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OZET

Amag: Yaptigimiz literatiir taramasinda Somatostatin (SST) ve Vitamin C’nin (Vit C)
meme kanserinde membran lipid profili tizerindeki etkisi ile alakali bilgi bulamadik.
Gaz-likid kromatografisi, yag asitlerinin tayini i¢in uzun zamandir kullanilan son derece
gelismis bir tekniktir. Calismamizda meme kanseri hiicre soylarina ait MCF-7 ve MDA-
MB231 hiicrelerinin membran lipid profilini bu teknik ile belirlemeyi amagladik.

Yontemler: SST ve Vit C’nin inkiibasyonlarda kullanilacak dozlari, MTT testi ile
belirlendi. Yag asidi analizi i¢in 24 saat SST, Vit C veya SST+Vit C ile inkiibe edilmis
iki meme kanser hiicrelerinde membran lipid izolasyonu, ekstraksiyon, metil esterlerine
tirevlendirme ve gaz kromatografi aracilig1 ile karakterizasyon basamaklari sirasi ile
uygulandi. Ayrica bu hiicrelerin, hiicre sinyal iletiminde 6nemli rol oynayan MAPK ve
EGFR tizerindeki etkileri arastirildi.

Bulgular: MCF-7 meme kanser hiicrelerinde; Somatostatin ve Vitamin C kombini
omega-3, dekosapentaenoik asit, arasidonik asit mono-trans ve MUFA seviyelerini
arttirirken, omega-6 linoleik asit seviyesinin azalmasina neden oldu. MDA-MB231
meme kanser hiicrelerinde; Vit C, membranin yeniden sekillenmesinde 6nemli olan
stearik asit ve trans-linoleik asit seviyelerinin artmasina; arasidonik asit, DPA,
dokosahekzaenoik asid ve omega-6 linoleik asit seviyelerinin azalmasina yol agti. MCF-
7 meme kanser hiicrelerinde; SST, Vit C ve SST+Vit C MAPK ve EGFR diizeylerini
azaltti. MDA-MB231 meme kanser hiicrelerinde ise p-P44/42 MAPK diizeyinde azalis,
EGFR diizeyinde artig bulundu.

Sonug¢: Bulgularimiza dayanarak meme kanser hiicrelerinde lipid izomerizasyonu ve
sinyal yolaklarina sitostatik ve antioksidanin birlikte etki ettigi gosterilmektedir.
Lipidom analizi sonuglar1 SST+Vit C’nin indiikledigi yag asidi yeniden
diizenlenmesinin roliinii ve membranin énemini ortaya koyarken hiicre cevabinin ve
meme hiicre tiimorleri gibi hastaliklarin etkilenmesine yonelik lipid-tabanl stratejilerin

potansiyelini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Somatostatin, Vitamin C, Antioksidanlar



ABSTRACT

Objective: There is no information about the effect of Somatostatin (SST) and Vitamin
C (Vit C) on the membrane lipid profile in breast cancer. Gas-liquid chromatography is a
highly developed technique for the determination of fatty acids. In our study, we aimed
to determine the membrane lipid profile of MCF-7 and MDA-MB231 cells from breast
cancer cell lines by this method.

Methods: The doses of SST and Vit C to be used in incubations were determined by
MTT test. For fatty acid analysis, membrane lipid isolation, extraction, derivatization to
methyl esters and characterization steps in two breast cancer cells incubated with SST,
Vit C or SST+Vit C for 24 hours were used respectively. In addition, their effects on
MAPK and EGFR which play an important role in cell signal transduction were

investigated.

Results: MCF-7 breast cancer cells: SST and Vit C combination increased omega-3,
decosapentaenoic acid, arachidonic acid mono-trans and MUFA levels, while decreased
omega-6 linoleic acid levels. MDA-MB231 breast cancer cells: Vitamin C increased the
levels of stearic acid and trans-linoleic acid, which are important in reshaping the
membrane; in contrast, arachidonic acid, decosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid
and omega-6 linoleic acid levels decreased. We investigated the effect of these
compounds on two different signalling pathways in these cell lines. In MCF-7 breast
cancer cells; SST, Vit C and SST + Vit C reduced MAPK and EGFR levels. In MDA-
MB231 breast cancer cells; SST+Vit C decreased p-P44/42 MAPK and increased EGFR

levels.

Conclusion: Based on our findings, lipid isomerization and signaling pathways in breast
cancer cells have been shown to change in response to somatostatin, Vit C and their
combinations. The results of lipidome analysis highlighted the role of the SST+Vit C
induced fatty acid membrane remodeling, and suggest the potential of lipid-based

strategies for influencing cell response in breast cancer cells.

Key words: Breast cancer, Somatostatin, Vitamin C, Antioxidants
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1. GIRIS

Son yirmi yilda lipid arastirmalar1 artis gostermektedir. Biyolojik ¢alismalar, kimyasal
analitik; lipid metabolizmasi ve beslenme ile alakali saglik durumu arasinda ciddi
iliskiler kurmustur. Doku, organizma veya hiicrede toplam lipid profili olarak
'lipidom'un 6nemli oranda ¢alisilmasi i¢in kullanilan lipidomik analizi, son yillarda
aragtirmalarda siklikla bagvurulan teknolojidir. Fosfolipidler, trigliseritler gibi yag asidi
iceren yapilar 6nemli fonksiyonlara ve biyolojik-yapisal aktiVit Elere sahiptir. Lipidler
tranformasyonlar1 ve reaktiVit Eleri agisindan biyolojik-saglik anlaminda kritik role

sahip molekiillerdir (Lepionka ve ark., 2019).

Yag asitlerinin ¢esitleri cok fazladir. Yagin tiirine gore, yag asitlerinin miktar1 ve tiiri
degismektedir. Yag asitlerinin genelinde 4-24 arasinda karbon atomu bulunur. 16 ve 18
karbonlu yag asitleri, yaglarda yaygin olarak bulunur. Bu molekiillerdeki karbon
atomlar1 birbirine tek veya ¢ift bagla baglanir. Doymamis yag asitlerinin yapisinda ¢ift
bag, doymus yag asitlerinde tek bag bulunur. Bu ¢ift baglar genellikle cis
konfigiirasyonundadir. Homeoviskoz adaptasyonda, cis geometri kilit 6zelliktir. Ciinkii
membran homeostazisi cis doymamis ve doymus yapilar arasindaki denge ile devam
eder. Esansiyel olusundan dolay1 cis geometri ¢coklu doymamis yag asidi (PUFA) ve
tekli doymamis yag asidi (MUFA) biyosentezi sirasinda bolge stereo-selektif enzimatik
aktiVit E ile kontrol edilir (Sellem ve ark., 2018). Doymamis yag asitleri sinyal aktiVit
Esi ve metabolik fonksiyonlar sirasinda meydana gelen oksidatif stres ile baglantlilidir.
MUFA ve PUFA’lar biyokimyasal agidan etkilenir ve saglik problemlerine sebep olur
(He ve ark., 2018). Uzun yillardir, MUFA ve PUFA cis ¢ift bag geometrisi dikkat
cekmistir. Termodinamik olarak stabilligi az olan cis izomer yapi, dogal lipidlerde sik
goriilmektedir (Chatgilialoglu ve Ferreri, 2005; Ferreri ve Chatgilialoglu, 2005).
Hidrojenasyon sirasinda bazi ¢ift baglar konfigiirasyon degistirerek “Trans” sekle
doniistir. Trans yaglar (endiistriyel olarak iiretilen) sagliksizdirlar, ¢iinkii metabolizmada
trans yaglari yikan uygun enzimler olmadigi i¢in parcalanamazlar. Biyolojik
membranlar biiyiik oranda protein, ve lipidden, diisiik miktarda karbonhidratlardan
olusur. Biyofiziksel ozelliklerinin biyolojik cevap ile alakali olmasi nedeni ile kritik
oneme sahiptirler. Membranlarin biyolojik fonksiyonlar1 temel fizik prensiplerine gore

