direnci ve hastaligin
niiks etmesi gibi problemler tedavinin bagar1 oranini olumsuz etkilemektedir. Bununla
birlikte, metastatik kanser tiirlerinde hayatta kalim orani da diismektedir. Bu nedenle,
mevcut tedavi yontemlerinin iyilestirilmesi ve/veya yeni tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu tez calismasi ile ¢esitli meme kanseri
hiicrelerinde, yakin zamanda tanimlanmis bir hiicre 6lim mekanizmasi olan
ferroptozun kemoterapétiklerin etkinliginin arttirilmasindaki rolii aragtirtlmistir. Elde

edilen verilerin literatiire onemli oranda katki saglamas1 hedeflenmektedir.

Doktora egitimim boyunca bana yol gosteren, bilgi ve tecribeleriyle yolumu
aydinlatan, her konuda destek veren c¢ok degerli danisman hocam Dog. Dr. Filiz
BAKAR ATES’e tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, her zaman yanimda olan ve bilim
insan1 olma yolunda beni daima tesvik eden anne ve babama, ablalarima, tez ¢galismam
boyunca her asamada yanimda olan ve yardimlarmi esirgemeyen g¢ok degerli
arkadaslarim Ecz. Nuri OZMEN ve Dr. Ogr. Uyesi Aysel PEHLIVANLI’ya sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1.Meme Kanseri

1.1.1.Meme Kanseri insidansi ve Risk Faktorleri

Meme kanseri 2020 yili verilerine gore diinyada en yaygin goriilen kanser tiirii
olup, kadinlarda goriilen kanser-iligkili 6liimler arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Yalnizca 2020 yilinda meme kanseri teshisi konulan hasta sayis1 2,3 milyon (%11,7)
olarak tespit edilmistir (Sung ve ark., 2021). Ulkemizde de kadmlar arasinda en sik
goriilen kanserlerin %23,9’unu meme kanseri olusturmaktadir (Globocan, 2020). Bu
oran kanser teshisi alan her 4 kadindan 1’inin meme kanseri oldugunu gostermektedir.
Yaygin goriilmesi sebebiyle bu tiir kanserler iizerinde yapilan arastirmalar her gegen

y1l dnem kazanmaktadir.

Meme kanserinin morfolojik ve molekdiler olarak birbirinden farkl alt turleri
bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin goriilen alt tiirli hormon reseptorii (HR)-pozitif,
insan epidermal faktor reseptori (HERZ2)-negatif olan, luminal A olarak
kategorilendirilen ttrdir (Henry ve ark., 2020). Hastalarin yaklasik %71'inde HR-
pozitif meme kanseri gorulmektedir (Giaquinto ve ark., 2022). Bu tiir kanserde 5 y1llik
sag kalim orani, perifer organlarda metastaz olmamasi durumunda %92,5 iken,
metastaz olmas1 durumunda %35,9 olarak ifade edilmektedir (Howlader, ve ark.,
2018). ikinci sirada ise oldukga agresif ve metastatik olmasi ile bilinen, HR ve HER2
reseptorlerini tagimayan ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC) yer almaktadir. Bu grup,
meme kanseri hastalarinin yaklasik %10-15'ini olusturmaktadir. Genellikle 40 yas
altinda daha sik goriilmektedir ve metastaz durumunda ortalama hayatta kalma stresi
1 yildan az olmaktadir (Kumar ve Aggarwal, 2016). Istatistiklere gore 5 yillik sag
kalim orani periferde metastazin goriilmedigi durumlarda %65,8, ancak metastazin
goriildiigii vakalarda yalnizca %11,0'dir (Almansour, 2022). Bununla birlikte, siyah
rkta Gglii negatif meme kanseri goriilme orani beyaz irktan iki kat daha fazladir

(Giaquinto ve ark., 2022). Genel olarak beyaz irkta HR-pozitif meme kanseri daha



yaygin goriiliirken, siyah irkta ise tiglii negatif meme kanseri daha sik gérulmektedir
(Giaquinto ve ark., 2022).

Meme kanserine yol agan cesitli risk faktorleri bulunmaktadir. Dengesiz
beslenme, alkol tiiketimi, obezite, erken yasta radyasyona maruz kalma, oral
kontraseptif kullanim1 ve aile Oykiisii gibi faktérlerin meme kanserine sebep oldugu
literatiirde tartisilmaktadir (Henry ve ark., 2020). Ayrica genetik mutasyonlarin da
onemli bir risk faktdrii oldugu bildirilmektedir. Ozellikle BRCA1, BRCA2 gen
mutasyonlar1 ile TP53, PTEN gibi tiimor baskilayici genlerde goriilen mutasyonlarin

meme kanserine neden oldugu bilinmektedir (Mahdavi ve ark., 2019).

Klinikte meme kanserine yonelik gesitli tedavi segenekleri bulunmaktadir.
Yaygin olarak cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemler
uygulanmaktadir. Kanserli hiicrelerde hormon reseptoriiniin pozitif olmas1 durumunda
endokrin tedavi ilk segcenek olmaktadir (Rugo ve ark., 2016). Endokrin tedaviye yanit
vermeyen ve/veya Uclu negatif kanser tirlerinde ise ¢esitli kemoterapotik ajanlar
kullanilmaktadir (Kumar ve Aggarwal, 2016). Tedavide en sik rastlanilan problemler;
saglikli  dokularin hasar gormesi nedeniyle norotoksisite, nefrotoksisite,
hepatotoksisite gibi ciddi yan etkilerin olusmasi, kemoterapétiklere karsi direng
gelisimi ve tedavi sonrasinda hastaligin niiks etmesidir (Henry ve ark., 2020; Kumar
ve Aggarwal, 2016). Bu nedenle mevcut tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ve yeni

tedavi yaklagimlarinin aragtirilmasi 6nem arz etmektedir.

1.1.2. Meme Kanserinde Kullanilan Kemoterapatikler

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar genel olarak; antimetabolitler, alkilleyici
ajanlar, mikrotliblil inhibitorleri, monoklonal antikorlar ve digerleri seklinde
siiflandirilmaktadir. Klinikte genellikle farkli ila¢ siniflarindan segilen birden fazla
ajanin kombinasyon halinde uygulanmasi tercih edilmektedir. Boylece daha etkin bir
tedavi elde etmek ve hastaligin tekrarini engellemek hedeflenmektedir (Henry ve ark.,
2020).



Meme kanseri teshisi alan hastalarin profiline ve tiimorlii dokunun durumuna
gore uygun ila¢ seciminde molekiiler ve histolojik 6zellikler dikkate alinmaktadir.
Diisiik riskli hastalarda mikrotiibiil inhibitorleri olan taksanlar (dosetaksel, paklitaksel)
ile alkilleyici ajanlardan siklofosfamid kombinasyonu tercih edilmektedir (Wardley,
2007). Kemoterapiye yanit veren HR-negatif hastalarda antrasiklin (doksorubisin) ve
taksan kombinasyonu daha etkin olmaktadir, ancak bu uygulamada daha fazla toksisite
gorilmektedir (Martin ve ark., 2005). Uclii negatif kanserlerde ise endokrin tedavi
veya anti-HER2 ajanlar etki etmemektedir. Hastaligin tekrar etme riski yiiksek
oldugundan daha etkin sonu¢ elde edebilmek icin farkli kombinasyonlar
uygulanmaktadir. Ozellikle alkilleyici ajanlardan platin tlrevleri (sisplatin,
karboplatin) bu noktada o©ne ¢ikmaktadir. Ornegin taksan ve siklofosfamid
kombinasyonuna platin tiirevleri ilave edildiginde tedaviye %13 oraninda katki
sagladigr gozlenmistir (Sikov ve ark., 2015). Bu tez galismasi kapsaminda, yaygin

olarak kullanilan kemoterapétiklerden sisplatin, dosetaksel ve etopozid ele alinmastir.

Sisplatin (Cis), platin tiirevi kemoterapoétiklerden ilk sentezlenen bilesiktir.
1960l yillardan bu yana sitotoksik etkisi bilinmekte ve bas-boyun kanserleri, akciger,
meme kanseri, lenfoma gibi ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ghosh, 2019). Temel etki mekanizmasi, DNA {izerindeki piirin
bazlarina baglanmasi ve DNA hasarina yol acgarak hiicreyi apoptotik Oliime
gotirmesidir (Dasari ve Bernard Tchounwou, 2014). Ancak sisplatinin nefrotoksisite,
hepatotoksisite, gastrointestinal sistem bozukluklari, allerjik reaksiyonlar gibi
istenmeyen birtakim yan etkileri bulunmaktadir. Bunun yani sira, sisplatine karsi
siklikla diren¢ olusumu gozlenmektedir. Bu nedenle kanser tedavisinde genellikle
sisplatinin bir baska antikanser ajanla kombinasyonu tercih edilmektedir (Ghosh,

2019).

Etopozid (Eto) bitki kokenli bir bilesik olup cesitli kanser tiirlerine karsi
antitimor etki gostermektedir (Meresse ve ark., 2004). Kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, akut myeloid 16semi ve meme kanserlerine karst klinikte kullanimi
bulunmaktadir (Meresse ve ark., 2004). Etopozidin etki mekanizmasi1 temel olarak

DNA replikasyonunda gorevli olan topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek hicre



dongiisiinii bozmasi ve hiicreyi apoptoza gotiirmesidir (Baldwin ve Osheroff, 2005).
Ayrica, etopozidin ¢esitli dokularda ROS miktarini arttirdig1 ve oksidatif strese yol
actig1 da bilinmektedir (Shin ve ark., 2016). Kanser tedavisinde etopozidin etkili
oldugu bilinmekle beraber, kanser hiicreleri genellikle topoizomeraz Il enziminin
duyarliligini azaltarak ve/veya apoptotik yolaklari devre dis1 birakarak etopozide kars1
diren¢ kazanabilmektedir. Bu durum tedavinin basarisiz olmasma neden olmaktadir
(Alpsoy ve ark., 2014). Bununla birlikte, etopozidin birtakim yan etkileri de
bulunmaktadir. Nefrotoksisite, kardiyotoksisite ve norotoksisite rapor edilen bazi yan

etkilerdendir (Nemade ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2021).

Dosetaksel (Doc), mikrotibil inhibitorleri sinifinda yer alan taksan turevi
bilesiklerdendir. Antikanser etkisini, B-tubuline baglanip hiicre dongiisiinii G2 fazinda
durdurarak gostermektedir (Nishiyama ve Wada, 2009). Ayrica anti-apoptotik etkili
Bcl-2 genini inhibe etmekte ve p27 gen ekspresyonunu stimiile etmektedir (Cao ve
ark., 2008; Nishiyama ve Wada, 2009). Ozellikle 1990'h yillardan itibaren meme
kanseri tedavisinde tercih edilen kemoterapétiklerin arasinda yer almaktadir
(Bachegowda ve ark., 2014). Kombinasyon tedavilerine ilave edilmesiyle birlikte
metastatik meme kanserinde dahi etkin sonuglar alinabilmektedir (Karki ve ark., 2014;
Radaideh ve Sledge, 2008). Dosetakselin en sik rastlanilan yan etkileri arasinda anemi,
notropeni, trombositopeni, dispne, konstipasyon, alopesi ve enfeksiyonlar yer
almaktadir. Ozellikle kemik iligi supresyonu dosetakselin en énemli doz-sinirlayici
yan etkisidir (Nishiyama ve Wada, 2009). Bununla birlikte dosetaksele karsi direng
gelisimi de siklikla gozlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada dosetaksele direncli meme
kanseri hiicrelerinde antioksidan enzimlere ait gen ekspresyonlarmin arttigi

belirtilmistir (Pennington ve ark., 2005).

Meme kanserinde etkin bir tedavi yaklasimi gelistirebilmek i¢in ¢esitli hiicresel
mekanizmalarin ve kanser olusumundaki rollerinin incelenmesi gerekmektedir. Bu
mekanizmalardan hiicresel antioksidan sistem hem kanser olusumunu 6nleyici hem de

kanser olusumuna katki saglayici 6zellikleri olmas1 bakimindan 6nem arz etmektedir.



1.2. Hicresel Antioksidan Sistem

Hiicrede cesitli metabolik olaylar sonucunda serbest radikal olarak tanimlanan,
ortaklanmamis elektron tasiyan molekiiller olusmaktadir. Mitokondride elektron
transport sistemi, Krebs déngiisi, oksidaz enzim aktiviteleri (NADPH oksidaz, ksantin
oksidaz gibi) ve immun sistem hiicreleri tarafindan salinan serbest radikallerden en
yaygin goriilenleri arasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) yer almaktadir (Ortega ve
ark., 2011). Superoksit anyonu (O2™), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit
(H20.) gibi molekiller ROS olarak ifade edilmektedir (Gorlach ve ark., 2015). Bu
molekiiller karbonhidrat, lipid, protein ve nikleik asit gibi organik hiicresel yapilar1
hasara ugratarak Gliime yol acabildigi gibi, gen ekspresyon diizeylerini etkileyerek
hiicre biiylime ve ¢ogalmasini da tetikleyebilmektedir. Bu durumu 6nlemek amaciyla
hiicrede antioksidan sistem olarak adlandirilan bir savunma mekanizmasi yer
almaktadir. Antioksidan sistem elemanlar1 serbest radikalleri yakalayarak bu
molekdllerin inaktif duruma gelmelerini saglamaktadirlar (Ortega ve ark., 2011) (Sekil
1.1).

Hucrede ROS dizeylerinin antioksidan savunma kapasitesini agmasi1 durumu
oksidatif stres olarak ifade edilmektedir (Pennington ve ark., 2005). Oksidatif strese
kars1 korunmak icin hiicrede stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediktaz (GR), glutatyon transferaz, C
ve E vitaminleri gibi antioksidan elemanlar yer almaktadir. SUperoksit anyonunun
yarillanma Oomrii olduk¢a kisadir ve sitoplazmadaki SOD enzimi tarafindan hizlica
H202'ye doniistiiriillmektedir. Yarilanma 6mrii stiperoksit anyonuna kiyasla daha uzun
olan H»O; ferrdz demir ile fenton reaksiyonuna girerek oldukga reaktif ve toksik olan
hidroksil radikali (OH") olusturmaktadir (Davies, 2016; Hauck ve Bernlohr, 2016).
Hidroksil radikali hiicresel yapilara geri doniisiimsiiz zarar verdiginden bu molekilin
antioksidan savunma sistemi tarafindan inaktif hale getirilmesi gerekmektedir. H2O-
hiicrede bulunan katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile notralize edilerek su ve
oksijene doniismekte ve boylece, hiicresel yapilar korunmaktadir (Sekil 1.1) (Kennedy
ve ark., 2020). Ayrica, oksidasyona ugrayan lipid yapili molekiiller de glutatyon

peroksidaz tarafindan inaktif hale getirilerek lipid alkollerine doniistiiriilmektedir



(Hauck ve Bernlohr, 2016). Tiiketilen glutatyon peroksidazin rejenerasyonu glutatyon
tarafindan saglanirken, glutatyonun rejenerasyonu da glutatyon rediiktaz tarafindan
saglanmaktadir (Sekil 1.1). Glutatyon rediktazin koenzim olarak ihtiya¢ duydugu
NADPH ise pentoz fosfat yolagi ve ¢esitli enzimatik olaylar sonucunda tiretilmektedir

(Kennedy ve ark., 2020).

1.2.1.0ksidatif Stres ve Kanser Iliskisi

Antioksidan savunmada gorevli elemanlarin inaktivasyonu veya gen
ekspresyonlarinin baskilanmasi, hiicrede oksidatif stres artisina yol agarak otoimmiin
hastaliklar, ndrodejenerasyon, kronik inflammasyon ve kanser gibi ¢esitli patolojilere
sebep olmaktadir (Federico ve ark., 2007; Ortega ve ark., 2011). Elimine edilemeyen
ROS molekiilleri DNA zincirinde kiriklara ve nokta mutasyonlarina yol agabildigi
gibi, DNA metiltransferaz enzim ekspresyonunu da arttirarak hipermetilasyona sebep

olabilmektedirler (Reuter ve ark., 2010).
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Sekil 1.1. Hiicresel antioksidan sistem.

Kanser gelisiminde oksidatif stresin ¢ift yonlii roliiniin oldugu bildirilmektedir
(Ortega ve ark., 2011). Genellikle kanser hiicreleri saglikli hiicrelere oranla daha
yiksek duzeyde ROS uretmektedir. Bu sayede hiicre biiylime ve ¢ogalmasi ile

metastaz tetiklenmektedir. ROS miktar1 timdrde goriilen hipoksik kosullar nedeniyle



artabildigi gibi, onkogenler tarafindan da arttirilabilmektedir (Kennedy ve ark., 2020).
Ornegin, mutant onkogenlerden Ras, Bcr-Abl ve c-Myc genlerinin kanser hiicrelerinde
ROS diizeylerini arttirdigi belirtilmektedir (Kumari ve ark., 2018). Sharma ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, mitokondride yer alan elektron transport
zincirinde gorevli kompleks 1’in mutasyona ugramasiyla ROS dizeylerinin arttigi,
buna bagh olarak apoptoza karsi direnc¢ gelistigi ve hiicre ¢ogalmasinda gorevli

PI3K/Akt sinyal yolagmin indiiklendigi tespit edilmistir (Sharma ve ark., 2011).