1



kontrol edilmektedir. Hiicre membraninin gorevini yapabilmesi igin ¢ift baglarin cis
konfigiirasyonlarinda olmas1 dnemlidir. Kanser tedavisinde kullanilan baz1 radyasyon ve
kemoterapotiklerin reaktif oksijen tiirleri meydana getirdigi bilinmektedir. Dokularda
meydana gelen serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS); karbonhidrat, protein,
DNA ve lipidler vs. biyolojik acidan 6nem arzeden molekiillere zarar verebilmektedir
(Bergandi ve ark., 2019).

SST onemli bir ndropeptiddir, farkli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. En Onemli
fonksiyonu, hiicre proliferasyonunu inhibe etmesidir. SST analoglar1 hepatoselliiler
karsinomlarda c¢ok yaygin kullanilmaktadir. Ayrica, SST’nin gastrointestinal kanal
tizerinde giiclii inhibitor etkisi vardir (Ulaner ve Bodei, 2019). Vitamin aliminin da
kanser olusumunu engelledigi farkli galismalarda ifade edilmektedir. Vit C oksidan
molekiilleri ortamdan uzaklastirir. Serbest oksijen radikalleri DNA’da kiriklar
olusturarak kanser gelisimini hizlandirir. Bu nedenle antioksidan maddeler kanserden
korunma mekanizmasinda onem arz eder (Rubis ve ark., 2019). Calismamizda SST ve
Vit C’nin meme kanseri hiicreleri membran lipid profili {izerine olan etkisi karsilastirildi
ve SST+Vit C kombinasyonun uygulanmasiyla sonuglar arastirildi. Lipid profilinin
tayininde en etkili metod gaz kromatografisidir. Gaz kromotografisiyle, yag asitleri metil
ester tlirevlerine donistiiriilmektedir. Calismamizda meme kanseri hiicrelerine ait
membran lipid profili bu metod ile belirlendi ve analiz sonucunda membranda bulunan
yag asitlerinin profilleri tanimland1 ve cis-trans izomerleri ylizdeleri ile birlikte
gosterildi. Literatiirde SST ve Vit C’nin membran lipid profili iizerine etkisinin
arastirildigr bir calisma yoktur. Bu sebepten, caligmamiz literatiire 151k tutatcak
niteliktedir. Ayrica belirlenen dozlarda SST, Vit C veya SST+Vit C kombinasyonu ile
inkiibe edilen hiicrelerde MAPK ve EGFR proteinlerinin ekspresyon tayinleri yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Kanser; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi-invazyon-metastaz ile karakterizedir. Siireg
genellikle hiicrenin genetik mutasyonu ile baslar. Sirayla hiicrelerin kontrolsiiz olarak
cogalmasi, dokulara invazyonu ve baska dokulara metastaz agsamalari izler (Steinfort ve
ark., 2016). Meme hastaliklariyla alakali ilk yazili kayitlar Misir’da bulunmustur. Meme
kanserinin oran1 Cin’de, Afrika’da, Dogu Asya iilkelerinde disiiktiir. Giiney
Amerika’nin bazi kisimlarinda, Kuzey Amerika’da Brezilya-Arjantin dahil yiiksek
oranlarda meme kanseri gériilmektedir. Kadinlarda bu oran menopoz siirecine kadar yas
ile artig gostermektedir. Over sikluslarinin toplam sayisinin artmasiyla meme kanseri
riski artmaktadir (Bhikoo ve ark., 2011). Meme kanserlerinin meydana gelmesi ve
gelismesinde  Ostrojen (E2) olmak tizere birka¢ hormonun da rol oynadigi
bildirilmektedir. Bu sebebten dolay: erkeklere oranla kadinlarda meme kanseri yiiz kat
daha sik goriilmektedir (Ji ve ark., 2016). Gegmis yillarda birgok baskilayict genin ve
onkogenin kesfedilmesi ile hastaligin steroid diizenleyici yolaklarla iliskisi ve
progresyonuyla biiyiime faktorlerinin etkileriyle aydinlatilmaya baglanmistir (Holst-
Hansen ve ark., 2001). Ama giiniimiizde hala meme kanserinin olusma nedenleri tam
olarak bilinmemektedir. Giliniimiizde meme kanseri kronik bir hastalik olarak
goriilmektedir. Meme kanseri hastalar arasinda tanidan sonraki dogal seyir farkliliklar
teskil etmektedir. Ornegin ayni ebatta tiimdre sahip takip grubundaki hastalarm
bazilarinda tiimor niiksii kisa siirede tespit edilirken, diger hastalarin saglikli yasamaya
devam ettigi goriilmektedir. Meme kanseri olan hastalar arasindaki biyolojik davranig ve
Klinik farkliliklarini, hastaligin hizla ilerleyebilecegi yiiksek riskli grubu tespit etmek
i¢in kullanilan prognostik faktorler vardir (Miyan ve ark., 2016; Parsa ve ark., 2016).
Meme kanserleri histolojik olarak iki ana gruba ayrilir; invaziv ve in situ karsinomlar.
Neoplastik hiicreler invaziv karsinomda, bazal membran1 gecerek stromaya invazyon
gostermektedir. Fakat malign epitelyal hiicreler, in situ karsinomda bazal membranla
cevrilidir ve asinus-duktus iginde sinirli bir sekildedir. In-vitro olarak, meme kanseri
hiicre soylar1 ile meme kanseri arastirmalari yapilmaktadir. Bunlara 6rnek; T47D, MDA-