Oksidatif stresin belirli diizeylerde kanser olusumunu destekliyor olmasina
karsin, asir1 yiiksek diizeylere ulagmasi hiicre 6liimiinii indiikleyebilmektedir. Artan
ROS molekilleri mitokondri membran gegirgenligini arttirmakta ve sitokrom C gibi
molekiillerin sitoplazmaya dagilmasmna Yyol acarak apoptotik hicre 6limuina
tetiklemektedir (Gogvadze ve ark., 2006). Literatiirde GSH eksikligi veya oksidatif
stres artisginin kanser hiicrelerini kemoterapiye karsi daha hassas hale getirdigi
bildirilmektedir (Estrela ve ark., 2006). Benzer sekilde GPX4 inhibisyonunun
glioblastoma, pankreas, kolorektal, ve meme kanseri gibi kanser tirlerinde hiicre
Oliimiinii indiikledigi rapor edilmistir (Bao ve ark., 2022; Gao ve ark., 2020; Yu ve
ark., 2019; Zhang ve ark., 2022). Bu veriler 1s1ginda hiicresel antioksidan sistemin
baskilanmasi veya oksidatif stres artisi, apoptoz disindaki hiicre 6liim mekanizmalarini
da tetiklemesi sebebiyle kanser tedavisinde iimit vadeden bir yaklasim olarak ele
alinmaktadir. Bu mekanizmalardan yakin zamanda tanimlanmis olan ferroptotik hiicre

oliimii, oksidatif strese bagimli olmas1 nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir.

1.3. Ferroptoz

1.3.1.Ferroptozun Tanimi

Klinikte kullanilan kemoterapotikler genellikle apoptotik mekanizmalari
aktive ederek kanserli hiicrelerin 6lmesini saglamak iizere tasarlanmistir. Ancak
hiicreler siklikla apoptotik hiicre oliimiine karsi direng gelistirmekte ve tedavinin

yetersiz olmasina sebep olmaktadir (Mohammad ve ark., 2015). Bu nedenle son



yillarda yapilan aragtirmalar apoptoz digindaki hiicre 6liimlerini ele alarak alternatif
mekanizmalarin indiiklenmesi yoluyla ila¢ direncini kirmayr hedeflemektedir. Bu
baglamda, yakin zamanda tanimlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasi olan ferroptoz 6n

plana ¢ikmaktadir.

Ferroptoz, demir bagimli lipid peroksidasyonu ve artmis oksidatif stres ile
karakterize, kontrollii bir hiicre 6lim mekanizmasidir. Bilinen diger hiicre 6liim
mekanizmalar1 olan apoptoz, otofaji ve Kklasik nekrozdan biyokimyasal ve genetik
olarak farkli oldugu bilinmektedir (Dixon ve ark., 2012). ilk olarak 2012 yilinda,
Dixon ve arkadaglar1 tarafindan erastin bilesiginin fibrosarkoma hiicrelerindeki
etkisinin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir. Yapilan bu ¢alismada, erastinin hiicre
ici glutatyon sentezinde anahtar rol oynayan bir transport sistemini, sistin/glutamat
(xCT) antiportunu, inhibe ettigi gozlenmistir (Dixon ve ark., 2012; Yagoda ve ark.,
2007). Daha sonra yapilan detayli arastirmalar ile erastinin ve bircok antikanser
bilesigin farkli tip hiicrelerde ferroptotik hiicre 6limunu tetikledigi tespit edilmistir
(Eling ve ark., 2015; Li ve ark., 2019).

1.3.2.Ferroptoz Mekanizmasi ve Kanser ile iliskisi

Hiicre iginde ¢esitli biyokimyasal olaylar sonucunda olusan reaktif oksijen
tirleri elimine edilmedigi takdirde 6nemli hiicresel yapilar1 oksidasyona ugratarak
fonksiyon bozukluklarina ve/veya 6liime neden olmaktadir (Dixon ve Stockwell,
2014; Gorlach ve ark., 2015). Bunun engellenmesi icin ROS tirevleri hiicrede bulunan
antioksidan etkili glutatyon tarafindan non-toksik formlara donistiirilmektedir.
Bdylece membran lipidleri ve diger molekiillerin oksidasyona ugramasi
engellenmektedir. Bu nedenle glutatyon varligi hiicre yasaminin devami igin bilyiik
onem tasimaktadir (Ortega ve ark., 2011). Hicreler glutatyonu sentezleyebilmek icin
baz1 aminoasitlerin varligina ihtiya¢ duymaktadirlar. Bunlardan biri olan sistin
aminoasiti, hiicre i¢inde yeterli diizeyde bulunmadigindan, hiicre disindan da sistin
alinmas1 gerekmektedir. Bu transportu, XCT sistemi saglamaktadir. XCT sistemi iki
transmembran proteinden olusmaktadir: SLC7A11 ve SLC3A2 (Sato ve ark., 1999).

Yapilan deneylerle elde edilen veriler ferroptoz indlkleyicisi erastinin SLC7A11'i



direkt olarak inhibe ettigini ve bunun sonucunda glutatyon iiretiminin azalmasina bagh
olarak hiicrenin ferroptoza gittigini gostermektedir (Dixon ve ark., 2014). Glutatyon
eksikliginde artis gosteren ROS molekdlleri, lipid yapili bilesikleri oksidasyona
ugratarak lipid peroksitlerini olusturmaktadir. Biriken lipid peroksitleri, ileride daha
detayl anlatilacag iizere ortamda varsa demir (Fe*?) ile fenton reaksiyonuna girerek
daha tehlikeli serbest radikal tiirevleri olusturmakta ve bdylece hiicrenin ferroptotik
oliime gitmesine neden olmaktadir (Feng ve Stockwell, 2018; Gaschler ve ark., 2018)
(Sekil 1.2). Ayrica timor baskilayici gen olan p53’iin de SLC7A11 ekspresyonunu
baskilayarak ferroptozu indiikledigi yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Jiang ve ark.,
2015).

Kanser hiicreleri saglikli hiicrelere oranla oldukca fazla miktarda demir
tilketmektedir. Bu yliksek miktar demiri saglayabilmek i¢in tlimor hiicreleri, hiicre
icine demir taginmasini saglayan transferrin reseptér (TfR) diizeylerini arttirirken,
hiicre disina demir taginmasini saglayan ferroportinl (FPN1) reseptor ekspresyonunu
ise azaltmaktadirlar (18) (Torti ve Torti, 2013). Transferrin ile hiicre igine tasinan
demir nontoksik olan ferrik demir (Fe*®) formundadir. Hiicrede bulunan STEAP3
enzimi tarafindan ferr6z demire (Fe*?) doniistiiriildiikten sonra DMT1 araciligi ile labil
demir havuzuna gonderilmekte ve hiicresel olaylarda ihtiya¢ duyulana kadar burada
bekletilmektedir (Sekil 1.2). Thtiya¢ fazlasi olan demir ise tekrar okside olarak Fe*®
formunda ferritinde depo edilmekte veya ferroportinl (FPN1)’den hiicre disina
atilmaktadir (Battaglia ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2012). Kanser hucrelerinde demir
diizeylerinin artis gostermesinden hareketle organizmanin, bu yiiksek orandaki demiri
kullanarak bir ¢esit adaptif hiicre oliimii gelistirdigi ve bdylece ferroptozu kansere
kars1 bir savunma mekanizmasi olarak kullandigi diistiniilmektedir (Dixon, 2017).
Ferroptoz regiilasyonunda rol oynadigi gosterilen bir diger protein ise hiicre i¢i demir
diizeylerine yanit olarak aktif veya inaktif olan IREB2 (lron responsive element
binding protein) molekulidir. Bu protein hiicre i¢i demir diizeyleri diisiik oldugunda
aktifleserek demir metabolizmasinda rol alan mRNA’larin translasyonunu regiile
etmekte ve sonugta demir miktarini arttirmaktadir (Muckenthaler ve ark., 2008) (Sekil

1.2). Dixon ve arkadaslarmin yaptigi calismada IREB2 proteininin erastin ile



indiiklenen ferroptozda tetikleyici bir rol aldigi belirtilmistir. IREB2 geni

baskilandiginda ise ferroptozun engellendigi gosterilmistir (Dixon ve ark., 2012).
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Sekil 1.2. Ferroptoz mekanizmasi.

Literatiirde yer alan bir¢ok c¢aligsma ile hiicrede gerceklesen Sliimiin spesifik
olarak ferroptoz kaynakli oldugunu gdsteren bazi 6zellikler tanimlanmistir. Bu
ozellikler; mitokondri biiziigmesi, mitokondri dis membraninin yogunlagmasi, hiicre
icinde ROS, lipid peroksitleri ve demir diizeylerinin artis1, rediikte glutatyonu okside
eden enzimlerden ozellikle glutatyon peroksidaz-4 eksikligi, XCT sisteminin
inhibisyonu ve IREB2, ACSF2 gibi baz1 genlerin transkripyon diizeylerindeki belirli
degisikliklerdir (Dixon ve ark., 2012). Ferroptoz sirasinda apoptozda olusan kromatin
yogunlagmasi, PARP kisalmasi, kaspaz aktivasyonu gibi olaylar gdzlenmemektedir
(Dolma ve ark., 2003; Yang ve Stockwell, 2008). Ayrica mitokondriyal ROS olusumu
ya da kalsiyum varlig1 da ferroptoz i¢in sart degildir (Dixon ve ark., 2012). Bu tir

hiicre 6limu, demir selatorleri (deferoksamin) ve E vitamini gibi antioksidanlarla ya
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da sentetik bir inhibit0r olan ferrostatin-1 (Fer-1) ile inhibe edilebildigi gibi Nrf2 gibi
hiicresel transkripsiyon faktorleri ile de inhibe edilebilmektedir (Cao ve Dixon, 2016;
Fan ve ark., 2017).

XCT sistem inhibisyonu veya GPX4 inaktivasyonu ile tetiklenen ferroptotik
hiicre 6limunde lipid peroksidasyonunda artis gériilmektedir. Hiicre membraninin da
yapisini olusturan ¢oklu doymamis yag asitleri igeren lipid yapilt molekiiller (PUFA)
hem enzimatik hem de non-enzimatik oksidasyona oldukga ag¢iktir (Feng ve Stockwell,
2018). Ferroptozda goriilen lipid peroksidasyonu demir bagimli olup, non-enzimatik
olarak su sekilde gerceklesmektedir: Hiicrede bulunan ferr6z demir ile doymamas lipid
yapili molekiiller fenton reaksiyonuna girerek lipid radikallerini olusturmaktadirlar.
Lipid radikalleri, diger doymamus lipid molekiillerinden birer hidrojen kopararak yeni
lipid radikallerinin olugsmasina yol agmaktadirlar. Biriken bu molekiiller oksijenasyona
ugrayarak once lipid peroksi-radikallerine, daha sonra ise bir baska doymamais lipid
molekdlinden tekrar  hidrojen  koparmak suretiyle lipid peroksitlerine
dontigmektedirler (Gaschler ve Stockwell, 2017) (Sekil 1.3). Bu nedenle ferroptotik
Olimde plazma membran permeabilitesinin geri doniislimsiiz olarak bozuldugu

diistiniilmektedir (Skouta ve ark., 2014).

Lipidlerin  enzimatik oksidasyonunda ise siklooksijenazlar (COX),
lipooksijenazlar (LOX) ve sitokrom p450 enzimleri gorev almaktadir. Bunlardan
ferroptoz igin en énemli olan1 demir igeren LOX enzimleridir. Ozellikle ALOX15
enziminin ferroptotik hticre 6limunde membran lipidlerinin oksidasyonundan sorumlu
oldugu bildirilmektedir (Feng ve Stockwell, 2018).
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Sekil 1.3. Ferroptozda goriilen demir bagimli lipid peroksidasyonunun gosterimi.

Lipid peroksidasyonu sonucunda bir grup aldehit yapili oksidasyon iirlinii
olusmaktadir. Malondialdehit (MDA), 4-hidroksihekzenal (4-HHE) ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) bu iiriinlerden en yaygin olanlaridir. MDA oldukga
mutajenik bir rindur ve dzellikle arasidonik asit ile daha biiyiik PUFA molekiillerinin
peroksidasyonu sonucu olusmaktadir (Hauck ve Bernlohr, 2016). Hicrede yuksek
miktarda MDA birikimi diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi patolojik
olaylarla iligkilendirilmektedir (Garcia ve ark., 2013). MDA molekdlleri,
tiyobarbitiirik asit ile kirmizi renkli bilesik olusturdugundan ferroptozu inceleyen
arastirmalarda lipid peroksidasyon biyobelirteci olarak kullanilmaktadir (Ayala ve
ark., 2014).
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1.3.3.Ferroptoz ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Ferroptozun tanimlanmasindan sonra ¢ok sayida arastirmaci bu mekanizmanin
cesitli hastaliklarla olan iligkisini incelemeye baglamis ve 6zelikle kanserde ferroptotik
yolaklarin indiiklenmesinin yeni bir tedavi yaklasgim1 olabilecegini savunmustur. Bu
baglamda, c¢esitli antikanser bilesiklerin ferroptotik etkisinin olup olmadigi
incelenmistir. Ornegin bir multi-kinaz inhibitdrii olan sorafenibin akciger, bobrek ve
diger bazi kanser tiirlerinde XCT sistemini inhibe ederek glutatyon eksikligine ve bunu
takiben ferroptoza yol agtig1 yapilan deneylerle gosterilmistir (Lachaier ve ark., 2014;
Louandre ve ark., 2013). Bir baska calismada ise ¢esitli meme kanseri hiicrelerinde
(MDA-MB-231, MCF-7, ZR-75, SKBr3) lizozom stabilitesini bozan siramesin ile bir
tirozin kinaz inhibitorii olan lapatinibin ferroptotik etkileri arastirilmistir. Yapilan
deneylerde kaspaz inhibitoriiniin, siramesinin sitotoksik etkisini azaltmadigi, buna
karsin ferroptoz inhibitorii olan ferrostatin-1 uygulandiginda her iki maddenin de
sitotoksik etkisinin inhibe oldugu saptanmistir. Ferroptotik yolaklarin incelendigi
cesitli deneylerle lapatinib ve siramesin kombinasyonlarinin meme kanseri
hiicrelerinde sinerjik olarak ferroptozu indikleyerek daha gucli antikanser etki
gosterdigi tespit edilmistir (Ma ve ark., 2016). Bunun yaninda, kemoterapiye direncli
bas ve boyun kanseri hiicrelerinde XCT sistemini inhibe ederek ferroptotik etki
gosteren sulfasalazinin etkisi arastirilmigtir. In vitro ve in vivo deneylerden elde edilen
verilere gore, XCT sisteminin inhibisyonu ve ferroptotik yolaklarin aktivasyonu ile bu
hiicrelerde sisplatine olan direncin kirildigi, dolayisiyla kemoterapiye direncgli kanser
hiicrelerinde ferroptotik yolaklarin indiiklenmesinin iimit vadeden bir tedavi yaklagimi

olabilecegi belirtilmistir (Roh ve ark., 2016).

Bu tez ¢aligmasinda yukarida bahsedilen ve literatiirde bulunan diger verilere
paralel olarak, klinikte yaygin kullanilan antikanser ajanlardan sisplatin, dosetaksel ve
etopozid’in erastin ile birlikte 6strojen reseptort pozitif (MCF-7) ve Ugli negatif
(MDA-MB-231) meme kanseri hicreleri Uzerindeki ferroptotik etkilerinin
arastirilmasi amaglanmustir. Yapilan ¢alismadan elde edilen verilerin literatire 6nemli
katkida bulunmasi1 ve kanserde etkin bir tedavi yaklagimi olusturmasi

hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahsmada Kullanilan Materyaller

Tez c¢alismasinda kullanilan MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre
hatlart ATCC (ABD) firmasindan temin edilmistir. MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromid) ajani ile Ellman’s (5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)
ajan1 Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), tripsin-EDTA, fotal sigir serumu (FBS) ve penisilin-
streptomisin  Capricorn Scientific (Almanya) firmasindan alinmistir. Erastin,
ferrostatin-1 ve sisplatin Adoog Bioscience (ABD) firmasindan, etopozid ve
dosetaksel Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Oksidatif stres
tayininde kullanilan Muse Oxidative Stress Assay Kit ve mitokondriyal membran
potansiyelinin dl¢iimiinde kullanilan Muse Mitopotential Assay Kit Luminex (ABD)
firmasindan temin edilmistir. Glutatyon peroksidaz (GPX) deney Kiti ve
Malondialdehit (MDA) deney kitleri BT-Lab (Cin) firmasindan alinmustir.
Elektroforez deneyinde kullanilan tiim materyaller Bio-Rad (Almanya) firmasindan,
primer antikorlar FineTest (Cin) firmasindan, sekonder antikorlar ise Cell Signaling

(Almanya) firmasindan alinmistir.

2.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Hiicrelerin inkiibe edildigi etiiv Thermo Scientific (ABD) firmasindan temin
edilmistir. Hiicrelerin sayiminda kullanilan cihaz Bio-Rad (Almanya) firmasindan
almmigstir. Hiicre canlililk deneyleri ile kolorimetrik deneylerde kullanilan
spektrofotometrik  oOl¢limlerin  yapildigt Multiskan GO Microplate cihazi
ThermoFischer Scientific (ABD) firmasindan alinmistir. Oksidatif stres ve
mitokondriyal membran potansiyelinin dl¢limiinde kullanilan Muse Cell Analyzer
cihazi Millipore (ABD) firmasindan temin edilmistir. Western blot deneyinde

kullanilan cihazlar ise Bio-Rad (Almanya) firmasindan alinmistir.
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2.3. Test Orneklerinin Hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan hiicreler 75 cm?’lik flasklarda %10 FBS (fotal
sigir serumu), %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) ve %21 L-glutamin iceren
DMEM besiyeri ortaminda 37°C ve %5 CO:‘li etiivde inkilibe edildi. Flask yiizeyini
%90-95 oraninda kaplamis hiicreler pasajlanarak subkiiltiir yapildi. Bunun igin
hicreler yeterli yogunluga ulastiktan sonra etlivden ¢ikarilarak steril hiicre kiiltiir
kabinine alindi. Her bir flaska 4 ml tripsin eklenerek hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi
saglandi. Falkonlara alinan hiicre siispansiyonlar1 3000 rpm hizda, 5 dakika santrifij
edilerek cokturaldd. Tripsin uzaklastirildiktan sonra yeterli miktar besiyeri ile
homojenize edilen hicreler tripan mavisi kullanilarak hiicre sayim cihazinda sayildi
ve gerekli miktarda DMEM besiyeri ile homojenize edilerek hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Bu suspansiyondan plaklara ekim yapildiktan sonra etiivde 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda etiivden alinan plaklar steril

hlcre kltdr kabinine alinip her bir kuyucuga belirlenen dozlarda maddeler uygulandi.

Calismada uygulanan maddelerden etopozid, sisplatin, erastin ve ferrostatin-1
%100 dimetil sulfoksit (DMSOQO) icinde ¢6zindl. Dosetaksel ise %70 etanol iginde

¢ozlndd. Tim maddeler ¢coziindlkten sonra DMEM besiyeri ile dilte edildi.

2.4. Sitotoksisite Tayini

Tez calismasinda uygulanan maddelerin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri
MTT deneyi ile incelenmistir. Bu amagla, 96’lik plaklara 5 x 10* cell/ml (180 pl
voliimde) ekim yapildi. 24 saat sonra maddeler 4’er tekrarli olmak {izere hiicrelere
uygulandi. 24 ve 48 saat sonra plaklar aspire edilerek 20 pl volimde 5 mg/ml MTT
ajan1 ve 180 pl besiyeri uygulandi. 2 saat sonra plaklar tekrar aspire edilerek 100 pl
DMSO ile formazan kristallerinin ¢6ziinmesi sagland1 ve 540 nm’de spektrofotometrik

Ol¢tim alindi.
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2.5. Oksidatif Stres Tayini

Kiiltir edilen hiicreler, 1 x 108 hiicre/ml konsantrasyonda 12 kuyucuklu
plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra maddeler belirlenen dozlarda hiicrelere
uygulandi. 24 saat sonra hiicreler tripsin yardimiyla plak yiizeyinden kaldirilarak 3000
rpm hizda 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen hiicre pelletleri 1 ml 1x assay
buffer igerisinde stispande edildi. Bu sirada oksidatif stres ajani 1x assay buffer ile
diltie edilerek her bir érnek icin 190 pl voliimde eppendorflara dagitildi. Uzerine hiicre
stispansiyonlarindan 10’ar ul ilave edildi ve 37 °C 30 dakika boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra Muse Cell Analyzer cihazi kullanilarak tiim

orneklerden Sl¢iim alindi.

2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Ol¢limii

Kiiltir edilen hiicreler, 2 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda 12 kuyucuklu
plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra maddeler belirlenen dozlarda hiicrelere
uygulandi. 24 saat sonra hiicreler tripsin yardimiyla plak yiizeyinden kaldirilarak 3000
rpm hizda 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen hiicre pelletleri 600 ul DMEM
besiyeri ortaminda siispande edildi. iglerinden 100’er ul yeni eppendorflara aktarildi.
Bu sirada mitopotential boya 1x assay buffer igerisinde diliie edildi. Hucre
slispansiyonlari tizerine 95 pul voliimde ilave edildikten sonra tiim 6rnekler 20 dakika
boyunca 37 °C sicaklikta ve karanlikta inkiibasyona birakildi. Siire sonunda her bir
ornek Uzerine 5 pl 7-aminoaktinomisin D (7-AAD) ilave edildi ve 5 dakika
inkilbasyona birakildi. Daha sonra Muse Cell Analyzer cihazi kullanilarak tim

orneklerden 6l¢iim alindi.

2.7. Lipid Peroksidasyonu Tayini
Lipid peroksidasyonu sonucu hiicrelerde malondialdehit (MDA) olugmaktadir.

Olusan bu iiriiniin kantitatif tayini tiyobarbitirik asit (TBA) metoduna dayanan MDA
Assay Kit (BT-Lab, China) kullanilarak yapilmistir. Bu amagla, kiiltur edilen hiicreler
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oncelikle 2,5 x 108 hticre/ml konsantrasyonda 6 kuyucuklu plaklara ekildi. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra maddeler belirlenen dozlarda hiicrelere uygulandi. 24 saat sonra
hiicreler tripsin yardimiyla plak yiizeyinden kaldirilarak 3000 rpm hizda 5 dakika siire
ile santrifiij edildi. Hiicre pelletleri bir defa 1x PBS buffer ile yikandiktan sonra tekrar
santriftij edildi. Pelletler hicre lizis ¢0Ozeltisi icerisinde 30 dakika boyunca buzda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 14000 x g hizda +4° C’de 10 dakika boyunca
santriflij edildi ve supernatantlar ayr1 eppendorflara aktarildi. Elde edilen lizatlardan
120 pl cam deney tiiplerine aktarildi. Uzerlerine esit voliimde olacak sekilde kit
icerisinde bulunan reagent-1 ilave edildi. Bunun yaninda bir tiipe standart ¢dzelti, bir
tiipe de absolii etanol esit miktarlarda eklendi. lyice karistirildiktan sonra tiiplerin her
birine, kit icerisinde yer alan reagent-2 ve reagent-3 karigimi 1200 pl voliimde ilave
edildi. Daha sonra tiiplerin agz1 film ile kapatilarak 95 ° C sabit sicakliktaki su
banyosunda 70 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda her bir tiip igerisinden 100

ul 96’lik plaklara aktarildi ve 532 nm dalgaboyunda spektrofotometrik 6l¢iim alinda.

2.8. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Tayini

Kiiltir edilen hicreler, 2,5 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda 6 kuyucuklu
plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra maddeler belirlenen dozlarda hiicrelere
uygulandi. 24 saat sonra hiicreler tripsin yardimiyla plak ytlizeyinden kaldirilarak 3000
rpm hizda 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Hiicre pelletleri bir defa 1x PBS buffer ile
yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi. Pelletler hiicre lizis ¢ozeltisi igerisinde 30
dakika boyunca buzda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 14000 x g hizda +4°C’de 10
dakika boyunca santrifiij edildi ve supernatantlar ayr1 eppendorflara aktarildi. Elde
edilen lizatlardan deneyde kullanilmak tizere %10’luk diliisyonlar hazirlandi. Her bir
numune icin bir adet non-enzimatik bir adet de enzimatik reaksiyon tiipli hazirlandu.
Kit igerisinde yer alan bilgiler dogrultusunda her iki tiipe oncelikle 1 mmol/L GSH
standart ¢Ozeltisinden 100 pl eklendi. Daha sonra enzimatik reaksiyon tuptne
lizatlardan 100 pl ilave edildi. 5 dk 37°C su banyosunda inkiibasyona birakildiktan
sonra her iki tlpe reagent-1 ¢ozeltisinden 100 pl ilave edildi. Tekrar 5 dk 37°C su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda her iki tiipe reagent-2 ¢6zeltisinden

100 pl ve non-enzimatik tiiplere lizatlardan 100 pl ilave edildikten sonra kromojenik
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reaksiyon asamasina gecildi. Bu reaksiyon igin bir adet standart, bir adet kor ve her
numune icin birer non-enzimatik ve enzimatik reaksiyon tiipleri hazirlandi. I¢lerine
belirtilen miktarlarda reagent-3, reagent-4 ve reagent-5 karisimi ilave edildikten sonra
bir 6nceki agsamada elde edilen karisimlardan 100 pl eklendi. Standardin yer aldigi tiipe
ise 20 pumol/L GSH ¢ozeltisinden konuldu. Yeterince karistirildiktan sonra 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Olusan sar1 renk 412 nm dalgaboyunda
spektrofotometre ile dlguldu.

2.9. Glutatyon Duzeyleri Tayini

Hiicre i¢i glutatyon diizeyleri kolorimetrik bir yontemle tayin edilmistir (Tang
ve ark., 2019). Bu amagla, kiltir edilen hiicreler, 2,5 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda
6 kuyucuklu plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra maddeler belirlenen
dozlarda hiicrelere uygulandi. 24 saat sonra hiicreler tripsin yardimiyla plak
yuzeyinden kaldirilarak 3000 rpm hizda 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Hiicre
pelletleri bir defa 1x PBS buffer ile yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi. Pelletler
hiicre lizis ¢ozeltisi icerisinde 30 dakika boyunca buzda inkiibasyona birakildi. Daha
sonra 14000 x g hizda +4° C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve supernatantlar
ayr1 eppendorflara aktarildi. Elde edilen lizatlardan 100 pl igerisine ayn1 voliimde 200
uM 5.5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) c¢ozeltisi ilave edildi. 30 dakikalik
inkilbasyondan sonra olusan sari rengin absorbansi 412 nm dalgaboyunda bir
mikroplak okuyucu ile 6l¢iildii. Elde edilen 6l¢timler kontrol grubu ile kiyaslanarak %

degerler elde edildi.

2.10. Western Blot Analizi

Ferroptotik proteinlerin ekspresyonu western blot yontemi ile 6l¢tilmiistiir.
Kiiltiir edilen hiicreler, 2,5 x 10° hiicre/ml konsantrasyonda 6 kuyucuklu plaklara
ekildi. 24 saatlik inklbasyondan sonra maddeler belirlenen dozlarda hicrelere
uygulandi. 24 saat sonra hiicreler tripsin yardimiyla plak yiizeyinden kaldirilarak 3000
rpm hizda 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Hiicre pelletleri bir defa 1x PBS buffer ile

18



yikandiktan sonra tekrar ayni hizda santrifiij edildi. Pelletler hiicre lizis ¢ozeltisi (Cell
Signaling, ABD) icerisinde 30 dakika boyunca buzda inkiibasyona birakildi. Daha
sonra 14000 x g hizda +4° C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve supernatantlar
ayr1 eppendorflara aktarildi. Elde edilen lizatlar 25 ug protein igerecek sekilde SDS-
PAGE jel iizerine uyguland1 ve 1 saat boyunca elektroforez islemi ile yiiriitiildi. Semi-
dry transfer cihazi (BioRad, ABD) ile proteinler bir nitroselliloz membrana
aktarildiktan sonra 1x PBS ile 3 defa yikama yapildi. Yikama iglemini takiben %5
yagsiz siit tozu iceren PBS ¢ozeltisinde 1,5 saat boyunca bloklama yapildi ve daha
sonra primer antikorlar membranlar iizerine aktarildi. Gece boyu +4° C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra membranlar 3 defa PBS-Tween ile yikandi ve
membranlarin {lizerine sekonder antikorlar konuldu. 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakildiktan sonra tekrar 3 defa PBS-Tween ile yikama yapildi. Tiim

membranlar Li-cor Odyssey FC cihazi ile goriintiilendi.

2.11. istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz SPSS 20.0 programi kullamlarak yapilmustir. Ikili
kargilastirmalarda Student-t testi, ¢oklu karsilastirmalarda ise One-way ANOVA
yontemi kullanilmisgtir. Kombinasyon c¢aligsmalarinda ise Chou ve Talalay’n
gelistirdigi yontem kullanilarak tiim dozlar i¢in kombinasyon indeks (CI) degerleri
hesaplanmistir (Chou ve Talalay, 1984). Buna gore CI<1 ise sinerjik etki, CI=1 ise
additif etki, CI>1 ise antagonist etki olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyleri *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, fp<0.0001, #p<0.00001
seklinde belirtilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Hucre Canhihig1 Deney Sonuglari

3.1.1. Sisplatinin Hiicre Canlihg Uzerindeki Etkileri

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerine 1-50 uM dozlarda sisplatin
uygulanmigtir. 24 ve 48 saat sonra elde edilen hiicre canlilik degerleri Cizelge 3.1,
Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te gosterilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 50
UM disindaki dozlarda sitotoksik etki gozlenmemistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3,
Sekil 3.4). MCF-10A hiicrelerinde ise 24.saatte hi¢cbir dozda toksik etki gézlenmemis,
yalnizca 48.saatte 50 pM konsantrasyonda anlamli etki goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil
3.5, Sekil 3.6).

Cizelge 3.1. Sisplatinin MCF-7 hiicre canlihig: tizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24.saat 48.saat
Kontrol 100+ 7,91 100+ 7,21
1uM 108,22 + 1,72 107,89 + 10,33
5uM 105,35+ 1,49 99,83 + 6,00
10 uM 103,58 £ 2,74 99,40 £ 2,15
25 uM 101,51 + 2,68 95,63 + 2,08
50 uM 89,91 +1,75 69,84 + 1,89
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Hiicre canlihgl, %

140 -
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10 25 50 (uM)

Sekil 3.1. Sisplatinin MCF-7 hiicre canliligi tizerindeki etkisi (24.saat) fp<0,0001.

Sekil 3.2. Sisplatinin MCF-7 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

Hiicre canliligi, %
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Cizelge 3.2. Sisplatinin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 izerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon

Kontrol
1uM

S5 uM
10 uM
25 uM
50 uM

Ortalama + Standart Sapma

24 saat

100 £ 2,69
102,67 + 1,30
102,51 + 3,19
101,86 £ 0,93
101,86 £ 0,93
95,60 + 1,23

48.saat

100 + 3,27
105,03 + 2,65
101,40+ 2,41
95,19+ 4,96
92,32 +£9,39
86,69 + 4,36
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Sekil 3.3. Sisplatinin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (24.saat) *p<0,05.
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Sekil 3.4. Sisplatinin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.3. Sisplatinin MCF-10A hiicre canlilig1 izerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 .saat 48.saat
Kontrol 100 £4,17 100 +£6,97
1uM 110,18 + 4,18 109,43 £ 2,14
5uM 109,94 + 3,36 100,00 = 2,50
10 pM 109,13 £ 4,55 99,52 + 4,18
25 uM 105,37 + 4,48 98,67 £ 0,70
50 uM 100,40 £ 1,09 87,26 £ 1,46
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Sekil 3.5. Sisplatinin MCF-10A hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi (24.saat).

140 -

48 sa
120
e -
°\° | =
2 100 L e = #
=4 -
= 20 '
c
©
O il
o
o
= 40
I
0 -
Kontrol 1 5 10 25 50 (UM)

Sekil 3.6. Sisplatin’in MCF-10A hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

3.1.2. Dosetaksel’in Huicre Canhlig1 Uzerindeki Etkileri

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hicrelerine 0,01-1 uM dozlarda
dosetaksel uygulanmistir. 24 ve 48 saat sonra elde edilen hiicre canlilik degerleri
Cizelge 3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Buna gore, MCF-7
hiicrelerinde 24.saatte 0,5 ve 1 uM dozlarda anlamli sitotoksik etki gozlenirken, MDA -
MB-231 hiicrelerinde 0,1; 0,25; 0,5 ve 1 uM dozlarda anlamli etki gozlenmistir
(p<0,05) (Sekil 3.7, Sekil 3.9). MCF-10A hiicrelerinde ise 24.saatte yalnizca 1 uM
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dozda anlamli sitotoksik etki goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 3.11). 48.saatte ise tim

hiicre hatlarinda ve tiim dozlarda anlamli sitotoksik etki tespit edilmistir (Sekil 3.8,
Sekil 3.10, Sekil 3.12).

Cizelge 3.4. Dosetakselin MCF-7 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (%).

Sekil 3.7. Dosetaksel’in MCF-7 hiicre canliligi Uzerindeki etkisi (24.saat) #p<0,00001.

Sekil 3.8. Dosetaksel’in MCF-7 hiicre canliligi iizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.
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Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 saat 48.saat
Kontrol 100 + 5,02 100 £ 5,33
0,01 uM 98,24 £ 2,72 63,29 £ 2,47
0,1 uM 97,07 £ 2,56 61,39 + 1,77
0,25 uM 94,71 + 3,65 59,63 £ 2,04
0,5 uM 86,60 £ 1,41 57,63 £ 2,46
1pM 84,17 £ 2,87 56,13 £ 4,14
140
24 sa
120
S
= 100 I I | 1 g 5
§ 80 I
9_’ 60 4
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Cizelge 3.5. Dosetakselin MDA-MB-231 hiicre canliligi tizerindeki etkisi (%).