MB231 ve MCF-7 hiicre soylar1 mevcuttur. Bu hiicre soylar1; dstrojen-progesterona



pozitiftir ve negatifligi ile invazyon ozellikleri sebebiyle farklilik gostermektedir. T47D
hiicresi duktal karsinoma kaynakli Ostrojen ve progesteron pozitif, invazif degildir.
MCEF-7 hiicresi, insan adenokarsinomu kaynakli, dstrojen pozitif, invazif degildir. MDA -
MB231 hiicresi, insan adenokarsinomu kaynakli, 0strojen negatif, invazif bir hiicre
soyudur. Meme kanserinin sebepleri; ailesel %15, genetik %5-10 ve sporadik %70-80
olarak gosterilmektedir. Kadinlarda otuz yas iizeri risk artmaktadir. Menopoza giris
devresi oldugu i¢in 45-55 yaslar1 arasinda artis oraninda azalma, 55 yasindan sonraki
donemde goriilme orani hizli bir sekilde artmaktadir. Meme kanseri olan kadinlarin
%350’sinin 65 yasmi ge¢mis oldugu gorilmektedir ve bu da yasam boyu senelik
taramanin 6nemini gostermektedir (Scharl ve Salterberg, 2016). Meme fonksiyonu ve
gelismesi birden fazla hormonun etkisiyle meydana gelmektedir. Tiroid hormonlari,
oksitosin, biiyiime hormonu, kortizol, progesteron, dstrojen ve prolaktin bu hormonlarin
en onemlileridir. Bu hormonlarin salgilanmasi hipotalamus, overlarin nérohumoral ve
hipofiz kontroliindedir. In-vitro olarak meme {izerindeki etkileri gdsterilmistir. Fakat
insanda in-vivo olarak bazi hormonlarin etkileri net olarak bilinmemektedir (Quenel-
Tueux ve ark., 2015). Meme kanser hiicrelerinde; progesteron ve dstrojen hormonlari
promotor ve mutajenik etki gostermektedir. Ostrojen hormonunun, mutajenik etkisi
Ostrojen reseptorler ile diizenlenmektedir. Fonksiyonel dstrojen reseptoriine sahip olan
meme kanser hiicresinde Ostrojenin mutajenik etkisi, hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda
ispatlanmistir. Basta meme kanseri olmak iizere, bir grup neoplastik hastalikta
progesteron ve Ostrojen reseptorlerinin prognostik onemi belirlenmistir (Giri ve ark.,
1989). Meme kanseri erken teshis ile tedavi edilebilir bir hastaliktir. Meme kanserinin
bugiin de bilinen en etkin tedavisi, tiimoriin Ve tiimorden kopan hiicrelerin yayildig: lenf
nodlarimin cerrahi olarak ¢ikarilmasi iglemidir. Radyoterapi ve kemoterapi diger tedavi
sekilleridir. Radyoterapi; kanser hiicrelerini ¢ogalmalarini onlemek- oldiirmek igin
yiiksek enerjili x 1sinlar1 veya diger tiirde radyasyonun kullanildigi bir tedavidir.
Kemoterapi ise anti-kanser ilaglarinin kullanilmasiyla tiimor hiicrelerinin biiylimesinin
kontrol altina alinmasi veya onlenmesidir (White ve ark., 2016). Tedavi sekli olarak,
meme kanseri kemoterapiye duyarlidir. Eger metastatik hastalikta sifa saglanamazsa,
kemoterapi ve eger hormon reseptorleri pozitifse aromataz inhibitorii veya tamoksifen

ilaglart ile uzun siireli yasam sunabilmektedir. Genelde kullanilan kemoterapétikler



taksan ve antrasiklin grubu ilaglaridir (Rau ve ark., 2015). Meme kanserinde uygulanan
hormonal tedavi ile 6strojen hormonu bloke edilir ve hormonun aktif duruma gegmesi
engellenir, boylece meme Kkanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi durdurulur. Bu tedavinin amaci
ise, cerrahi, kemoterapi yada radyoterapiden sonra viicudun herhangi bir yerinde kalmig
olabilecek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasmin dnlenmesidir. Meme kanseri tedavisinde,
rutin kanser tedavilerinde kullanilan hormon ve hormon antagonisti ilaglar 6nemli yer
tutar. Meme sintigrafisi; meme kanserinin teshis etmede farkli radyontiklidler kullanilan
invaziv olmayan bir goriinteleme metodudur. Galyum 67 isaretli somatostatin analoglari
ve meme sintigrafisi meme kanserinde rutinde kullanilmaktadir. Bu tetkik palpe
edilebilir meme Kkitlesi tasiyan hastalarda benign patolojilerin malign patalojilerinden
ayirt etmektede ek bilgi saglamaktadir (Brem ve ark., 2005). Meme kanserinin tedavisi;
tiimdriin evresi, biliylikliigii, biilyiime hizi ve molekiiler karakteristiklerine gore degisir.
Meme kanserinde uygun tedavinin se¢imi i¢in temel gereklilik, Oncelikle tiimoriin
yayilimi ve mikroskopik 6zelliklerinin tam olarak ortaya konulmasidir. Kullanilan tani
araglariin ve edinilen bilgilerin tiimii; hastaligin dogru evrelendirilmesine, niiks
risklerinin belirlenmesine ve tedaviye alinacak yanitin Onceden saptanabilmesine
yoneliktir. Son yillarda meme kanserinin tedavi edilebilir olmasi, tedavi edilememis
olgularla ilgili detayli serilere sahip olmayr engellemektedir. Uzun zamanli takipler,
istatistik ~ olarak  kiiratif tedavi uygulanan olgularin normal populasyonla
karsilagtirdigimizda daha yiiksek mortalite riski tasidiklarini ortaya koymaktadir.
Tedaviden yirmibes yil sonra bile meme kanseri sebebiyle gézlenen mortalite orani,
normal populasyona gore onbes kat daha fazladir. Son yillara bakildigi zaman meme
kanseri oraninda artig olmasina ragmen hastaligin mortalitesinde azalig vardir (Lundqvist
ve ark., 2016). Hastaligin tedavisinde erken evrelerinde radyoterapi ve cerrahiyle
beraber adjuvan amagli uygulanan kemoterapi ve ya hormonal tedavi hastalarin
sagkalimimda o6nemli iyilestirmeler gostermistir. Meme kanseri halen gelismelerin

yasandig1 ve yeni bilgilerin ortaya ¢iktig1 aragtirma alanidir.

2.2. Somatostatin
Somatostatin  hormonu, pankreasin Langerhans adaciklarinin D-hiicrelerinden ve
hipotalamustan salinan 14 aminoasitli bir peptitdir. Hipotalamustan biiyiime hormonu

salinmasimi inhibe eden endojen bir maddedir. Hipotalamus ekstresinden biiyiime
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hormonu salgilayan hormonun (GHRH) izolasyonu sirasinda tesadiif olarak
kesfedilmistir. Pankreas [ hiicrelerinden insiilin salgilatan her uyari, somatostatin’i D
hiicrelerinden hemen salgilatir. Somatostatin; inflamatuvar ve noroendokrin bir
hormondur (Eigler ve Ben-Shlomo, 2014). Birgok biiyiime faktorlerinin ve hormonlarin
salmimmin inhibe eder ve antiproliferatif etkisiyle hiicre dongiisii tizerinde etkisi vardir.
Damar kasilmasini da inhibe eder (Lauder ve ark., 1997). Vaskiiler yeni model
olusumunu (remodeling) engeller (Bruns ve ark., 2000). Hiicre ¢ogalmasimi ve
anjiyogenezi baskilar. Somatostatin’nin iki alt tipi vardir, bunlar somatostatin-14 (SST-
14) ve sekretuvar bir {irtin olan somatostatin-28 (SST-28)’dir. Somatostatin’in her iki
formu da ortak bir pro-hormonun, prohormon konvertaziyla degistirilmesinden sonra
meydana gelir. Bu iki peptid, dokularda farkli miktarlarda bulunup, norotransmitter
olarak ya da otokrin- parakrin etki ile salgilanma, néromodulasyon, hiicre biiyiimesi, diiz
kas kasilmasi ve besin absorbsiyonu gibi farkli fizyolojik etkiler olustururlar (Ding ve
ark., 2014). SST-14 hipotalamus, beyin ve retinada yogun olarak bulunur,

gastrointestinal sistemde bulunan formu SST-28’dir (Stengel ve ark., 2011).