[
o

140 1

[
N
o

100 A

80 1

60 1

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 saat 48.saat
Kontrol 100 £ 3,91 100 + 3,62
0,01 uM 95,12 + 2,86 76,92 £ 1,55
0,1 M 76,97 £ 3,28 52,72 £ 0,50
0,25 uM 74,75+ 2,58 51,39+ 0,69
0,5uM 71,61+2,16 48,68 £ 1,47
1puM 70,94 £ 4,29 45,61 £1,52
140 -
24 sa
120
°\°_ 100 I -
D
= 30 - ? f_f # #
S I [
© 60
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S
= 40 A
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IFNEEN]

Kontrol ~ 0.01 0.25 1 (UM)
Sekil 3.9. Dosetaksel’in MDA-MB-231 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi (24.saat)
#p<0,00001.
48 sa
I
<
i

Sekil 3.10. Dosetaksel’in MDA-MB-231 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (48.saat)
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Kontrol  0.01 0.25 1 (UM)

#p<0,00001.
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Cizelge 3.6. Dosetakselin MCF-10A hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 saat 48.saat
Kontrol 100 £ 5,64 100 £ 3,20
0,01 uM 108,76 + 3,27 75,96 + 3,35
0,1 uM 98,22+ 1,70 57,06 £ 2,00
0,25 uM 96,89 £ 3,94 55,32 £ 3,29
0,5uM 96,07 £ 2,00 53,70 £ 2,28
1pM 9391+241 52,95 £ 2,26
140 -
24 sa
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ol M ow & ow
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e
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0

Kontrol ~ 0.01 0.1 0.25 0.5 1 (M)

Sekil 3.11. Dosetaksel’in MCF-10A hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (24.saat) *p<0,05.
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Sekil 3.12. Dosetaksel’in MCF-10A hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.
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3.1.3. Etopozidin Hiicre Canlihg Uzerindeki Etkileri

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hucrelerine 1-50 pM doz araliginda
etopozid uygulanmustir. 24 ve 48 saat sonra elde edilen hiicre canlilik degerleri Cizelge
3.7, Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9’da gosterilmistir. Buna gére, MCF-7 hucrelerinde
24 saatte 50 uM dozda, 48.saatte ise 10, 25 ve 50 uM dozda anlaml: sitotoksik etki
gbzlenmistir (p<0,05) (Sekil 3.13, Sekil 3.14). MDA-MB-231 hiicrelerinde 24.saatte
10, 25 ve 50 uM dozlarda, 48.saate ise 1 uM disindaki tim dozlarda anlamli etki
gbzlenmistir (p<0,05) (Sekil 3.15, Sekil 3.16). MCF-10A hicrelerinde ise 24.saatte
yalnizca 25 ve 50 uM dozlarda, 48.saatte tim dozlarda anlamli sitotoksik etki
goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 3.17, Sekil 3.18).

Cizelge 3.7. Etopozidin MCF-7 hiicre canliligi iizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 saat 48.saat
Kontrol 100 + 6,30 100 £ 7,46
1uM 103,62 + 4,01 100,23 + 8,30
5uM 107,21 + 8,52 94,92 + 4,64
10 uM 99,51 +0,73 80,50 + 1,89
25 uM 95,85 + 3,23 77,48 +2,21
50 uM 64,21 +0,91 46,99 + 4,71
140
24 sa
120
o [
°\. 100 i B
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§ 80 -
s #
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Sekil 3.13. Etopozidin MCF-7 hiicre canliligi tizerindeki etkisi (24.saat) #p<0,00001.
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Sekil 3.14. Etopozidin MCF-7 hiicre canlilig izerindeki etkisi (48.saat) fp<0,0001,
#p<0,00001.

Cizelge 3.8. Etopozidin MDA-MB-231 hiicre canliligi tizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 .saat 48.saat
Kontrol 100 £ 3,75 100 + 3,28
1uM 106,85 + 3,40 101,55 + 7,43
5uM 97,74 + 8,66 73,73 £ 4,55
10 uM 90,59 + 3,75 64,78 + 2,61
25 uM 84,52 + 2,69 35,33+1,19
50 uM 72,84 + 2,66 24,44 + 0,59
140
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Sekil 3.15. Etopozidin MDA-MB-231 hiicre canlihig1 tizerindeki etkisi (24.saat) *p<0,05,
***p<0,001, #p<0,00001.
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Sekil 3.16. Etopozidin MDA-MB-231 hiicre canliligi tizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.9. Etopozidin MCF-10A hiicre canliligi tizerindeki etkisi (%).

[~
o

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24.saat 48.saat
Kontrol 100 £4,17 100 +£6,97
1uM 107,53 £ 0,67 93,28 + 2,63
5uM 100,48 + 2,60 82,04 +1,83
10 uM 97,04 + 3,86 72,65 +2,70
25 uM 90,22 + 3,24 66,79 + 1,31
50 uM 85,90 + 1,20 58,64 + 0,90
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Sekil 3.17. Etopozidin MCF-10A hiicre canliligi izerindeki etkisi (24.saat) ***p<0,001,
#p<0,00001.
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Sekil 3.18. Etopozidin MCF-10A hiicre canliligi {izerindeki etkisi (48.saat) ***p<0,001,
#p<0,00001.

3.1.4. Erastinin Hiicre Canhhig Uzerindeki Etkileri

MCF-7, MCF-10A hiicrelerine 1-50 uM doz araliginda erastin uygulanmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerine ise 0,1-1 uM doz araliginda erastin uygulanmustir. 24 ve

48 saat sonra elde edilen hiicre canlilik degerleri Cizelge 3.10, Cizelge 3.11 ve Cizelge

3.12°de gosterilmistir. Buna gore, MCF-7 hiicrelerinde 24.saatte 10, 20 ve 50 uM

dozda, 48.saatte ise 5, 10, 20 ve 50 uM dozda anlamli sitotoksik etki gézlenmistir
(p<0,05) (Sekil 3.19, Sekil 3.20). MDA-MB-231 hiicrelerinde 24.saatte 0,75 ve 1 uM

dozlarda, 48.saate ise 0,5; 0,75 ve 1 uM dozlarda anlaml etki gézlenmistir (p<0,05)
(Sekil 3.21, Sekil 3.22). MCF-10A hicrelerinde ise 24 ve 48.saatte tim dozlarda

anlaml1 sitotoksik etki goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 3.23, Sekil 3.24).

Cizelge 3.10. Erastinin MCF-7 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon

Kontrol
1uM
5uM
10 pM
20 pM
50 uM

Ortalama + Standart Sapma

24 .saat
100 + 6,30
106,59 + 6,88
104,72 £ 6,75
85,70 + 1,82
54,30 + 1,32
43,08 £ 1,15

48.saat
100 £ 7,46
94,86 + 4,95
61,31+ 4,72
46,11 £ 0,94
40,69 £ 0,77
31,91 +1,05
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Sekil 3.19. Erastinin MCF-7 hiicre canlihig1 tizerindeki etkisi (24.saat) #p<0,00001.
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Sekil 3.20. Erastinin MCF-7 hiicre canlihig1 tizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.11. Erastinin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon

Kontrol
0,1 pM
0,25 uM
0,5 uM
0,75 pM
1uM

Ortalama + Standart Sapma

24 saat
100 £ 4,40
108,06 + 0,92
106,08 + 2,37
98,53 + 2,03
88,05 + 2,99
75,22 + 3,03

48.saat
100 +5,21
100,51 + 8,16
96,60 + 2,94
65,27 + 1,80
39,14 £1,14
27,12+0,78
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Sekil 3.21. Erastinin MDA-MB-231 hiicre can1111g1 uzerlndekl etkisi (24.saat) fp<0,0001,
#p<0,00001.
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Sekil 3.22. Erastinin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.12. Erastinin MCF-10A hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (%).

Konsantrasyon Ortalama + Standart Sapma
24 .saat 48.saat
Kontrol 100 + 6,56 100 + 7,58
1uM 95,79 + 1,92 84,60 + 2,32
5uM 77,53 £ 1,66 46,97 £ 3,03
10 uM 69,11 + 1,53 31,52 +1,54
20 uM 59,84 + 2,67 31,25 +1,09
50 uM 52,46 + 1,60 30,75+ 1,64
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Sekil 3.23. Erastinin MCF-10A hiicre canliligi tizerindeki etkisi (24.saat) *p<0,05,
#p<0,00001.
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Sekil 3.24. Erastinin MCF-10A hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (48.saat) #p<0,00001.

3.1.5. Sisplatinin Erastin ile Kombinasyonunun Hicre Canlihg
Uzerindeki Etkileri

Kombinasyon c¢aligmalarinda ferroptoz indiikleyicisi olarak kullanilan
erastinin MCF-7 ve MCF-10A hicrelerinde 10 uM dozunun uygulanmasi
kararlagtirilmistir. MDA-MB-231 hicrelerinde ise 1 uM erastin dozu secilmistir.
MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarina sisplatinin tiim dozlar1 ile 10 uM erastinin
kombinasyonu uygulanmis ve 24.saatte elde edilen veriler Cizelge 3.13 ve Cizelge
3.15’te gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise sisplatinin tiim dozlar1 1 uM
erastin ile kombinasyon halinde uygulanmis, elde edilen hiicre canlilik degerleri
Cizelge 3.14’te verilmistir. Ayrica sinerjik etkinin olup olmadiginin tayin edilmesi
amaciyla kombinasyon indeks (CI) degerleri hesaplanmis ve elde edilen degerler ilgili

tablolarda belirtilmistir. Buna gore, MCF-7 hicrelerinde sisplatin ve erastin

33



kombinasyonlarinin higbirinde sinerjik etki gozlenmemistir (CI>1) (Sekil 3.25).
MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 50+1 uM disindaki tiim dozlarda sinerjik etki tespit

edilmistir (CI<1) (Sekil 3.26). Buna karsin, MCF-10A hucrelerinde tim dozlarda
sinerjik etki gozlenmistir (Sekil 3.27).

Calismanin devaminda MDA-MB-231 hiicrelerinde sinerjinin goriildiigii en
diisiik doz olan 1+1 uM kombinasyonunun uygulanmasi kararlastirilmigtir. MCF-7

hiicrelerinde sinerjinin goriilmemesi sebebiyle bu hiicrelerle sisplatin ¢aligmasina

devam edilmemistir.

Cizelge 3.13. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi
(%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Ci
1+10uM 88,22 + 3,22 1,5743
5+10 uM 86,13 +£2,80 1,4164
10 +10 uM 85,68 + 2,51 1,4578

25+ 10 uM 84,44 + 2,87 1,5989
50+ 10 uM 66,60 + 3,75 1,2357
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Sekil 3.25. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi

(24.saat) **p<0,01, ***p<0,001, #p<0,00001.
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Cizelge 3.14. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre canlilig1 iizerindeki
etkisi (%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama + SS Cl
1+1uM 56,04 + 8,81 0,9493
5+1 uM 51,42 +3,50 0,9437
10 +1 uM 45,15+ 3,76 0,9294

25+ 1 uM 43,36 + 2,96 0,9942
50 +1uM 40,90 + 1,98 1,0969
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Sekil 3.26. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre canlilig1 lizerindeki
etkisi (24.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.15. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MCF-10A hiicre canlilig1 iizerindeki
etkisi (%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Cl
1+10uM 68,57 + 2,42 0,7356
5+10 uM 65,00 £ 1,01 0,6182
10 +10 uM 63,13 + 2,46 0,5819

25+10 uM 61,61 + 2,38 0,6061
50+ 10 uM 58,21 + 0,92 0,6264
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Sekil 3.27. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MCF-10A hiicre canlilig lizerindeki etkisi
(24.saat) #p<0,00001.

3.1.6. Dosetakselin Erastin ile Kombinasyonunun Hicre Canhhg
Uzerindeki Etkileri

MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine dosetakselin tiim dozlar1 ile 10 uM erastin
kombinasyon halinde uygulanmis ve 24.saatte elde edilen veriler Cizelge 3.16 ve
Cizelge 3.18’de gosterilmistir. MDA-MB-231 hcrelerinde ise dosetakselin tlim
dozlar1 1 uM erastin ile kombinasyon halinde uygulanmis, elde edilen hiicre canlilik
degerleri Cizelge 3.17°de verilmistir. Ayrica sinerjik etkinin olup olmadiginin tayin
edilmesi amaciyla kombinasyon indeks (CI) degerleri hesaplanmis ve elde edilen
degerler ilgili tablolarda belirtilmistir. Buna gére, MCF-7 hiicrelerinde dosetaksel ve
erastin kombinasyonlarinin 0,5 ve 1 uM dozlarinda sinerjik etki goriilmiistiir (CI<1)
(Sekil 3.28). MDA-MB-231 hicrelerinde ise 0,01+1 uM disindaki tiim dozlarda
sinerjik etki tespit edilmistir (CI<1) (Sekil 3.29). Buna karsin, MCF-10A hticrelerinde
tim dozlarda sinerjik etki gozlenmistir (CI<1) (Sekil 3.30).

Calismanin devaminda MCF-7 hiicrelerinde sinerjinin goriildiigii en diisiik doz
olan 0,5+10 pM kombinasyonunun uygulanmasi kararlastirilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise sinerjinin goriildigi en disiik doz olan 0,1+1 uM kombinasyonu

secilmistir.
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Cizelge 3.16. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicre canliligi iizerindeki etkisi

(%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Cl
0,01 + 10 uM 86,78 + 2,10 1,3979
0,1 +10 uM 85,80+ 1,18 1,3143
0,25 +10 uM 83,79 £2,03 1,1611
0,5+ 10 uM 78,10 £ 4,75 0,8514
1+10uM 74,89 + 3,31 0,7363
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Sekil 3.28. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicre canlilig {izerindeki etkisi
(24.saat) ***p<0,001, fp<0,0001, #p<0,00001.

Cizelge 3.17. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre canlihigt
iizerindeki etkisi (%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Ci
0,01 +1 puM 73,62 + 3,38 1,0577
0,1+1 uM 49,78 £ 2,21 0,8458
0,25 +1 uM 47,53 +£2,31 0,8497
0,5+ 1uM 46,00 £ 2,22 0,8673
1+1uM 45,32 £ 0,52 0,8319
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Sekil 3.29. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre canliligi
Uzerindeki etkisi (24.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.18. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-10A hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisi (%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Cl
0,01 + 10 uM 58,61 + 4,39 0,4202
0,1 +10 uM 57,85+ 2,77 0,4062
0,25 +10 uM 56,27 £ 0,83 0,3773
0,5+ 10 uM 56,12 £ 2,47 0,3802
1+10uM 55,79 + 1,49 0,3849
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Sekil 3.30. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-10A hiicre canliligi tizerindeki
etkisi (24.saat) #p<0,00001.
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3.1.7. Etopozidin Erastin ile Kombinasyonunun Hucre Canhhg
Uzerindeki Etkileri

MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarna etopozidin tiim dozlar1 ile 10 uM erastin
kombinasyonu uygulanmis ve 24.saatte elde edilen veriler Cizelge 3.19 ve Cizelge
3.21°de gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise etopozidin tiim dozlar1 1 uM
erastin ile kombinasyon halinde uygulanmis, elde edilen hiicre canlilik degerleri
Cizelge 3.20’de verilmistir. Ayrica sinerjik etki olup olmadiginin tayin edilmesi
amaciyla kombinasyon indeks (CI) degerleri hesaplanmis ve elde edilen degerler ilgili
tablolarda belirtilmistir. Buna gore, MCF-7 hucrelerinde etopozid ve erastin
kombinasyonlariin tiim dozlarinda sinerjik etki goriilmistir (CI<1) (Sekil 3.31).
Buna kargin, MDA-MB-231 ve MCF-10A hicrelerinde hicbir dozda sinerjik etki tespit
edilmemistir (CI>1) (Sekil 3.32, Sekil 3.33).

Caligmanin devaminda MCF-7 hiicrelerinde sinerjinin goriildiigii en diisiik doz
olan 1+10 pM kombinasyonunun uygulanmasi kararlagtirilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde sinerji goriilmemesi nedeniyle bu hiicrelerle etopozid ¢aligmasina devam

edilmemistir.

Cizelge 3.19. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi
(%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Ci
1+10uM 63,42 + 3,26 0,5393
5+10 uM 57,10 £ 5,55 0,4707
10 +10 uM 56,06 + 0,75 0,5193

25+ 10 uM 54,50 + 2,52 0,6862
50 + 10 uM 49,26 + 2,07 0,8880
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Sekil 3.31. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicre canlilig tizerindeki etkisi
(24.saat) #p<0,00001.

Cizelge 3.20. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre canlilig iizerindeki
etkisi (%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama £ SS Cl
1+1uM 81,70+ 0,14 1,1609
5+1uM 76,10 + 2,97 1,1733
10+ 1 uM 74,15+7,21 1,2547

25+ 1 uM 72,10 £ 0,42 1,5295
50+ 1 uM 70,70 + 1,84 1,9829
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Sekil 3.32. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre canliligi tizerindeki
etkisi (24.saat) #p<0,00001.
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Cizelge 3.21. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-10A hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisi (%) ve kombinasyon indeks degerleri (CI).