2.3. Somatostatin Reseptorleri

Anatomik olarak SST dagilim1 ¢ok genistir. Bir¢ok hedef organdaki biyolojik etkilerini
bes farkli reseptor ailesiyle meydana getirir (Franck ve ark., 2017). SST reseptorlerinin
(SSTR) bes farkl: alt tipi, gen klonlama teknigi ile tanimlanmustir. Bu reseptorlerin farkli
alt tipleri degisik kromozomlar iizerindeki ayr1 genleriyle farkli hedef organda tek bagina
veya birlikte eksprese olur. Bu molekiiller farkli ikincil mesajcilara baglandig i¢in hiicre
ici etki mekanizmalar1 da farklidir. Bu reseptor alt gruplarin SST analoglarina baglanma
afiniteleri cesitlidir. Bu gesitlilik SST analoglarinin farkli tani-tedavi alanlarinda
kullanilmasina sebep olur (Y. C. Patel, 1997; Martin-Grace ve Tamagno, 2015; Dalm ve
ark., 2016).

Insandaki SST reseptorleri, kemirgendeki SST reseptorleriyle homoloji gostermektedir.
Bu oran SSTR1’de % 99 iken; SSTR3, SSTR4, SSTR5 daha az korunmustur, ayrica
%81-83 homoloji gosterir (Franck ve ark., 2017). Tiim SSTR reseptor alt tipleri G
proteinleri ile eslesmis ve SST-28-SST-14’¢ yiiksek affiniteyle baglanirlar. SST-28,
SSTR-5’e yiiksek affinite gostermesi digerlerinden farki ortaya c¢ikarir. SSTR-2 ve



SSTR-1 beyinde fazla bulunan iki alt tipidir. SSTR4 hipokampiiste en yogun bulunur.
SST’nin reseptoriiyle baglanmasi plazma zarinda bulunan inhibitér G-proteinlerinin
aktivasyonuna, hemen sonra adenil siklaz aktiVit Esini disiirerek hiicre igi siklik
adenozin monofosfat (CAMP) miktarinda azalmaya sebep olur. SSTR’nin G-proteinine
bagl diger ortak yollari, vanadat-duyarli fosfotirozin fosfataz enziminin aktivasyonuyla
mitojen-aktive protein kinazlarin (MAPK) modulasyonudur. SSTR’nin baska gruplari,
aynm zamanda voltaj bagimli K kanallarina, Na'/H" kanallarma, Ca’ kanallarina,
glutamat reseptorlerine, fosfolipaz C ve fosfolipaz A’ya baglidir. Hiicre igi Ca® ve
CAMP seviyesinin azalmasiyla, hormon sekresyonun azalmasi 6nemli mekanizmadir.
SST, fosfotirozin fosfataz ve MAPK proteini iizerindeki etkileriyle, tiimor hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe etmektedir (Theodoropoulou ve Stalla, 2013).

SST analoglar1 olan, Octreotid asetat (SMS 201-995), ve Vapreotid’in (RC 160) civciv
embriyo koryallantoik zar gelisim sirasinda olusan neovaskiilarizasyonu inhibe ettikleri
gosterilmistir (Woltering ve ark., 1991). Giglii bir SST analogu olan Octreotid asetatin
koryoallantoik zar modelinde SSTR-2 ile baglanip anjiyogenezisi inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu etkisini G proteinlerinin inhibitor alt tipleri, Ca ve c-AMP araciligiyla
meydana getirir (P. C. Patel ve ark., 1994). Giiniimiizde konservatif tedaviye cevapsiz
vakalarda, SST’nin sentetik analogu oktreoitid siklikla kullanilmaktadir (Das ve Shah,
2010). SST analoglarinin inhibitor etkileri farelerde proliferatif retinopati modelinde
gdzlenmistir (Lutty ve ark., 2006). Insan gozii retina pigment epitel hiicrelerinde
imunhistokimyayla SSTR gosterilmis ve SSTR ekspresyonu insan retina pigment epitel
hiicre kiiltiiriinde reverse transkiptaz-PCR metoduyla dogrulanmistir (Sall ve ark., 2004).
Insan retina endotel hiicre kiiltiiriinde de, SSTR’nin varhigi gosterilmistir (Grant ve ark.,
1993).

2.4. Vitamin C

Canlilarda hiicre i¢i savunma sisteminin pargast olan ve ROS’un meydana gelmesini
engelleyen ya da etkilerini notralize ederek olusturduklari hasar1 diisiiren antioksidan
diye isimlendirilen birgok savunma mekanizmalart vardir (Kurutas, 2016).
Antioksidanlar direkt olarak serbest radikalleri/ROS’lar1 temizlerler ya da indirekt olarak

serbest radikalleri veya onlarin ara driinlerini metabolize edip zararsiz firiinlere



dontistiriirler (Lushchak, 2015). Antioksidanlar iki simifa ayrilir; endojen ve ekzojen.
Ekzojen antioksidanlar arasinda ise Vit C, asetilsistein, allopiirinol, trolox-C, folik asit,

adenozin, mannitol sayilabilir.

Ilk defa Albert Szent Gyorgyi Vit C’yi izole etmistir ve ‘’antiskorbiit 6z olarak
adlandirmigtir. Yetmise yakin yildir askorbik asidin etkileri arastirilmaktadir. Vit C
onemli bir antioksidandir, oksidan molekiilleri ortamdan kaldirir ayrica nitritleri rediikte
ederek nitrozaminlerin meydana gelmesini engeller. Okside Vit E’yi tekrar eski haline
getirereck boylece bu vitaminin antioksidan etkileri artar. E ve C vitaminiyle,
glutatyon’un serbest radikallere kars1 savasmada ciddi bir gorevi vardir. Birkag aragtirma
sonuglar1 15181inda bilim adamlar1 doku glutatyon seviyesini arttirmak ig¢in, yiiksek
maliyeti olan “’super oksidanlar’’ yerine, Vit C ‘yi kullanmislardir (Uetaki ve ark.,
2015). Vit C’nin hiicresel elemanlar1 (DNA gibi) koruma 6zelligi ve antioksidan aktiVit
Esine sahip olmasindan dolay1r kansere karsi koruyucudur. Vit C’nin kanser
tedavisindeki yararli etkilerinin vurgulandigi yaymlar bulunmaktadir. Fakat Vit C ile
yapilan gesitli aragtirmalarda, Vit C’nin meme kanseri olusumundaki koruyucu etkisi
konusunda ¢esitli ve ¢eligkili sonuglar bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada olumlu etki
bildirilirken (Hunter ve ark., 1993), ABD’de yapilan diger bir ¢alismada uzun siire Vit C
temin edenlerin ondort yillik takibi neticesinde kanser riskinin azalmasi gozlenmemistir
(Graham ve ark., 1991). Epidemiyolojik c¢alismalar son yillarda VitD’nin meme
kanserine karsi koruyucu rolii oldugunu goéstermistir (Tao ve ark., 2016). Fakat beta-
karoten ve Vit E,C gibi antioksidanlarin meme kanseri riskine etkisi yoniinde net-giiglii
bir kanit yoktur.

Akciger kanserlerinde, serum Vit C diizeyinin saglikli kontrol grubuna oranla anlamli
olarak azaldigi gozlenmistir (Comstock ve ark., 2008). Bir caligmada sigara igen grubun
lenfositlerindeki mikronukleus sayisiyla Vit C’nin koruyucu etkisini gostermislerdir
(Schneider ve ark., 2001). Farkli bir ¢alisma da sigara i¢icilerde ve igmeyenlerde, Vit
C’nin akciger kanseri riskini tiim histopatolojik tipler i¢in ve her iki cinsiyette diigmiis
oldugu gosterilmigtir (Jacob, 2000). Meme kanseri tanisindan sonraki ilk alti ayda
vitamin desteginin etkisine bakildiginda, antioksidan (Vitamin C, E) kullanimi ile

niiksiin %22, mortalitenin %18 azalmis oldugu gosterilmistir (Kleshchina lu ve Eliseev,



2011; Nechuta ve ark., 2011). Erken evre meme kanseri tanist almis olan hastalarin,
tanidan itibaren Vit C-Vit E antioksidan takviye kullanimi oran1 %83 olanlarda niiksiin
azalmis oldugu gozlenmistir (Greenlee ve ark., 2012). Bir meta analize gore meme
kanserinde diyetin etkisi, Vit C alimi tutarli-anlamli sekilde meme kanseri ile ters
orantilidir. Vit C seviyesi; doymus yag, Vit E ve beta-karoten alimindan daha 6nemli
oldugu ispatlanmigtir. Kanseri tedavi etmeden daha etkili ozelligi olarak Vit C’nin
kanseri onledigi s6ylenebilir. Yine de kanser hastalarina Vit C destegi 6nemlidir, ¢iinkii
bu hastalarin genelinde Vit C-eksikligi gozlenmektedir. Birde Vit C’nin immiin
fonksiyonlar1 kuvvetlendirici etkisi de vardir (Bozonet ve ark., 2015). Kanser tedavisi
sirasinda antioksidan Vit C takviye kullamimini destekleyen bulgular tam olarak

olgunlagmamastir.

2.5. Membran Lipidleri

Lipidler; benzen, kloroform, eter ve aseton gibi organik c¢oziiciilerde eriyen suda
erimeyen organik biyomolekiillerdir. Lipidlerin bir kismi dogrudan organizmada
yapilirlar, bityiik kismi ise organizmaya disaridan alinir. Esansiyel yag asitleri ve buna
benzer 6nemli lipidlerin mutlaka bu yag asitlerini ihtiva eden gidalarla disaridan takviye
olarak alinmasi gereklidir (Nguyen ve ark., 2019). Lipidler makromolekiiller arasinda bir
polimerleri olmamas: nedeni ile ayricalikhidir. Lipidlerin, yap1 ve fonksiyonlari
acisindan birbirlerinden farkli siniflart vardir (Andersson ve Koper, 2016). Biyolojik
membranlarin yapisinin  kesfi, membranlardaki lipitlerin suyla nasil etkilestiginin
anlagilmasiyla baglamistir. Pliny the Elder yaglarin sudaki etkilerinden ilk bahseden
kisidir (Vane, 2000). Biyolojik sistemlerde kompartmanlasma yolu ile biyolojik
olaylarin diizenlenmesi membranlarin gorevi arasindadir. Biyolojik membranlar protein,
lipid ve az miktarda karbonhidrattan meydana gelir (Kim ve Akoh, 2015; Reimhult,
2015). Membran lipidleri amfipatiktir; molekiiliin bir ucu hidrofilik, diger ucu
hidrofobiktir. Membranin esas yapisal elemani lipidlerdir. Fosfolipidler membranin
smirlayict yapisini meydana getirir.  Yasayan organizmalarda lipidlerin dinamik
olduklarinin gézlenmesi, sadece yapisal ve fonksiyonel rolleri olmadigini, ayn1 zamanda
in vivo transformasyonlar ve modifikasyonlara ugradiklarim1 ve bunun biyolojik
sonuglar1 oldugunu da gostermektedir (Schmitz ve ark., 2006). Yag asitleri doymus
(sature, SFA) ve doymamis (unsature) yag asitleri diye iki sinifa ayrilir. Doymamis yag
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asitleri geometrik izomerizme sahip olabilirler. Geometrik izomerizm genelde ‘cis’
seklinde goriilmektedir. Cift baglar etrafindaki -C atomlarmma bagli -H atomlarinin
konfigiirasyonuna bagli olarak sekillenen trans-cis seklinde iki izoform bulunmaktadir
(de Jong ve ark., 2014; Sieber ve Jehle, 2014). Okaryot organizmalarda doymamis yag
asitleri cis formundadir. Cift baga gore, cis formlarm zincirindeki radikaller kirilma
gosterdiginden, trans formlara gére molekiillerin boslukta kapladigi hacim daha fazladir.
Trans yag asitlerinin ac1 zinciri daha dogrusal ve cift bag agis1 daha kiigiiktiir. Trans yag
asitleri ayn1 zincir uzunlugu ve doymamislik derecesine sahip cis formlarina gore yiiksek
ergime derecesine sahiptirler. Cift bag ekseni etrafindaki radikallerin konumuna ve ¢ift
bagin yerine gore farkli izomerler olusur. Cift baglarin serbest radikallere karsi olan
reaktivitesi ¢ok iyi bilinmektedir. Serbest radikaller, cis-trans ¢ift bag izomerizasyonuna
sebep olmaktadir (Beld ve ark., 2015). Oksijen, sicaklik, 151k ve bazi Katalitik maddeler
ortamda oldugu zaman doymamis yag asitlerini i¢eren yaglar otooksidasyona ugrarlar.
Lipid peroksidasyonu; doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna sebep olup membran
lipidin yapisin1 degistirir ve hiicre yapi-fonksiyonunu olumsuz etki eden reaksiyondur.
Arastirmalar, radikal stres sonucunda trans izomer olusumunun gerceklesebildigini
gostermistir. Serbest radikallerin baglattigi lipid peroksidasyonu, zincir-tepkimesi
seklinde baslar ve ileri peroksidasyonlara kesinti olmadan devam eder. Basladiktan
sonra kendi kendine devam eden bu zincir reaksiyonlarin hiicre membraninda
olusturdugu hasar geri doniisiimsiizdiir. Lipid peroksidasyonunun baslangicinda reaktif
bir bilesik tarafindan poliansatiire yag asitinin metilen grubundaki (-CH2) H' atomu
koparilir (Kwiecien ve ark., 2014). Yag asidindeki ¢ift bagin varligi, yanindaki C-H
bagin1 zayiflattigindan buradan H' atomunun koparilmasi daha basittir. Bu sebepten
poliansature yag asitlerine sahip membran lipitleri, 6zellikle peroksidasyona duyarlidir.
Reaktif radikallerin bu saldiris1 sonucu, yag asit zincirinde bir ¢iftlesmemis elektron
meydana gelir. Bu da lipid radikalidir. Prensip olarak lipit peroksidasyonu, oksijen veya
lipit substratlarin tiiketilmesiyle sonlanir. Birgok calismada, serbest radikaller tarafindan
membran yag asitlerinin izomerizasyonu, liposomlar kullanilarak yapilan model
caligmalariyla aydmlatilmaya g¢alisilmistir. Biyolojik membranlarda meydana gelecek
lipit peroksidasyonu; membran potansiyelinin diigmesine, membran akiskanliginin