Konsantrasyon Ortalama + SS Cl
1+10uM 81,69 + 3,53 1,8429
5+10 uM 80,45 + 4,15 1,7185
10 +10 uM 79,63 + 2,27 1,6774

25+10uM 77,91+ 1,86 1,6557
50+ 10 uM 72,15+ 1,45 1,3563
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Sekil 3.33. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-10A hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi
(24.saat) #p<0,00001.

3.1.8. Kemoterapoétik Uygulamalarin Kanser Hucreleri ve Saghkh
Hucrelerdeki Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

Tez c¢aligmasmin devaminda uygulanmasi kararlastirilan kemoterapdtik
dozlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ile saglikli MCF-10A
meme dokusu hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri ilgili grafiklerde
karsilastirilmistir. MDA-MB-231 hicrelerine uygulanmasi kararlastiritlan 1 pM
sisplatin ile 1 uM erastinin tekli ve kombinasyon halinde MCF-10A hicrelerine
uygulanmasiyla elde edilen hiicre canlilik degerlerine ait karsilastirmali grafik Sekil
3.34‘te gosterilmistir. Buna gore, sisplatin ve erastin kombinasyonu MCF-10A

hicrelerine uygulandiginda, hucre canlilik degerleri kontrol grubuna kiyasla %100,38
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+ 4,18 olarak 6l¢iilmiistiir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise bu deger %56,04 + 8,81
olarak tespit edilmistir. Bu baglamda MCF-10A hiicrelerinde anlamli oranda daha az
sitotoksik etki gozlenmistir (p<0,05).

MCEF-7 hiicrelerine uygulanmasi kararlastirilan 0,5 pM dosetaksel ile 10 pM
erastinin tekli ve kombinasyon halinde MCF-10A hicrelerine uygulanmasiyla elde
edilen hiicre canlilik degerlerine ait karsilagtirmali grafik Sekil 3.35te gosterilmistir.
Buna gore, dosetaksel ile erastin tekli olarak veya kombinasyon halinde
uygulandiginda her iki hiicre hattinda sitotoksik etki goriilmiistiir. Ancak kombinasyon
uygulamasinin MCF-10A hicrelerinde anlamli diizeyde daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). Kombinasyon uygulamasi sonucu MCF-7
hiicrelerinden elde edilen hiicre canlilik degeri %78,10 + 4,75 iken, MCF-10A’dan
elde edilen canlilik degeri %56,12 * 2,47 olarak tespit edilmistir. Buna karsin, MDA-
MB-231 hiicrelerine uygulanmasi kararlastirilan 0,1 pM dosetaksel ile 1 pM erastin
MCF-10A hiicrelerine uygulandiginda, bu hiicrelerde anlamli oranda daha az
sitotoksik etki tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 3.36). Kombinasyon uygulamasi
sonucu elde edilen hiicre canlilik degerleri MDA-MB-231 hcreleri igin %49,78 +
2,21 iken, MCF-10A hiicreleri i¢in bu deger %84,13 £ 1,70 olarak 6l¢iilmiistiir.

MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi kararlagtirilan 1 pM etopozid ile 10 pM
erastinin tekli ve kombinasyon halinde MCF-10A hiicrelerine uygulanmasiyla elde
edilen hiicre canlilik degerlerine ait karsilastirmali grafik Sekil 3.37°de gosterilmistir.
Buna gore, etopozid ile erastin kombinasyonu MCF-10A hicrelerine uygulandiginda
her iki hiicre hattinda sitotoksik etki goriilmiistiir. Ancak kombinasyon uygulamasinin
MCF-10A hicrelerinde anlamli dizeyde daha az sitotoksik etki gosterdigi tespit
edilmistir (p<0,05). Kombinasyon uygulamasi sonucu MCF-7 hucrelerinden elde
edilen hiicre canlilik degeri %63,42 + 3,26 iken, MCF-10A’dan elde edilen canlilik
degeri %81,69 * 3,53 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.34. Sisplatin ve erastin uygulamalarinin MDA-MB-231 ve MCF-10A hcreleri
iizerindeki etkisinin karsilastirilmasi ***p<0,001.
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Sekil 3.35. Dosetaksel ve erastin uygulamalarinin MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri tizerindeki
etkisinin karsilastirilmas1 ***p<0,001, #p<0,00001.

Dosetaksel

Hiicre canhihg, %

Kontrol Era(1 uM) Doc (0,1 uM) Doc+Era
8 MDA-MB-231 ©oMCF-10A

Sekil 3.36. Dosetaksel ve erastin uygulamalarinin MDA-MB-231 ve MCF-10A huicreleri
tizerindeki etkisinin karsilagtirilmasi ***p<0,001, #p<0,00001.
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Sekil 3.37. Etopozid ve erastin uygulamalarinin MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri Uzerindeki
etkisinin karsilastirilmasi1 ***p<0,001, #p<0,00001.

3.2.0ksidatif Stres Tayini Deney Sonuclar:

3.2.1.Sisplatin ve Erastin Kombinasyonunun Oksidatif Stres Uzerindeki
Etkileri

Calismanin devaminda MDA-MB-231 hicrelerinde sisplatin ve erastin
kombinasyonunun hiicre ici oksidatif stres Uzerindeki etkileri Muse Oxidative Stress
Assay Kit kullanilarak dl¢iilmiistiir. Elde edilen plotlar Sekil 3.38’de gosterilmektedir.
Sayisal veriler % olarak Sekil 3.39°da grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore,
Olciilen ROS miktar1 kontrol grubunda %26,57 + 1,53, erastinin uygulandigi
hiicrelerde ROS miktar1 %34,47 + 0,37, sisplatin ve erastin kombinasyonunun
uygulandig1 hiicrelerde ise bu miktar %57,43 + 0,28 olarak tespit edilmistir. Yapilan
istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla her iki uygulama da ROS miktarini
anlamli oranda arttirmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasinin erastine

kiyasla daha yiiksek oranda ROS miktarini arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.38. MDA-MB-231 hucrelerinde tespit edilen ROS diizeylerinin gésterimi.

M1 ROS(-) hiicre populasyonunu, M2 ise ROS(+) hiicre populasyonunu ifade etmektedir.
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Sekil 3.39. MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen ROS dizeylerinin grafiksel gosterimi

**p<0,01, ***p<0,001.
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3.2.2.Dosetaksel ve Erastin Kombinasyonunun Oksidatif Stres Uzerindeki
Etkileri

MCF-7 hucrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun hicre ici
oksidatif stres Uzerindeki etkileri Muse Oxidative Stress Assay Kit kullanilarak
Olciilmiistiir. Elde edilen plotlar Sekil 3.40°da gosterilmektedir. Sayisal veriler %
olarak Sekil 3.41°de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, 6l¢iilen ROS miktar1
kontrol grubunda %25,04 + 3,89, erastinin uygulandigi hiicrelerde ROS miktar1
%37,20 = 1,26, dosetakselin uygulandig1 hiicrelerde %34,05 + 2,39, dosetaksel ve
erastin kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde ise bu miktar %44,32 + 0,98 olarak
tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla her ii¢
uygulama da ROS miktarin1 anlamli oranda arttirmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon
uygulamasmin erastin ve dosetaksele kiyasla daha yiiksek oranda ROS miktarini

arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).

MDA-MB-231 hicrelerinden 6lgiilen degerler ise kontrol grubunda %26,57 +
1,53, erastinin uygulandigi hiicre grubunda %34,47 + 0,37, dosetakselin uygulandigi
hiicre grubunda %40,65 + 0,25, dosetaksel ve erastin kombinasyonunun uygulandig:
hiicrelerde ise bu miktar %50,42 £ 0,35 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.42). MCF-7
hiicrelerine benzer sekilde, kontrol grubuna kiyasla tiim uygulamalar hiicre i¢i ROS
miktarmi anlamli diizeyde arttirmistir. Ancak kombinasyon uygulamasi sonucunda
tekli uygulamalara kiyasla daha yiiksek oranda ROS goézlenmistir (p<0,05) (Sekil
3.43).
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Sekil 3.40. MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen ROS diizeylerinin gésterimi.
M1 ROS(-) hticre populasyonunu, M2 ise ROS(+) hiicre popilasyonunu ifade etmektedir.
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Sekil 3.41. MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen ROS diizeylerinin grafiksel gosterimi *p<0,05,

**p<0101, ***p

<0,001.
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Sekil 3.42. MDA-MB-231 hucrelerinde tespit edilen ROS diizeylerinin gosterimi.
M1 ROS(-) hiicre populasyonunu, M2 ise ROS(+) hiicre populasyonunu ifade etmektedir.
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Sekil 3.43. MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen ROS duzeylerinin grafiksel gdsterimi
**p<0,01, ***p<0,001, fp<0,0001, #p<0,00001.
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3.2.3.Etopozid ve Erastin Kombinasyonunun Oksidatif Stres Uzerindeki

Etkileri

MCEF-7 hiicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun hticre ici oksidatif

stres lizerindeki etkileri Muse Oxidative Stress Assay Kit kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen plotlar Sekil 3.44’te gosterilmektedir. Sayisal veriler % olarak Sekil

3.45’te grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, olgiilen ROS miktart kontrol

grubunda %55,31 £ 2,79, erastinin uygulandig1 hiicrelerde ROS miktar1 %65,74 +

0,78, etopozid ve erastin kombinasyonunun uygulandig hiicrelerde ise bu miktar

%78,45 + 2,67 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol

grubuna kiyasla her iki uygulama da ROS miktarin1 anlamli oranda arttirmistir

(p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasinin erastine kiyasla daha yiiksek oranda

ROS miktarin arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.44. MCF-7 hucrelerinde tespit edilen ROS duizeylerinin gosterimi.
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Sekil 3.45. MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen ROS diizeylerinin gdsterimi *p<0,05,
***p<0,001.

3.3.Mitokondriyal Membran Potansiyeli Olgiim Sonuglari

3.3.1.Sisplatin ve Erastin Kombinasyonunun Mitokondriyal Membran

Potansiyeli Uzerindeki Etkileri

MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin  ve erastin kombinasyonunun
mitokondriyel membran potansiyeli Gzerindeki etkileri Muse Mitopotential Assay Kit
kullanilarak 6l¢lilmiistiir. Elde edilen plotlar Sekil 3.46°da gosterilmektedir. Sayisal
veriler % olarak Sekil 3.47°de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, mitokondri
membraninda depolarizasyonun goriildiigii canli hiicre popiilasyonu kontrol grubunda
%25,64 £ 0,26, erastinin uygulandig1 hiicrelerde %29,27 + 0,41, sisplatin ve erastin
kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde ise bu miktar %55,95 + 0,78 olarak tespit
edilmigtir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla her iki uygulama
da mitokondri membran depolarizasyonunu anlamli oranda arttirmistir (p<0,05).
Ancak kombinasyon uygulamasmin erastine kiyasla daha yliksek oranda arttirdigi

tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.46. MDA-MB-231 hucrelerinde tespit edilen mitokondriyel membran potansiyeli
oOlclim sonuglart. Plotlar canli, depolarize-canli, depolarize-6lii ve 6lii hiicre popiilasyonlarini
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Sekil 3.47. MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen depolarize-canli hiicre popiilasyonunun

grafiksel gosterimi *p<0,05, #p<0,00001.
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3.3.2.Dosetaksel ve Erastin Kombinasyonunun Mitokondriyal Membran
Potansiyeli Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hicrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun mitokondriyel
membran potansiyeli lizerindeki etkileri Muse Mitopotential Assay Kit kullanilarak
Olciilmiistiir. Elde edilen plotlar Sekil 3.48’de gosterilmektedir. Sayisal veriler %
olarak Sekil 3.49’da grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, mitokondri membran
depolarizasyonunun goriildiigii canli hiicre popiilasyonu kontrol grubunda %22,63 +
2,24, erastinin uygulandigi hiicrelerde %27,59 + 3,05, dosetakselin uygulandigi
hicrelerde %21,95 + 4,67, dosetaksel ve erastin kombinasyonunun uygulandigi
hiicrelerde ise bu miktar %32,37 + 4,24 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel
analize gore, kontrol grubuna kiyasla dosetaksel uygulamasinda anlamli bir etki
gozlenmemistir (p>0,05). Buna karsm, erastin ile kombinasyon uygulamalarinda
mitokondri membran depolarizasyonunun anlamli oranda artti§1 goriilmistiir
(p<0,05). Ayrica kombinasyon uygulamasinin erastin ve dosetaksele kiyasla

depolarize canli hiicre sayisin1 daha yiiksek oranda arttirdig1 tespit edilmistir (p<<0,05).

MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan 0Olglimlerde, mitokondri membran
depolarizasyonunun goriildiigii canli hiicre popiilasyonu kontrol grubunda %25,64 +
0,26, erastinin uygulandig1 hiicrelerde %29,27 + 0,41, dosetakselin uygulandigi
hiicrelerde 9%26,45 + 0,62, dosetaksel ve erastin kombinasyonunun uygulandigi
hiicrelerde ise bu miktar %37,94 + 1,92 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.50). Yapilan
istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla dosetaksel uygulamasinda anlamli
bir etki gozlenmemistir (p>0,05). Buna karsin, erastin ile kombinasyon
uygulamalarinda mitokondri membran depolarizasyonunun anlamli oranda arttigi
goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica kombinasyon uygulamasinin erastin ve dosetaksele
kiyasla depolarize canli hiicre sayisin1 daha yiiksek oranda arttirdig: tespit edilmistir

(p<0,05) (Sekil 3.51).
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Sekil 3.48. MCF-7 hucrelerinde tespit edilen mitokondriyel membran potansiyeli 6lgim
sonuglari. Plotlar canli, depolarize-canli, depolarize-61U ve 61U hiicre popiilasyonlarini
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Sekil 3.49. MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen depolarize-canli hiicre popiilasyonunun

grafiksel gosterimi fp<0,0001, #p<0,00001.
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Sekil 3.50. MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen mitokondriyel membran potansiyeli
6l¢lim sonuglar1. Plotlar canli, depolarize-canli, depolarize-6lii ve 6lii hiicre poptilasyonlarini
belirtmektedir.
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Sekil 3.51. MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen depolarize-canli hiicre popiilasyonunun
grafiksel gosterimi *p<0,05, **p<0,01.
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3.3.3.Etopozid ve Erastin Kombinasyonunun Mitokondriyal Membran
Potansiyeli Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun mitokondriyel
membran potansiyeli lizerindeki etkileri Muse Mitopotential Assay Kit kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen plotlar Sekil 3.52°de gosterilmektedir. Sayisal veriler %
olarak Sekil 3.53’te grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna goére, mitokondri
membraninda depolarizasyonun goriildiigii canli hiicre popiilasyonu kontrol grubunda
%16,63 * 1,46, erastinin uygulandig1 hiicrelerde %25,06 + 1,74, etopozid ve erastin
kombinasyonunun uygulandig: hiicrelerde ise bu miktar %32,45 + 1,74 olarak tespit
edilmigtir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla erastin ve
kombinasyon uygulamalarinda mitokondri membran depolarizasyonunun anlamlh
oranda arttig1 goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica kombinasyon uygulamasinin erastine gore

depolarize canli hiicre sayisini1 daha ytiksek oranda arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3.52. MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen mitokondriyel membran potansiyeli 6lcim
sonuglari. Plotlar canli, depolarize-canli, depolarize-olii ve 6lii hiicre popiilasyonlarini

belirtmektedir.
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Sekil 3.53. MCF-7 hucrelerinde tespit edilen depolarize-canli hiicre popilasyonunun
grafiksel gosterimi *p<0,05, **p<0,01.
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3.4.Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Deney Sonuclar:

3.4.1.Sisplatin ve Erastin Kombinasyonunun Glutatyon Peroksidaz Enzim
Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ve erastin kombinasyonunun glutatyon
peroksidaz (GPX) enzim aktivitesi tizerindeki etkileri GPX Assay Kit kullanilarak
Ol¢iilmistiir. Elde edilen aktivite degerleri Cizelge 3.22°de gosterilmektedir. Sayisal
veriler % olarak Sekil 3.54°te grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, glutatyon
peroksidaz aktivitesi kontrol grubuna kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi
hicrelerde 9%52,91 + 1,04, sisplatin ve erastin kombinasyonunun uygulandigi
hiicrelerde ise %13,95 * 2,20 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore,
kontrol grubuna kiyasla her iki uygulamada da glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli
oranda azalmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasinin erastine kiyasla daha

giiclii sekilde enzim aktivitesini baskiladigi tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 3.22. Sisplatin ve erastinin uygulandigt MDA-MB-231 hucrelerinden elde edilen GPX
aktivite dizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma

Kontrol 100 + 8,83
Erastin 52,91 +1,04
Sisplatin + Erastin 13,95+ 2,20
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Sekil 3.54. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde GPX
aktivitesi tzerindeki etkisi ***p<0,001, fp<0,0001.

3.4.2.Dosetaksel ve Erastin Kombinasyonunun Glutatyon Peroksidaz

Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hucrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun glutatyon
peroksidaz (GPX) enzim aktivitesi iizerindeki etkileri GPX Assay Kit kullanilarak
Olglilmiistir. Elde edilen aktivite degerleri Cizelge 3.23’te gosterilmektedir. Sayisal
veriler % olarak Sekil 3.55’te grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, glutatyon
peroksidaz aktivitesi kontrol grubuna kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi
hiicrelerde %78,44 + 1,63, dosetakselin uygulandigi hiicrelerde %61,48 + 4,09,
dosetaksel ve erastin kombinasyonunun uygulandig: hiicrelerde ise %58,41 + 2,86
olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla tim
uygulamalarda glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli oranda azalmistir (p<0,05).
Ancak kombinasyon uygulamasinin erastine ve dosetaksele kiyasla daha giiclii sekilde

enzim aktivitesini baskiladig1 tespit edilmistir (p<0,05).