kaybina, iyonlara karsi gecirgenliginin artisina ve sonucta hiicrenin biitiinliigliniin
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bozularak 6liimiine sebep olur (Erejuwa ve ark., 2013; Pizzimenti ve ark., 2013). Serbest
radikal tiirleri, yag asidi kompozisyonunca en zengin hiicre kompartmani olan hiicre
membranini direkt olarak etki eder. Fosfolipitler, biyolojik membranlarin yapisal
tiniteleridir ve ayrica membran fonksiyonunda anahtar role sahiptirler. Fosfolipitlerin
temel bileseni doymamis yag asitleridir. Hiicre membraninin fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi icin ¢ift baglarin cis konfigiirasyonunda olmasi sarttir. Trans
konfigiirasyonuna sahip lipitler dogal degildir. Ciinkii 6karyot organizmalar tarafindan
sentezlenemezler. Fakat yalnmiz bazi bakteriler cis-trans izomerizasyonunu enzimatik
olarak yapabilmektedir. Trans izomerler hiicre membranina zarar verebilir. Trans yaglar
en az bir trans konfigiirasyonuna sahip ¢ift bag igeren doymamis yag asitleridir.
Doymamis yag asitlerinin —C atomlar1 arasindaki ¢ift baglara -H eklenerek, doymamis
yag asitleri doymus yag asitlerine ¢evrilmesi ile doymamis yag asitlerinin oksidasyona
duyarliligi azaltilir. Fakat bu islem esnasinda yag asidi daha dogrusal (cis formlara
gore), termodinamik stabilitesi-erime noktas1 yiiksek trans yag asitleri meydana
gelmektedir. insanlarda bulunan trans yag asidi izomerleri, besin olarak tiiketilen
hidrojenlenmis yaglardan kaynaklanir (Heipieper ve ark., 2003). Trans yag asitlerinin
saglik tizerine zararli etkileri, kalp damar hastaliklar1 ve kanser i¢in risk faktorii oluslar
ve lipit metabolik yolaklarmin inhibisyonuna yol agmalar1 ile alakali birden fazla
aragtirma yapilmistir. Yag asitlerinin ve trans izomerlerinin tayini i¢in ¢ok uzun
zamandir kullanilan en iyi teknik Gaz-Sivi Kromatografisidri (GLC). Yag asitleri ucucu
metil ester tiirevlerine cevrilip GLC ile belirlenmektedir. Calismamizda meme kanseri
hiicre soylarina ait MDA-MB231 ve MCF-7 hiicrelerinin membran lipit profilini GLC
yontemi ile belirlemeyi amacladik. Bu analiz sonucunda iki meme kanser hiicresinin
membranlarinda bulunan yag asitlerinin profilleri belirlendi ve cis-trans izomerlerinin

yiizdeleri gosterildi.

2.6. Yag Asidleri

Yag asitleri (Fatty asid, FA); hiicre sinyalizasyonu, gen ekspresyonu-regiilasyonu,
membran yapisi, enerji iiretimi ve immiin hiicre regiilasyonu gibi bir¢ok yonlii rollere
sahiptir (Lou ve ark., 2019). Doymus yag asitleri icerisinde ¢ift bag bulunmaz ve 4-24
karbona (C) sahiptirler. Dogada bulunan yag asitleri ¢ift karbon atom sayisina sahip ve
diiz zincirlidir. Ornegin; kaproik asit 6, kaprilik asit 8, lignoserik asit 24, kaprik asit 10,

11



biitirik asit 4, miristik asit 14, stearik asit 18, laurik asit 12, palmitik asit 16, karbon
atomuna sahiptir. Sekiz karbonluya kadar olan doymus yag asitleri sivi haldedir. Bazi
doymus yag asitlerinin ad ve yapisi tablo 2.1°de gosterilmistir. Dogal sekilde Doku ve
hiicrelerden elde edilen yag asitlerinin sayisi1 yetmis’i gegmektedir. Genel yag asitlerinin

formiilii CHs (CH)n COOHdiir.

Tablo 2.1. Bazt Doymus Yag Asidi Ornekleri

Ad1 Yapisi

Laurik asit CH5(CH,)1,COOH
Miristik asit CH3(CH2)12COO
Palmitik asit CH3(CH,)14,CO0H
Stearik asit CH5(CH,);COOH
Arakidik asit CH3(CH,);sCOOH
Behenik asit CH5(CH,),,COOH

Butirik asit CH;CH,CH,COOH

Oleik asit, nervonik asit ve palmitoleik asit doymamis yag asitlerine 6rnektir ve birer ¢ift
baga sahiptirler. Oleik asit genelde tiim yaglarda bulunur, 18 karbon atomludur ve 9-10C
karbon atomlar1 arasinda bir ¢ifte bag bulunur. Palmitoleik asit 16 karbon atomludur ve
ayni sekilde 9-10C atomlar1 arasinda bir ¢ifte bag ihtiva ederler. Nervonik asit 24C
sahiptir ve ¢ifte bagi 15-16C atomlar1 arasindadir. Linoleik asit iki ¢ift baga, linolenik
asit ise ¢ ¢ifte baga sahiptir. Linolenik asit keten tohumu yaginda bulunur. Linoleik asit
yer fistig1 yagi, soya fasiilyesi, pamuk yag1 ve misir yagi gibi tohum yaglarinda bulunur.
Her iki yag asidi 18 karbon atomludur. Bazi doymamis yag asitleri 6rnekleri Tablo

2.2°de gosterildi.

Tablo 2.2. Bazt Doymamis Yag Asidi Ornekleri

Ad1 Yapisi
Oleik asit CH3(CH,)7;CH=CH(CH,);,C00H
Linoleik asit CH3(CH,)4,CH=CH(CHy,),(CH,)sC00H
Linolenik asit CH3CH,CH=CH(CH,)3(CH,)sC00H
Avrakidonik asit CH3(CH,),CH=CH(CH,),(CH,),C00H

Esansiyel yag asitlerine 6rnek linolenik, linoleik ve arakidonik yag asitleridir. Bunlar
hayvan organizmasi tarafindan sentez edilmezler, diyet yiyeceklerinde bulunurlar. Bu
esansiyel yag asitlerinin yoksunlugunda cilt lezyonu goriilme ihtimali yiiksektir. Mesela

ciltte kanama ve kurumaya neden olur. Zincirde bir ¢ift bag bulunursa MUFA, birden
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fazla cift bag bulunursa PUFA olarak isimlendirilir. MUFA ve PUFA 6rneklerinin ¢ift
bagin pozisyon-geometrisi (cis veya trans) kisaltmalari ile karbon zincirinin uzunlugu ve

baglarin toplam sayisi (6rnegin C18:1) yag asiti Tablo 2.3’de gosterildi.

Tablo 2.3. Doymus, Tekli Doymamis ve Coklu Doymamis Yag Asidi Ornekleri

Ad1 Yapisi
Oleik asit 9cis-C18:1
Palmitik asit C16:0
Elaidik asit 9trans-C18:1
Linoleik asit 9cis, 12cis-C18:2
Arasidonik asit 5cis, 8cis, 11cis, 14cis-C20:4

H H H H H trans
Os I I I R H H
C—C—C—C—C—C—Cx=_ I 1
o r .00t g 0 C—C—C—H
1 H H H H H I I i
H H H
o H H H H H
-G C— = G
o572 L 1 M =G s
, H H H H H ol o
~ cis 7 o7

=

Sekil 2.1. Cis ve trans yag asidi zincirleri (Subramanian ve ark., 2019)

MUFA bir¢ok bitki ve hayvan yaglarinda bulunmaktadir ve SFA biyotransformasyonu
ile elde edilebilir (Wolters ve ark., 2018). MUFA grubu omega 9 (w9 veya n-9)

ailesinden olaik asit ile temsil edilir. PUFA grubu ise iki ana gruba ayrilir.

1) Omega-3: linolenic asid 18:3, EPA 20:5 ve ya DHA 22:6
2) Omega-6: linoleik asit 18:2 ve ya aragidonik asit 20:4.

Zincir uzma (elongasyon) ve desatiirasyonlar ile PUFA’lar uzun doymamis yag asidi
zincirlerine c¢evrilebilir (EPA’dan DHA’ya, linolenik asitten EPA cevrilebilir).
Doymamis bir yag asidini yazmak i¢in kimya, biyokimya ve fizyolojiye adapte bir¢cok

yol bulunur (Holman, 1998). Kimya terminolojisinde karbon atomlari karboksil
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grubundan (-COOH) itibaren sayilir. Karboksil grubuna yakin g¢ift bag vurgulanir
(gosterim sekli-A). Fakat 1964 yilinda Holman RT tarafindan doymamis yag asitlerinin
biyokimya ve fizyoloji terminolojisinde yeni bir sistem (omega nomenklatiir) 6ne
stirilmiistiir. Bu sisteme goére karbon atomlar1 metil karbonundan (-CHg) itibaren sayilir

(Holman, 1964; Ratnayake ve Galli, 2009).

2.7. Trans Yag Asidlerinin Tamimlanmasi

Doymamis yag asitlerinin biyohidrojenasyonu, ruminantlarin tiikettigi yaglardaki ester
baglarin lipazlar ile katalizlenme reaksiyonuyla hidrolize edilerek gerg¢eklesmektedir.
Yag asitlerinin ¢ift baglar1 oksijensiz ortamda metabolik aktivite esnasinda iiretilen
hidrojen i¢in akseptor olarak rumende ki bakteriler tarafindan kullanilmaktadir. Bu islem
ile; trans yag asitlerinin olusmasina ve doymamis yag asitlerinin doymasina neden olur.
Yag asidleri genelde cis konfigiirasyonundadirlar. Cis konfigiirasyonunda iki hidrojen
atomu ¢ift bagin bulundugu karbon zincirinin aynm tarafindadir. Trans
konfigiirasyonunda ise iki hidrojen atomu birbirlerine diagonal olarak ters taraftadirlar
ve karbon zincirinin diizlesmesine neden olup Sekil.2.1.’de ayrintili olarak verildi.
Ornegin; Oleik asid hem geometrik trans izomeri elaidik asid ya da pozisyonal trans

izomeri vakkenik asid olarak bulunabilir (Sekil 2.2).
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9 OH

oleik asid 18:1-9 cis

(o)
B 9
OH

elaidik asid 18:1-9 trans

o
c 11
OH

vakkenik asid 18:1-11 trans

Sekil 2.2. Oleik asid (aka cis-A9-Oktadekenoik asid, C1gH3,0, ya da 18:1-9c¢) izomerleri (Tardy ve ark.,
2011).

Tiikettigimiz hayvansal yaglarda ve siit iriinlerinde olan trans yag asitleri daha ¢ok
konjuge linoleik asit ve vaksenik asit formdadir (Sanders, 1988). Trans yag asit
olusumun da en etkili olan, doymamis yaglarin dayanikliligini arttirmak i¢in kullanilan
hidrojenasyon islemidir. Bu islem ile yaglarin fiziksel, kimyasal ozellikleri
degistirilmektedir. Boylece ¢esitli gidalarin iiretiminde kullanilmalar1 saglanirken,
oksidasyona dayanikliliklarida arttirilmaktadir (Ginter ve Simko, 2016). Hidrojenasyon
isleminde; sivi fazi doymamis yag asitleri, kati fazi katalizor, gaz fazim ise hidrojen
olusturmaktadir. Yiiksek basing ve sicaklikta karistirilarak sertlestirilecek yag ile onunla
katilma tepkimesi verecek olan hidrojenin, kati katalizor faz1 iizerine transfer olmalari
esastir (Lichtenstein, 2014). Geometrik izomerizasyon ile islem kosullar1 ve katalizore
bagli olarak degisen oranlarda cis trans donilislimii sonucu trans yag asitleri
olusmaktadir. Trans yag asitlerinin olusum derecesini; ortamin sicakligi-hidrojen sagligi,
gazin basinci-dagilim derecesi, katalizoriin g¢esidi-miktart ve aktifligi etkilemektedir
(Kummerow, 2009). Bitkisel sivi yaglarin rafinasyonunda, deodorizasyon-buhar
distilasyonu asamasi sonrasinda da trans yag asitleri olusmaktadir. Bitkilerin yaprak ve
tohumalrinda 6zellikle oleik asit, palmitoleik asit ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin
trans izomerleri saptanmigtir. Yapilan arastirmalarda rafinasyon sonrasinda sivi yaglarda
%3.5’ten fazla trans izomer oldugu tespit edilmistir (Aranda-Cano ve ark., 2019).
Doymamis yag asitlerinin trans izomerleri materyal diyette var ise anne siitiinede

geemektedir. Anne siitiindeki yag asitlerinin siit ile beslenen bebeklerde gelisme ve
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biiyiimeye etkisi dikkate alindiginda annenin diyetindeki dolayisiyla siitiindeki trans yag
asitleri bilyiik dnem tagir (Innis, 2006). Ulkemizde son on yilda kahvaltilik ve yemeklik
margarin azalmistir (MacDermott, 2007). Almanya’da yapilan arastirmada, en yiiksek
trans yag asit oran1 yagda kizartilmis triinlerde bulunmustur (Schafers ve ark., 2018).
Fransa’da yapilan ¢alismada ortalama trans yag asit tiikketim seviyesi erkeklerde en fazla,

daha sonra ¢ocuklar da saptanmistir (Ferlay ve ark., 2017).