MDA-MB-231 hticrelerinde 6lculen glutatyon peroksidaz aktivitesi ise kontrol
grubuna kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hiicrelerde %52,91 + 1,04, dosetakselin

uygulandig1 hiicrelerde %48,98 + 3,17, dosetaksel ve erastin kombinasyonunun
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uygulandigi hiicrelerde ise %32,63 + 3,48 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.24).
Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla tiim uygulamalarda
glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli oranda azalmistir (p<0,05). Ancak
kombinasyon uygulamasinin erastin ve dosetaksele kiyasla daha gii¢lii sekilde enzim

aktivitesini baskiladigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.56).

Cizelge 3.23. Dosetaksel ve erastinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinden elde edilen GPX
aktivite dizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 + 4,04
Erastin 78,44 + 1,63
Dosetaksel 61,48 + 4,09
Dosetaksel + Erastin 58,41 + 2,86
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Sekil 3.55. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerinde GPX aktivitesi
lizerindeki etkisi **p<0,01, fp<0,0001, #p<0,00001.
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Cizelge 3.24. Dosetaksel ve erastinin uygulandigit MDA-MB-231 hicrelerinden elde edilen
GPX aktivite diizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 + 8,83
Erastin 52,91 +£1,04
Dosetaksel 48,98 + 3,17

Dosetaksel + Erastin 32,63 +3,48
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Sekil 3.56. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde GPX
aktivitesi Uzerindeki etkisi **p<0,01, ***p<0,001, fp<0,0001.

3.4.3.Etopozid ve Erastin Kombinasyonunun Glutatyon Peroksidaz

Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun glutatyon
peroksidaz (GPX) enzim aktivitesi tizerindeki etkileri GPX Assay Kit kullanilarak
Olgiilmistiir. Elde edilen aktivite degerleri Cizelge 3.25’te gosterilmektedir. Sayisal
veriler % olarak Sekil 3.57’de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, glutatyon
peroksidaz aktivitesi kontrol grubuna kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi
hicrelerde %61,66 + 1,49, etopozid ve erastin kombinasyonunun uygulandigi

hiicrelerde ise %53,16 = 4,94 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore,
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kontrol grubuna kiyasla her iki uygulamada da glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli
oranda azalmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasinin erastine kiyasla daha

giiclii sekilde enzim aktivitesini baskiladigi tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 3.25. Etopozid ve erastinin uygulandigt MCF-7 hicrelerinden elde edilen GPX
aktivite duzeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 + 4,04
Erastin 61,66 + 1,49
Etopozid + Erastin 53,16 + 4,94
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Sekil 3.57. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerinde GPX aktivitesi
Uzerindeki etkisi **p<0,01.

3.5.Huicre ici Glutatyon Duzeyleri Olgiim Sonuglar

3.5.1.Sisplatin ve Erastin Kombinasyonunun Hucre ici Glutatyon

Diizeyleri Uzerindeki Etkileri
MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ve erastin kombinasyonunun glutatyon

(GSH) diizeyleri tizerindeki etkileri kolorimetrik bir yontem kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Elde edilen degerler % olarak Cizelge 3.26’da gosterilmektedir. Sekil 3.58’de ise
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grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, GSH diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hiicrelerde %69,86 + 4,97, sisplatin ve erastin
kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde ise %49,24 + 0,66 olarak tespit edilmistir.
Y apilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla her iki uygulamada da GSH
diizeyleri anlamli oranda azalmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasimin

erastine kiyasla GSH dizeylerini daha giiglii sekilde baskiladig1 tespit edilmistir
(p<0,05).

Cizelge 3.26. Sisplatin ve erastinin uygulandigit MDA-MB-231 hucrelerinden elde edilen GSH
duzeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 £ 1,22
Erastin 69,86 + 4,97
Sisplatin + Erastin 49,24 + 0,66
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Sekil 3.58. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde GSH
dizeyleri tzerindeki etkisi #p<0,00001.

62



3.5.2.Dosetaksel ve Erastin Kombinasyonunun Hiicre I¢i Glutatyon
Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hicrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun GSH duzeyleri
uzerindeki etkileri % olarak Cizelge 3.27°de gosterilmektedir. Sekil 3.59°da ise
grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna goére, GSH diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandigir hicrelerde %69,50 + 2,32, dosetakselin
uygulandig1 hiicrelerde %84,40 + 1,33, kombinasyonun uygulandigi hiicrelerde ise
%46,12 = 2,01 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol
grubuna kiyasla tim uygulamalarda GSH diizeyleri anlamli oranda azalmistir
(p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasinin tekli uygulamalara kiyasla GSH
diizeylerini daha giiclii sekilde baskiladigi tespit edilmistir (p<0,05).

MDA-MB-231 hucrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun GSH
duzeyleri Gzerindeki etkileri % olarak Cizelge 3.28’de gosterilmektedir. Sekil 3.60°da
ise grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore, GSH diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hiicrelerde %69,86 + 4,97, dosetakselin
uygulandigt hiicrelerde %82,70 + 3,29, kombinasyonun uygulandigi hiicrelerde ise
%64,54 £ 1,65 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol
grubuna kiyasla tiim uygulamalarda GSH diizeyleri anlamli oranda azalmistir
(p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasmin tekli uygulamalara kiyasla GSH
diizeylerini daha gii¢lii sekilde baskiladigi tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 3.27. Dosetaksel ve erastinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinden elde edilen GSH
dizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 £ 2,01
Erastin 69,50 + 2,32
Dosetaksel 84,40 +1,33
Dosetaksel + Erastin 46,12 £ 2,01
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Sekil 3.59. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerinde GSH dizeyleri
Uzerindeki etkisi fp<0,0001, #p<0,00001.

Cizelge 3.28. Dosetaksel ve erastinin uygulandigt MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen
GSH dzeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma

Kontrol 100 £ 1,22
Erastin 69,86 + 4,97
Dosetaksel 82,70 £ 3,29
Dosetaksel + Erastin 64,54 + 1,65
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Sekil 3.60. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde GSH
dizeyleri tizerindeki etkisi *p<0,05, fp<0,0001, #p<0,00001.
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3.5.3.Etopozid ve Erastin Kombinasyonunun Hiicre I¢i Glutatyon

Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hiicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun GSH duzeyleri
uzerindeki etkileri % olarak Cizelge 3.29°da gosterilmektedir. Sekil 3.61°de ise
grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna goére, GSH diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandig: hiicrelerde %69,50 + 2,32, erastin ile etopozid
kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde ise %59,96 + 0,13 olarak tespit edilmistir.
Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla iki uygulamada da GSH
diizeyleri anlamli oranda azalmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon uygulamasinin
tekli uygulamalara kiyasla GSH diizeylerini daha giiclii sekilde baskiladigi tespit
edilmistir (p<0,05).

Cizelge 3.29. Etopozid ve erastinin uygulandigit MCF-7 hiicrelerinden elde edilen GSH
diizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 £ 2,01
Erastin 69,50 + 2,32
Etopozid + Erastin 59,96 + 0,13
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Sekil 3.61. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hicrelerinde GSH diizeyleri
uzerindeki etkisi *p<0,05, **p<0,01.
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3.6.Lipid Peroksidasyonu Tayini Deney Sonuclar:

3.6.1.Sisplatin ve Erastin Kombinasyonunun Lipid Peroksidasyonu

Uzerindeki Etkileri

MDA-MB-231 hicrelerinde sisplatin ve erastin kombinasyonunun lipid
peroksidasyon (rini olan MDA duzeyleri Uzerindeki etkileri MDA tayin Kiti
kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen degerler % olarak Cizelge 3.30°da
gosterilmektedir. Sekil 3.62°de ise grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gére, MDA
diizeyleri kontrol grubuna kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hiicrelerde %162,63
* 3,69, sisplatin ve erastin kombinasyonunun uygulandig: hiicrelerde ise %323,45 +
48,15 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna
kiyasla her iki uygulamada da MDA diizeyleri anlamli oranda artmistir (p<0,05).
Ancak kombinasyon uygulamasinin erastine kiyasla daha giiclii sekilde arttirdigi tespit

edilmistir (p<0,05).

Cizelge 3.30. MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen MDA duizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 £ 2,07
Erastin 162,63 + 3,69
Sisplatin + Erastin 323,45 £ 48,15
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Sekil 3.62. Sisplatin ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hicrelerinde MDA
duzeyleri tizerindeki etkisi *p<0,05, fp<0,0001, #p<0,00001.
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3.6.2.Dosetaksel ve Erastin Kombinasyonunun Lipid Peroksidasyonu
Uzerindeki Etkileri

MCEF-7 hicrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA duzeyleri
uzerindeki etkileri % olarak Cizelge 3.31’de gosterilmektedir. Sekil 3.63’te ise
grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna goére, MDA diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hucrelerde %123,36 + 9,06, dosetakselin
uygulandig1 hiicrelerde %219,30 + 10,26, kombinasyonun uygulandigi hiicrelerde ise
%298,11 + 20,31 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol
grubuna kiyasla tiim uygulamalarda MDA diizeyleri anlamli oranda artmistir (p<0,05).
Ancak kombinasyon uygulamasinin tekli uygulamalara kiyasla daha giiclii sekilde

arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).

MDA-MB-231 hiicrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA
duizeyleri tzerindeki etkileri % olarak Cizelge 3.32’de gosterilmektedir. Sekil 3.64°te
ise grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gére, MDA diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hiicrelerde %162,63 + 3,69, dosetakselin
uygulandigi hiicrelerde %142,09 * 25,59, kombinasyonun uygulandigi hiicrelerde ise
%229,62 + 34,10 olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol
grubuna kiyasla tiim uygulamalarda MDA diizeyleri anlamli oranda artmistir (p<0,05).
Ancak kombinasyon uygulamasinin tekli uygulamalara kiyasla daha gii¢lii sekilde

arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 3.31. Dosetaksel ve erastinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinden elde edilen MDA
dizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma

Kontrol 100 + 3,54
Erastin 123,36 + 9,06
Dosetaksel 219,30 £ 10,26
Dosetaksel + Erastin 298,11 £ 20,31
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Sekil 3.63. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerinde MDA dizeyleri
Uzerindeki etkisi *p<0,05, #p<0,00001.

Cizelge 3.32. Dosetaksel ve erastinin uygulandigit MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen
MDA dizeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 + 2,07
Erastin 162,63 + 3,69
Dosetaksel 142,09 + 25,59

Dosetaksel + Erastin 229,62 + 34,10
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Sekil 3.64. Dosetaksel ve erastin kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde MDA
dizeyleri tizerindeki etkisi **p<0,01, ***p<0,001, fp<0,0001, #p<0,00001.
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3.6.3.Etopozid ve Erastin Kombinasyonunun Lipid Peroksidasyonu
Uzerindeki Etkileri

MCF-7 hiicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun MDA duzeyleri
uzerindeki etkileri % olarak Cizelge 3.33’de gosterilmektedir. Sekil 3.65°te ise
grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna goére, MDA diizeyleri kontrol grubuna
kiyaslandiginda, erastinin uygulandigi hicrelerde %127,14 + 10,10, erastin ile
etopozid kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde ise %150 = 2,02 olarak tespit
edilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore, kontrol grubuna kiyasla iki uygulamada
da MDA diizeyleri anlamli oranda artmistir (p<0,05). Ancak kombinasyon
uygulamasinin tekli uygulamalara kiyasla daha giiclii sekilde arttirdigi tespit edilmistir
(p<0,05).

Cizelge 3.33. MCF-7 hiicrelerinden elde edilen MDA duzeyleri (%).

Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 100 + 10,10
Erastin 127,14 £ 10,10
Etopozid + Erastin 150 + 2,02
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Kontrol 10 uM 1+10 uM

Sekil 3.65. Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hucrelerinde MDA duzeyleri
uzerindeki etkisi *p<0,05, **p<0,01.
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3.7. Ferroptotik Protein Ekspresyonu Analiz Sonuglari

3.7.1. Sisplatin ve Erastin Kombinasyonunun Ferroptotik Protein

Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ve erastin kombinasyonunun ferroptotik
protein ekspresyonu iizerindeki etkisi western blot yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Elde
edilen sonuglar gorsel ve grafiksel olarak Sekil 3.66’da gosterilmistir. Buna gore,
hiicre i¢ci demir diizeylerinin regtilasyonunda rol oynayan IREB2 protein ekspresyonu
sisplatin ve erastin kombinasyonunun uygulanmasi sonucu erastin ile kontrol grubuna
oranla anlamli diizeyde artis gostermistir (p<0,05). Buna karsin, FPN1 protein
ekspresyonunda  anlamli  bir  farklilik  goriilmemistir  (p>0,05). Lipid
peroksidasyonunda rol alan ACSF2 protein ekspresyonu ise erastin ve kontrol grubuna
oranla anlamli diizeyde artis gostermistir (p<0,05). Bununla birlikte, hiicre igi
antioksidan sistem elemanlarindan GPX4 ekspresyonu ile glutatyon Gretiminden
sorumlu  SLC7A11 protein ekspresyonlarinin kombinasyon uygulanmasi ile

azalmadig1 tespit edilmistir (Sekil 3.66).
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Sekil 3.66. MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ve erastin kombinasyonunun ferroptotik
proteinler Uzerindeki etkisi **p<0,01, ***p<0,001.
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3.7.2. Dosetaksel ve Erastin Kombinasyonunun Ferroptotik Protein Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisi

MCF-7 hucrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun ferroptotik
protein ekspresyonu (zerindeki etkisi western blot yontemi ile Ol¢iilmiistir. Elde
edilen sonuglar gorsel ve grafiksel olarak Sekil 3.67°de gosterilmistir. Buna gore,
hiicre ici demir dizeylerinin regiilasyonunda rol oynayan IREB2 protein ekspresyonu,
dosetaksel ve erastin uygulamalar1 ile kombinasyon uygulamasi sonucu kontrol
grubuna oranla anlamli diizeyde artis goOstermistir (p<0,05). Ancak tekli
uygulamalarda bu artis daha yiiksek diizeyde gortilmiistiir. Buna paralel olarak, FPN1
protein ekspresyonu kombinasyon uygulamasinda kontrol grubuna ve tekli
uygulamalara kiyasla anlamli oranda azalis gostermistir (p<0,05). Lipid
peroksidasyonunda rol alan ACSF2 protein ekspresyonu ise kombinasyon
uygulamasinda tekli uygulamalara ve kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde artis
gostermistir (p<0,05). Bununla birlikte, hiicre i¢i antioksidan sistem elemanlarindan
GPX4 ekspresyonu ile glutatyon dretiminden sorumlu SLC7A11 protein
ekspresyonlarinin kombinasyon uygulamasi ile anlamli diizeyde azaldigi tespit

edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.67).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise dosetaksel ve erastinin tekli ve kombinasyon
seklinde IREB2 protein ekspresyonunu kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde
arttirdigr - gézlenmistir  (p<0,05) (Sekil 3.68). Buna karsin, FPN1 protein
ekspresyonunda kombinasyon uygulamasi ile kontrol ve tekli uygulamalar arasinda
anlaml1 bir farklilik gériilmemistir (p>0,05). Lipid peroksidasyonunda rol alan ACSF2
protein ekspresyonu ise tiim uygulamalarda kontrol grubuna oranla anlaml diizeyde
artig gostermistir (p<0,05). Kombinasyon uygulamasi ile dosetaksel uygulamasi
arasinda da anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,05). Bununla birlikte, hiicre i¢i
antioksidan sistem elemanlarindan GPX4 ekspresyonunda azalma gozlenmezken,
glutatyon tiretiminden sorumlu SLC7A11 protein ekspresyonlarinin kontrol grubuna

oranla anlamli diizeyde azaldig: tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.68).
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Sekil 3.67. MCF-7 hucrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun ferroptotik
proteinler Uizerindeki etkisi *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, fp<0,0001, #p<0,00001.
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Sekil 3.68. MDA-MB-231 hicrelerinde dosetaksel ve erastin kombinasyonunun ferroptotik
proteinler Uzerindeki etkisi *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, fp<0,0001, #p<0,00001.
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3.7.3. Etopozid ve Erastin Kombinasyonunun Ferroptotik Protein Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisi

MCF-7 hicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun ferroptotik protein
ekspresyonu tizerindeki etkisi western blot yontemi ile Olglilmistiir. Elde edilen
sonuglar gorsel ve grafiksel olarak Sekil 3.69°da gosterilmistir. Buna gore, hiicre ici
demir dlzeylerinin regulasyonunda rol oynayan IREB2 protein ekspresyonu, etopozid
ve erastin uygulamalari ile kombinasyon uygulamasi sonucu kontrol grubuna oranla
anlamh diizeyde artis gostermistir (p<0,05). Buna paralel olarak, FPN1 protein
ekspresyonu kombinasyon uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda
azalis gostermistir (p<0,05). Lipid peroksidasyonunda rol alan ACSF2 protein
ekspresyonu ise kombinasyon uygulamasinda tekli uygulamalara ve kontrol grubuna
oranla anlamli diizeyde artis gostermistir (p<0,05). Bununla birlikte, hiicre i¢i
antioksidan sistem elemanlarindan GPX4 ekspresyonu ile glutatyon iiretiminden
sorumlu SLC7A11 protein ekspresyonlarinin kombinasyon uygulamasi ile anlamli

diizeyde azaldig1 tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.69).
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Sekil 3.69. MCF-7 hiicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonunun ferroptotik proteinler
uzerindeki etkisi *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, fp<0,0001.
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4. TARTISMA

Kanser tedavisinde timor hicrelerinin tamamen elimine edilebilmesi icin etkin
bir tedavi yaklagimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde kullanilan antikanser
ilaglarin etkinligini sinirlayan en énemli faktorler arasinda ilag¢ direncinin gelismesi
ve/veya hastaligin bir siire sonra niiks etmesi yer almaktadir. Bunun temel sebebi, bazi
kanser hiicrelerinin  gesitli metabolik  diizenlemeler araciligiyla mevcut
kemoterapotiklere karsi tolerans kazanabilmesidir. Genetik mutasyonlar, epitelyal-
mezenkimal doniisiim, apoptotik yolaklarin inaktivasyonu gibi diizenlemelerin yani
sira, hiicrelerin GPX4 aktivitesini ve GSH diizeylerini arttirarak antioksidan savunma
sistemini desteklemesi de kanser tedavisinin yetersiz olmasina sebep olmaktadir
(Bansal ve Simon, 2018; Housman ve ark., 2014). Bu noktada ferroptoz, hiicrelerin
antioksidan sistemini dogrudan hedef alan mekanizmasi nedeniyle kanser tedavisinde
umut vadeden bir yaklasim olarak One g¢ikmaktadir. Ayrica apoptozdan farkli bir
mekanizmaya sahip olmasi nedeniyle apoptotik yolaklarin inaktif oldugu direngli
hlcrelerde alternatif yollardan 6limin indlklenmesine olanak saglamaktadir. Bu
nedenle, son yillarda ferroptozu konu alan ¢aligmalar kanser tedavisindeki potansiyeli
nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Cok sayida arastirmaci, ferroptoz indiiksiyonunun
kanser hiicrelerinde kemoterapiye karsi hassasiyeti arttirdigini bildirmistir. Chen ve
arkadaglarinin  yaptigi bir c¢alismada, ferroptoz indiikleyicisi olan erastinin
glioblastoma hiicrelerinde temozolomide kars1 hassasiyeti arttirdig: tespit edilmistir
(Chen ve ark., 2015). Benzer sekilde Gao ve arkadaslar1 ferroptoz indiiksiyonunun
over kanserinde ¢oklu ilag direncine karsi etkili oldugunu rapor etmistir (Gao ve ark.,
2019).

Bu tez calismasinda, yukaridaki verilere paralel olarak, klinikte yaygin
kullanilan kemoterapotiklerden sisplatin, dosetaksel ve etopozidin ferroptoz
indiksiyonu Uzerinden ¢esitli meme kanseri hiicrelerindeki etkinliklerinin arttiritlmasi
hedeflenmistir. Bu amagla, oncelikle kemoterapdtiklere ait sitotoksik dozlarin
belirlenmesi i¢in hiicre canlilik testleri yapilmis, daha sonra ferroptoz indiikleyicisi
olan erastin ile kombinasyonlar1 uygulanarak sinerjik etkinin goriildiigii doz araliklar1

belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda, tekli uygulamalarin ve ferroptoz
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indiikleyicisi erastin ile birlikte kombinasyon uygulamalarinin ferroptotik yolaklar
Uzerindeki etkileri arastirtlmistir. Ayrica iki farkli meme kanseri hiicre hatti
kullanilarak elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasi yapilmis, ¢alismada kullanilan

dozlarm saglikli meme dokusu hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri de incelenmistir.

Sisplatin, yaygin olarak kullanilan antikanser ajanlardan biri olmasina ragmen,
ciddi toksik yan etkileri bulunmaktadir. Ayrica siklikla direng gelisimi sebebiyle
tedavide istenen etkinligi gosterememektedir (Koberle ve ark., 2010). Bu
dezavantajlar1 elimine edebilmek igin karboplatin, oksaliplatin gibi farkli platin
tiirevleri denenmis olsa da, benzer yan etkiler ve/veya direng gelisimi bu tiirevlerde de
goriilmiistiir. Bu nedenle platin bilesiklerin etkinliginin arttirilmasinda kombinasyon

uygulamalari 6n plana ¢ikmaktadir (Cocetta ve ark., 2020).

Sisplatin ile indiiklenen sitotoksisitenin artan ROS diizeyleri ile iliskili oldugu
belirtilmektedir (Obre ve Rossignol, 2015). Sisplatinin GSH diizeylerini azaltti1,
NADPH oksidaz sistemini indiikledigi ve bu nedenle antioksidan kullanimimin
sisplatin etkilerini reverse ettigi rapor edilmistir (Banfi ve ark., 2004; Volarevic ve
ark., 2019). Sisplatin etkinliginin kanser hiicrelerinde yetersiz olmasinin temel
sebepleri arasinda sisplatin-DNA etkilesiminin engellenmesi ve apoptotik yolaklarin
baskilanmasi yer almaktadir (Galluzzi ve ark., 2012). Bu baglamda, sisplatinin
oksidatif stresi arttirict etkisi baz alinarak alternatif yolaklar {izerinden kanserde hiicre
oliimiinii indiikleme potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin Zhang ve
arkadaslarinin akciger kanseri {lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada kanser hiicrelerinde
GPX4 ekspresyonunun normal hiicrelere oranla artig gosterdigi rapor edilmistir. GPX4
inhibitérd olan RSL3'iin uygulanmasi sonucunda ferroptoz aktivasyonu lzerinden
hicrelerin sisplatine karsi hassasiyetinin arttigi in vitro ve in vivo deneylerle
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2019). Benzer sekilde, Liu ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada sisplatine direngli osteosarkom hiicreleri ele alinmig, bu hiicrelerde
ferroptoz inhibitéri Nrf2 ekspresyonunun ve ayrica GPX4 ekspresyonunun artis
gosterdigi tespit edilmistir. RSL3 ve erastin uygulanan direngli osteosarkom

hiicrelerinde ferroptoz belirtecleri olan lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres
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diizeylerinin arttig1, buna bagli olarak sisplatin direncinin kirildig1 rapor edilmistir

(Liu ve Wang, 2019).

Bu tez ¢alismasinda, sisplatin tekli olarak ve erastin ile kombinasyon seklinde
meme kanseri hiicrelerine uygulanmistir. Hiicre canlilik deneylerinden elde edilen
verilere gore, sisplatinin uygulanmasi sonucu 24.saatte 50 uM'dan diisiik dozlarda
hicbir hiicre hattinda sitotoksik etki gézlenmemistir. Ancak erastin ile kombinasyon
seklinde uygulandiginda, t¢li negatif MDA-MB-231 hicrelerinde 1 uM dahil olmak
Uzere sisplatinin tim dozlarinda anlamli sinerjik etki tespit edilmistir (CI<1). MCF-7
hicrelerinde ise tum dozlarda antagonist etki goriilmistiir (CI>1). Bu nedenle,
caligmanin devaminda erastin (1 uM ) ve sisplatin (1 uM) kombinasyonunun yalnizca
MDA-MB-231 hiicrelerindeki ferroptotik etki mekanizmas1 arastirilmistir.
Ferroptozda oksidatif stres artis1 goriildiigiinden, bu hiicrelerde Oncelikle ROS
diizeyleri 6l¢iilmiis, kontrol grubuna ve erastin uygulamalarina kiyasla sisplatin-
erastin kombinasyonunun ROS diizeylerini anlamli oranda arttirdig: tespit edilmistir
(p<0,05). ROS diizeylerinin artmasina paralel olarak hiicrede GSH diizeyleri ve GPX
enzim aktivileri de Olglilmiistiir. Her ikisinin de kontrol grubuna ve erastin

uygulamalarina kiyasla anlamli oranda baskilandig1 belirlenmistir (p<0,05).

Ferroptotik hucre 6limunde mitokondri membran hasari da goriilmektedir.
Mitokondri membran potansiyelinin bozulmasi sonucu, mitokondriyal demir ve ROS
molekiillerinin sitoplazmaya dagilarak ferroptoz indiiksiyonuna katki sagladiklari
bildirilmektedir (Takashi ve ark., 2020). Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneylerle
sisplatin ve erastin kombinasyonunun mitokondri membran potansiyeli Uzerindeki
etkisi incelenmis ve depolarize-canli hiicre popiilasyonunda kontrol grubuna oranla
anlamli diizeyde artis goriilmiistiir (p<0,05). Ferroptozda goriilen 6nemli olaylardan
biri de demir bagimli lipid peroksidasyonudur (Cao ve Dixon, 2016). Bu nedenle,
sisplatin-erastin uygulamalarimin hiicre i¢i demir diizeylerini regiile eden IREB2 ve
FPNI protein ekspresyonu iizerindeki etkisi ve ayrica lipid peroksidasyonunda gorevli
olan ACSF2 protein ekspresyonu iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Western blot
analizinden elde edilen sonuglara gore, FPN1 protein ekspresyonunda anlamli bir
farklihk  gozlenmezken, sisplatin-erastin  kombinasyonunun IREB2 protein

ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla 5,47 kat arttirdig: tespit edilmistir. ACSF2
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ekspresyonuda ise 3,84 kat artig gozlenmistir (p<0,05). Ayrica lipid peroksidasyon
urind olan MDA diizeyleri de 6l¢iilmiis, beklendigi tizere MDA diizeylerinin de
kontrol grubuna ve erastin uygulamasina kiyasla anlamli oranda arttig1 goriilmiistiir
(p<0,05). MDA-MB-231 hucrelerine uygulanan sisplatin (1 uM) ve erastin (1 uM)
kombinasyonu saglikli meme dokusu hucreleri MCF-10A’ya uygulandiginda ise elde
edilen hiicre canlilik degerleri % 100,38 * 4,18 olarak tespit edilmistir. Bu deger
MDA-MB-231 hucrelerinde % 56,04 = 8,81 olarak olglilmiistiir. Bu verilere gore,
erastin ile ferroptoz indiksiyonunun sisplatinin etkinligini selektif olarak arttirdigi,
iicli negatif meme kanseri hiicrelerinde giiglii sinerjik etki gdstermesine karsin,

saglikli hiicrelere zarar vermedigi gézlenmektedir.

Erastinin Ostrojen reseptori pozitif MCF-7 hiicrelerinde sisplatin etkinligini
arttirmadig1 goriilmiistiir. Bu durumun muhtemel sebebi olarak Ostrojen reseptoriiniin
ferroptotik  yolaklarin inhibisyonunda rol almasi diisiiniilmektedir. Yu ve
arkadaslarinin yaptigi1 bir ¢alismada, transferrin ekspresyonunun, ostrojenik aktivite
varliginda down-regiile oldugu, Ostrojen reseptorii baskilandiginda ise ferroptotik
aktivitede artis gorildiigi tespit edilmistir (Yu ve ark., 2019). Belkaid ve
arkadaglarinin yaptig1 bir baska c¢alismada ise Ostrojenik aktivitenin meme kanseri
hiicrelerinde doymamis yag asiti Uretiminde goérev yapan stearoil-coA desatiiraz-1
(SCD-1) ekspresyonunu up-regiile ettigi goriilmiistiir (Belkaid ve ark., 2015). SCD-1
enzimi kanserlerde yiiksek diizeyde bulunmaktadir ve baskilanmasi ile ferroptotik
aktivitede artis gézlenmektedir (Xuan ve ark., 2022). Ayrica dstrojen reseptoriiniin
baskilanmasina bagli olarak ferroptoz inhibitdrii Nrf2'nin de baskilandig1 belirtilmistir
(Cook ve ark., 2014). Tim bu veriler, Ostrojen reseptorii varhginin ferroptotik
yolaklarm inhibisyonuna yol acabildigini gostermektedir. Ayrica hem SCD-1
enziminin hem de Gstrojen reseptoriiniin ¢esitli kanserlerde sisplatin direncine yol
actig1 da literatiirde belirtilmektedir (Goto ve ark., 2020; Matsumura ve ark., 2017;
Xuan ve ark., 2022). Bu durum, MCF-7 hucrelerinde sisplatin ve erastin uygulanmasi

sonucu sinerjik etkinin goriilmeme sebebini agiklayici niteliktedir.

Dosetaksel, meme kanserinde yaygin olarak kullanilan antikanser bilesiklerden

biridir. Ancak ciddi toksik yan etkileri sebebiyle monoterapi seklinde kullanimi
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siirhidir ve genellikle diger antikanser bilesiklerle kombinasyonu tercih edilmektedir
(Karki ve ark., 2014; Radaideh ve Sledge, 2008). Dosetakselin mikrottbul inhibisyonu
yaninda hiicrelerde oksidatif stresi de arttirdig literatiirde bildirilmektedir (Hung ve
ark., 2015). Ayrica yapilan bir c¢alismada dosetaksele direncli meme kanseri
hlcrelerinde antioksidan enzimlere ait gen ekspresyonlarinin arttigi belirtilmistir
(Pennington ve ark., 2005). Bu bilgilerden hareketle, oksidatif stresin rol oynadigi
ferroptotik hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi ile dosetakselin etkinliginin arttirilmasi

hedeflenmistir.

Literatlirde dosetakselin ferroptotik hicre 6limui Gzerindeki etkisi ile ilgili
olduk¢a sinirli veri bulunmaktadir. Zhou ve arkadaslarimin yaptig1 bir ¢aligmada,
erastinin ferroptozu indiikleyerek over kanseri hiicrelerinde dosetakselin etkinligini
arttirdig tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2019). Benzer sekilde, yakin zamanda yapilan
iki ayr1 ¢alismada, direngli prostat kanseri hiicrelerinde ferroptoz indiiksiyonunun
dosetakselin etkinligini arttirdigi bildirilmistir. Yang ve arkadaslarinin yaptigi
arastirmada, erastinin ferroptozu indiklemenin yani sira androjen reseptorini de
down-regule ettigi ve dosetakselin sitotoksik etkisini arttirdigi rapor edilmistir (Yang
ve ark., 2021). Ayrica, ayni hiicre hatlarina artesunat uygulanmasi ile ferroptoz
aktivasyonu tizerinden dosetakselin etkinliginin arttigi1 da bildirilmistir (\Vakhrusheva
ve ark., 2022).

Tez caligmasi kapsaminda meme kanseri hucrelerine dosetakselin erastinle
kombinasyonu uygulanmis ve ferroptotik yolaklar {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Hiicre canlilik testlerinden elde edilen verilere gore 24.saatte MCF-7 hucrelerinde 0,5
UM ve tlizeri dozlarda anlamli sitotoksisite gézlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde
0,1 uM ve iizeri dozlarda anlamli sitotoksisite tespit edilmistir (p<0,05). Kombinasyon
uygulamalarinda ise her iki hiicre hattinda da sinerjik etki gozlenmistir. Ancak sinerjik
etkinin goriildiigii en diisiik dozlar MCF-7 hiicreleri icin 0,5 uM dosetaksel ve 10 uM
erastin iken, MDA-MB-231 hicrelerinde 0,1 uM dosetaksel ve 1 puM erastin
seklindedir. Dosetakselin ostrojen reseptorii pozitif ve negatif hastalarda tedavi
etkinligi yoniinden herhangi bir fark olusturmadigi yapilan arastirmalarda

gosterilmistir (Andre ve ark., 2010). Bu nedenle sisplatin ve erastin uygulamalarindan

78



farkl1 olarak dosetaksel ve erastin kombinasyonunda sinerjik etki gozlendigi
diistiniilmektedir. Ancak bu sinerjik etki tiglii negatif hiicrelere uygulanan dozdan daha

yliksek dozlarda gozlenmistir.

Calismanim devaminda ferroptotik yolaklar incelenmistir. Oncelikle, her iki
maddenin uygulandigi hiicrelerde ROS diizeyleri 6l¢iilmiis, her iki hiicre hattinda da
kontrol grubuna ve tekli uygulamalara oranla ROS diizeylerinin anlamli oranda arttig1
gozlenmistir (p<0,05). Benzer sekilde, dosetaksel ve erastinin uygulandigi hiicrelerde
GSH diizeyleri ve GPX enzim aktiviteleri incelenmis, her iki hiicre hattinda da kontrol
grubuna ve tekli uygulamalara oranla anlaml diizeyde baskilanma tespit edilmistir
(p<0,05). Buna paralel olarak, glutatyon tretiminde gorev alan SLC7A11 protein
ekspresyonu tiim uygulamalarda her iki hiicre hattinda da kontrol grubuna oranla
anlamli diizeyde baskilanmistir (p<0,05). Ancak MCF-7 hicrelerinde kombinasyon
uygulamasit SLC7A11 ekspresyonunu daha giiglii diizeyde baskilamistir.

Dosetakselin melanoma  hucrelerinde mitokondriyal membran
depolarizasyonunu indiikledigi belirtilmektedir (Mhaidat ve ark., 2007). Pawar ve
arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismaya gore ise, MCF-7 hicrelerinde dosetaksel
uygulamasinin ¢ok diisiik oranda depolarizasyonu arttirdig1 bildirilmistir (Pawar ve
ark., 2015). Bu tez ¢alismasinda farkli olarak, dosetaksel uygulamasinin MCF-7 ve
MDA-MB-231  hicrelerinde  mitokondriyal ~membran  depolarizasyonunu
degistirmedigi gorilmistir (p>0,05). Ancak dosetaksel ve erastin kombinasyonu
kontrol grubuna ve tekli uygulamalara oranla depolarizasyonu her iki hiicre hattinda
da anlamli oranda arttirmistir (p<0,05). Bunun yaninda, ferroptozun en onemli
belirteclerinden lipid peroksidasyon dizeyleri de incelenmistir. Dosetaksel ve
erastinin tekli ve kombinasyon uygulamalarinda lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA
diizeyleri her iki hiicre hattinda da anlamli oranda artmistir. Ancak kombinasyon
uygulamas: tekli uygulamalara oranla MDA miktarmi1 daha yiiksek diizeyde
arttirmistir (p<0,05). Buna karsin, lipid peroksidasyonunda gorev alan ACSF2 protein
ekspresyonu tiim uygulamalarda kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde artarken,
tekli uygulamalarla kiyaslandiginda kombinasyon uygulamast ACSF2 ekspresyonunu

MCEF-7 hiicrelerinde daha yiiksek diizeyde arttirmistir (p<0,05).
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Ferroptozda hucre ici demir duzeylerinin regllasyonunda gorev yapan
proteinlerden IREB2 ve FPN1 ekspresyon diizeyleri, dosetaksel ve erastine maruz
birakilan hiicrelerde western blot yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen verilere gore,
her iki hiicre hattinda da kontrol grubuna oranla IREB2 ekspresyonunda artis
gozlenmistir. Ancak MDA-MB-231 hiicrelerinde bu artis daha giiclii diizeyde
gergeklesmistir. Bununla birlikte dosetaksel ve erastin kombinasyonu FPNI1
ekspresyon dlzeylerini MDA-MB-231 hiicrelerinde degistirmezken, MCF-7
hiicrelerinde anlaml1 oranda baskilamistir. Bu bulgular demir diizeylerini regiile eden
proteinlerin hiicre i¢ci demir miktarmi1 arttiracak yonde eksprese oldugunu

gostermektedir.

Dosetaksel ve erastin uygulamalarinda kullanilan dozlarin, normal meme
dokusu hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri de incelenmistir. Hiicre canlilik
testlerinden elde edilen verilere gére, MCF-7 hiicrelerine uygulanan dozlarin (0,5 uM
dosetaksel ve 10 uM erastin), MCF-10A hiicrelerinde anlamli oranda daha yiiksek
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Kombinasyon uygulamalarindan
elde edilen hiicre canlilik degerleri MCF-7 icin %78,10 + 4,75 iken, MCF-10A’dan
elde edilen canlilik degeri %56,12 + 2,47 olarak tespit edilmistir. Buna karsin, MDA -
MB-231 hucrelerine uygulanan dozlarin (0,1 pM dosetaksel ve 1 uM erastin) MCF-
10A hiicrelerine uygulanmasi ile elde edilen canlilik degerleri %84,13 + 1,70 olarak
Olgilmiigtir. Bu deger MDA-MB-231 hicrelerinde %49,78 = 2,21 olarak
belirlenmistir (p<0,05). Tlm bu verilere gore, dosetaksel ve erastin kombinasyonunun
iclii negatif meme kanseri hiicrelerinde, saglikli ve Gstrojen reseptorii pozitif meme
kanseri hiicrelerine kiyasla daha giiclii sitotoksik etki gosterdigi goriilmektedir. Ayrica
ferroptotik belirteglerin arastirilmasindan elde edilen sonuglara gore, dosetakselin tekli

olarak da ferroptozu indiikleme potansiyelinin oldugu anlasilmaktadir.

Etopozid, oksidatif stresi indiikledigi bilinen antikanser bilesiklerden biridir.
Ayrica mitokondri membran hasarina yol actig1 da literatiirde rapor edilmistir (Lee ve
ark., 2016). Temel etki mekanizmasi DNA replikasyonunun inhibisyonu olmasina
karsin, kanser hiicreleri etopozidin bu etkisine yonelik siklikla direng

gelistirebilmektedir (Alpsoy ve ark., 2014; Shin ve ark., 2016). Bu nedenle, ferroptoz

80



aktivasyonu ile etopozidin etkinliginin arttirllmast hedeflenmistir. Literatlirde
etopozidin ferroptotik potansiyeli ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak etopozid
etkinliginin ferroptoz aktivasyonu iizerinden arttirilabilecegine dair iki ¢aligma yer
almaktadir. Hassannia ve arkadaglarinin yaptig1 bir arastirmada, dogal kaynakli bir
bilesik olan Withaferin’in noroblastoma htcrelerinde Nrf2 ve GPX4 inhibisyonu
iizerinden ferroptozu aktive ederek, hiicrelerde etopozide karsi hassasiyeti arttirdigi
gozlenmistir (Hassannia ve ark., 2018). Diger ¢alismada ise etopozid ile ferroptozu
indiikledigi bilinen sulfasalazin kombinasyon seklinde néroblastoma kok hiicrelerine
uygulanmis ve etopozid etkinliginin ferroptoz indiiksiyonu iizerinden arttig1 tespit

edilmistir (Monteleone ve ark., 2021).

Bu amagla, etopozid ve erastin meme kanseri hiicrelerine uygulanmis ve
ferroptotik yolaklar tizerindeki etkileri arastirilmistir. Hiicre canlilik testlerinden elde
edilen verilere gore, etopozid ve erastin kombinasyonunun uygulanmasi sonucu
yalnizca MCF-7 hiicrelerinde sinerjik etki goriilmiistiir (p<0,05) (CI<1). Bu nedenle
caligmaya MCF-7 hicreleri ile devam edilmistir. 24.saatte etopozid uygulamasinda
yalmizca 50 pM dozda anlamli sitotoksik etki gdzlenirken, erastin ile
kombinasyonunda 1 uM dahil etopozidin tiim dozlarinda sinerjik etkiye rastlanmistir
(CI<1). Calismanin devaminda 1 uM etopozid ile 10 uM erastin kombinasyonunun
MCEF-7 hiicrelerinde ROS diizeylerine etkisi incelenmis, kontrol grubuna ve erastin
uygulamasina kiyasla ROS diizeylerinin anlamli oranda arttig1 goriilmiistiir (p<0,05).
Benzer sekilde GSH diizeyleri ile GPX enzim aktivitelerinin de kontrol grubuna ve
erastin uygulamasina kiyasla giiclii sekilde baskilandigi tespit edilmistir (p<0,05).
Ayrica mitokondriyal membran depolarizasyonunun da kombinasyon uygulamasi ile

anlamli diizeyde arttig1 gézlenmistir (p<0,05).

Etopozid ve erastin kombinasyonunun MCF-7 hcrelerinde lipid
peroksidasyonu tizerindeki etkisi incelendiginde, kontrol grubuna ve erastin grubuna
oranla MDA miktarinin anlamli oranda arttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Buna paralel
olarak lipid peroksidasyonunu regiile eden ACSF2 protein ekspresyonu da
kombinasyon uygulamasi ile anlamli oranda artis gostermistir (p<0,05). Demir

metabolizmasinin regiilasyonunda gorev alan IREB2 protein ekspresyonunun kontrol
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grubuna oranla arttig1 goriliirken, FPN1 protein ekspresyonunun da kontrol grubuna
oranla anlamh diizeyde azaldig1r gozlenmistir. Ancak erastin ile kombinasyon
uygulamalar1 arasinda anlamli farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Buna karsin,
GPX4 protein ekspreyonunun kombinasyon uygulamasi ile daha gii¢lii oranda
baskilandig1 goriilmiistiir. Bu verilere gore, etopozid ve erastin kombinasyonunun
oksidatif stres ve lipid peroksidasyon indiiksiyonu {izerinden ferroptotik yolaklar1

aktive ettigi diigtiniilmektedir.

MCF-7 hiicrelerine uygulanan etopozid ve erastin dozlarinin saglikli MCF-
10A hiicrelerine uygulanmasiyla elde edilen sitotoksik etkiler karsilastirilmistir. Buna
gore, 1 pM etopozidin her iki hiicre hattinda nontoksik oldugu gozlenirken, 10 pM
erastinin  MCF-10A hiicrelerine daha toksik oldugu tespit edilmistir. Ancak
kombinasyon uygulamasimin MCF-7 hiicrelerine anlamli oranda daha toksik oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). S6z konusu uygulama sonucu MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen
hiicre canlilik oran1 %63,42 + 3,26 iken, MCF-10A hiicrelerinde bu degerin %81,69 +
3,53 oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde Ostrojenik aktivitenin ferroptotik yolaklar1 inhibe ettigine dair
bulgular yer almasma ragmen, etopozid ve erastin kombinasyonunun diger
uygulamalardan farkli olarak Ostrojen reseptorii-pozitif MCF-7 hiicreleri Uzerinde
sinerjik etki goOstermesi, farkli hiicresel mekanizmalarin aktif oldugunu
diistindiirmektedir. Bu baglamda, ilag¢ disa atim (drug efflux) pompalarinin fonksiyonu
one ¢ikmaktadir. Literatiirde ABC transportlari olarak bilinen disa atim pompalarimdan
uc tanesinin (ABCB1, ABCC1, ABCC3) etopozid direncine yol agtig1 bildirilmektedir
(Cao ve ark., 2021). Hiicre i¢ine giren etopozid molekiilleri kisa siirede hiicre disina
pompalanmakta ve bdylece yeterli etki gosterememektedir. MCF-7 hicrelerinde
agirlikli olarak ABCBI transportu eksprese olurken, tcli negatif MDA-MB-231 ve
saglikli MCF-10A hiicrelerinde diger iki transport (ABCC1, ABCC3) eksprese
olmaktadir (Hiraga ve ark., 2011; Saxena ve ark., 2011). Zhou ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢calismada, MCF-7 hicrelerinde bulunan ABCB1 transportunun erastinin
hedef molekiillerinden biri oldugu, erastin tarafindan ABCB1 transportunun bloke

edilerek ilag molekiillerinin hiicre disina pompalanmasinin engellendigi tespit
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edilmistir (Zhou ve ark., 2019). Bu veriye dayanarak, MCF-7 hucrelerinde erastinin
etopozidin disar1 atilmasim1  engelledigi ve boylece etkinligini arttirdigi
diistiniilmektedir. Diger iki hiicre hattinda ise ABCC1 ve ABCC3 transportlari
iizerinden etopozidin hiicre disina atildigi ve bu sebeple sinerjik etkinin goriillmedigi

muhtemel bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, ferroptoz indiiksiyonu ile yaygin olarak kullanilan
kemoterapotiklerden sisplatin, dosetaksel ve etopozidin cesitli meme kanseri
hiicrelerindeki etkinliklerinin arttirillmas1 amaglanmistir. Elde edilen sonuglar,
ferroptotik hiicre 6liimiiniin kemoterapdtik etkinliginin arttiritlmasina olumlu yonde
katki sagladigini gostermektedir. Ancak bu katki, kullanilan antikanser bilesige gore
ve meme kanseri alt tiiriine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Caligmadan elde
edilen verilere gore, Ucli negatif meme kanseri hiicrelerinde sisplatin ve erastin
kombinasyonu sinerjik etki gosterirken, ostrojen reseptori-pozitif meme kanseri
hiicrelerinde etopozid ve erastin kombinasyonu sinerjik etki gostermistir. Dosetaksel
uygulamalarinda ise her iki hiicre hattinda da sinerjik etki goriilmiistiir. Ancak

uygulanan dozlar hiicrenin tiiriine gore degiskenlik gostermistir.

Literatiirde yer alan bulgulara ve bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara
gore, ferroptoz indiiksiyonunun kanser tedavisinde olumlu yonde etkilerinin oldugu
goriilmekle beraber, daha kapsamli pre-klinik ve klinik calismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica ferroptoz indiiksiyonunun olast yan etkilerinin de
aydinlatilmasi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi ag¢isindan Onem arz

etmektedir.
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OZET

Cesitli Kemoterapétiklerin Meme Kanseri Hiicreleri Uzerinde Ferroptozu Indiikleyici
Etkilerinin Arastirilmasi

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser
tirtidiir. Mevcut tedavilerin yetersizligi sebebiyle, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
onem arz etmektedir. Bu baglamda, yakin zamanda tanimlanmis olan ferroptoz, bilinen diger
hiicre 6liim mekanizmalarindan farkli olmasi ve geleneksel tedavilere direngli hiicrelerde dahi
etkili sonu¢ vermesi nedeniyle kanser tedavisinde {imit vadeden bir yaklasim olarak
goriilmektedir. Ferroptotik hiicre 6limii, demir bagmml lipid peroksidasyonu, glutatyon
eksikligi, glutatyon peroksidaz-4 inaktivasyonu ve buna bagli olarak artan oksidatif stres ile
karakterizedir. Yapilan ¢ok sayida calisma, ferroptotik hiicre oliimiiniin indiiklenmesi ile
kanser tedavisinde kemoterapi etkinliginin arttirilmasi, ilag direncinin 6nlenmesi gibi basarili
sonuglarin elde edilebildigini gostermistir. Bu tez calismasit kapsaminda yaygin olarak
kullanilan antikanser bilesiklerden sisplatin, dosetaksel ve etopozidin Ostrojen reseptori-
pozitif ve Ucll negatif meme kanseri hiicrelerinde ferroptotik etkileri arastirilmis ve ayrica
ferroptoz indiikleyicisi erastin ile kombinasyonlarinin etkileri incelenmistir. Bu baglamda,
hiicre canliliginin arastirilmasinda MTT deneyi uygulanmis, oksidatif stres, glutatyon
diizeyleri, glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, lipid peroksidasyonu ve mitokondriyal
membran potansiyeli ilgili kitlerle Ol¢iilmiistiir. Ferroptotik proteinlerin ekspresyonu ise
western blot yontemi ile incelenmistir. Caligmadan elde edilen sonuglara gore, sisplatin ve
erastin kombinasyonunun Ugcli negatif meme kanseri hicrelerinde ferroptoz aktivasyonu
Uzerinden sinerjik etki gosterdigi, buna karsin etopozid ve erastin kombinasyonunun Gstrojen
reseptoru-pozitif meme kanseri hiicrelerinde sinerjik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Dosetakselin ise her iki hiicre hattinda da ferroptozu aktive ettigi ve ayrica erastin ile
kombinasyonlarinin hem iiglii negatif hem de Ostrojen reseptdrii pozitif meme kanseri
hicrelerinde ferroptozu sinerjik olarak indiikledigi gozlenmistir. Sonuc olarak, ferroptoz
aktivasyonunun meme kanseri hiicrelerinde kemoterapétiklerin etkinligini anlamh oranda
arttirdigi tespit edilmistir.

Anahtar S6zcukler: Dosetaksel, etoposide, ferroptoz, meme kanseri, sisplatin.
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SUMMARY

Investigating Ferroptosis Inducing Effects of Various Chemotherapeutics on Breast
Cancer Cells

Breast cancer is the most commonly diagnosed type of cancer among women in the
world. Due to the inadequacy of existing treatments, it is particularly important to develop
new treatment strategies. In this context, ferroptosis, a recently defined cell death mechanism,
is considered to be a promising approach in cancer treatment, because it is different from other
known cell death mechanisms and yields effective results even in cells resistant to
conventional therapies. Ferroptotic cell death is characterized by iron-dependent lipid
peroxidation, glutathione deficiency, glutathione peroxidase-4 inactivation and consequently
increased oxidative stress. Numerous studies have shown that successful results can be
achieved by inducing ferroptotic cell death, such as increasing the effectiveness of
chemotherapy in cancer treatment and preventing drug resistance. In the present study, the
ferroptotic potential of commonly used anticancer compounds, cisplatin, docetaxel and
etoposide, were investigated in estrogen receptor-positive and triple-negative breast cancer
cells. Additionally, the effect of their combinations with ferroptosis inducer erastin were also
investigated. In this context, cell viability was assessed by the MTT assay. Oxidative stress,
glutathione levels, the activity of glutathione peroxidase, lipid peroxidation and mitochondrial
membrane potential were measured using relevant kits. Ferroptotic protein expressions were
investigated by western blot analysis. Results obtained from the study demonstrated that the
combination of cisplatin and erastin had a synergistic effect on the activation of ferroptosis in
triple negative breast cancer cells, whereas the combination of etoposide and erastin showed a
synergistic effect in estrogen receptor-positive breast cancer cells. On the other hand, it was
observed that docetaxel as a single treatment activates ferroptosis in both cell lines, and its
combination with erastin synergistically induces ferroptosis in both triple negative and
estrogen receptor positive breast cancer cells. In conclusion, the present study demonstrated
that the activation of ferroptosis significantly increases the efficacy of chemotherapeutics in
breast cancer cells.

Keywords: Breast cancer, cisplatin, docetaxel, etoposide, ferroptosis.
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