Doymus yag asitlerine benzer sekilde sindirilen trans yag asitleri, hizla absorbe olup
mitokondrial B oksidayon yolu ile katabolize olmaktadir. Trans yag asitleri cis yag
asitlerinin oksidasyonunu engellemektedir (Lundsgaard ve ark., 2018). Trans asitler
enzim sisteminde oksijenaz desatiiraz ve prostoglandin sentetazlarin aktivitelerini
baskilayarak saglik agisindan Onemli olan metobilitlerin sentezini engelledigi
belirtilmektedir (Bendsen ve ark., 2011). Trans yag asit alimi ile esansiyel yag
asitlerinde desatiirasyon ve zincir uzamasi tepkimelerinin baskilanmasi, doku
lipitlerindeki arasidonik asit diizeyinin ve siklooksijenaz aktivitesinin azalmasina sebep
olmaktadir. Sonug olarak, linoleik ve gama-linoleik gibi esansiyel yag asitlerinin uzun
zincirli ve doymamis metobilitlerine dontisiimii 6nlenmektedir (Grossen-Rosti ve ark.,
2018).

2.8. Serbest Radikaller

Kanser hiicreleri, kontrolsiiz hiicre gelisimi-farklilasmasini devam ettirebilmek i¢in
yiiksek diizeyde ATP’ye gereksinimi vardir. Bu yiiksek enerji gereksinimi, mitokondrial
solunum zincirinin ROS olusumunu arttirmasina neden olur. Malnutrisyona bagli enerji
metabolizmasinin degismesi ve bircok diger mekanizma, kanser hastalarinda oksidatif
strese yol acar (Liao ve ark., 2019; Payen ve ark., 2019). Dokularda meydan gelen ROS
ve serbest radikaller DNA, karbonhidrat, lipid ve proteinler gibi dnemli materyallere
zarar vermektedir. Serbest radikaller viicut disindan ve insan metabolizmasinin dogal
sonucu olarak ta meydana gelmektedir. Serbest radikallerin endojen tretimi farkli
yollarla olmaktadir. Canli organizmalar serbest radikalellerin potansiyel yikici etkilerine
kars1 kendilerini korumak icin g¢esitli mekanizmalara sahiptir. ROS, lipidlerde
peroksidasyonu indiikler ve reaktif aldehitleri olusturur. Coklu doymamis yag asitlerinde

bulunan ¢ift baglar lipid peroksidasyonuna karsi hassastirlar (Ito ve ark., 2019). Cift
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baglarin serbest radikallere karsi olan reaktivitesi iyi bilinmektedir. Serbest radikaller
cis-trans ¢ift bag izomerizasyonuna sebep olmaktadir. Arastirmalar radikal stres
sonucunda trans izomer olusumunun gergeklesebildigini gostermistir (Nowak, 2013).
Yapilan birgok calismada serbest radikaller tarafindan membran yag asitlerinin
izomerizasyonu, liposomlar kullanilarak yapilan model c¢aligmalari ile aydinlatilmaya
calistlmigtir (Alche, 2019). Ayrica kanser hiicrelerinde oksidatif stresin, mutasyonlarin,
hiicre proliferasyonunun stimiilasyonunun artis1 antikanser ilaglarina karsi hiicresel
duyarliligin degismesi gibi sonuglar1 olabilir. Diger taraftan bakilacak olursa, oksidatif
stresin artis1 kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in bir firsat saglayabilir (Silva ve ark., 2018;
Rezatabar ve ark., 2019).

2.9. MAPK ve EGFR Sinyal Kaskadlari

Hiicre disindan gelen uyarilarin hiicre tarafindan algilanmasi ve siyalin hiicre igine
iletilerek cevap olusturulmasinda sinyal molekiillerinin ciddi gorevi vardir. Kanserin
meydana gelmesinde; sinyal iletim yolaklarmi da igeren temel oOzellik, hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalma-biiylimesidir. Buna gore biliylimeyi uyaran sinyallerin yoklugunda
ve-veya biiylimeyi inhibe edici uyarilarin alinmasi halinde bile, hiicrenin ¢ogalma ve
bliylime yetenegi devam eder. Etmenler olarak; onkogenlerin fonksiyonlarii arttiran
degisiklikler ve-veya timor baskilayict genler ile ilgili farliliklar olabilir (Stecca ve
Rovida, 2019). Sinyal iletim yolaklarini ve sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik
mutasyonlar kanser hiicrelerinde gerceklesmektedir. Sinyal iletiminde olusan bu
degisimler hiicrenin hayatta kalma ve ¢ogalma islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir.
Sonucta onkogenik sinyal iletimi tiimor gelisimi ve metastaz siirecinde onemli gorev

almaktadir (Chen ve ark., 2019; Rodriguez ve ark., 2019).

EGFR (Epidermal biiyiime faktorii reseptorii), 170 kDa agirliginda, membrana bagl bir
glikoproteindir. Hiicre ylizey reseptorii ve tirozin kinaz aktivitesine sahip EGFR
ekstraselliiler protein ligandlarindan olan epidermal biiyiime faktorii ailesi
tiyelerindendir (Russo ve ark., 2019). EGF’nin reseptoriine baglanmasiyla EGF hiicre
icine alimir, ayn1 anda EGFR’nin otofosforilasyonu ve diger hiicre i¢i substratlarin
fosforilasyonu gergeklesir. Boylece, niikleusta transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu

artar ve hiicre boliinmesi uyarilir (Liu ve Zhong, 2018). Bu yolak boyunca ortaya ¢ikan
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onkogenik mutasyonlar siirekli mitozu aktifleyen sinyallerin tasinmasinda gorev alirlar
(Q. R. Lu ve ark., 2019). EGF reseptor fonksiyonunu etkileyen genetik degisimler ya da
reseptor ve ligandin asir1 ekspresyonu hiicre proliferasyonu ile sonuglanir. EGFR ailesi;
HER2, HER3 ve HER4 olmak iizere li¢ grubu vardir. Glikozillenmis hiicre dis1 domain
ligandin baglanmasi i¢in 2 sisteinden zengin cep bdlgesi igerir. Kisa transmembran
kisim ise ligand baglanma domainine ve intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip hiicre
i¢i domaine katilir. Aminoasit ve DNA sekans analizi EGFR’nin 1186 amino asit

kalintis1 icerdigini gostermistir.

MAP kinazlar (MAPK), ‘’Mitogen-activated protein kinases’’ siiper ailesinde yer alirlar
(Liem ve ark., 2002). Okaryotik hiicrelerde bulunan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdege bigi aktarilmasinda Onem arz eder. Bu sinyal iletimi kaskadlari,
embriyogenezis-yasama-gogalma-diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin
diizenlenmesinde gorev alirlar. MAP kinazlar {i¢ gruba ayrilir (Platanias, 2003);
Ekstraseliiler sinyal-regiile kinaz (ERK) ailesi, p38 MAP kinaz ailesi, c-jun NH,-
terminal kinaz (JNK) ailesi. MAP kinaz yolu reseptor aracili uyarmin hiicre igine
iletiminden sorumlu bir kinaz kaskadi olarak gorev yapar. Kaskad sistemi, sinyalin
amplifikasyonu ve diizenleyici etkilesimler acgisindan 6nemlidir. Sinyalin iletimi G-
protein aktivasyonu ile baslar ve MAPKKK (MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan
sonra sirayla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK aktive olur. MAPK ise sitoplazmik
substratlarini ve-veya niikleusta transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive

eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Kolch, 2000).

2.10. Gaz Kromatografik Analiz

Notral yaglarin hidrolizleri ile elde edilmis yag asitleri karisimindan yag asitlerinin ayr1
ayri elde edilmeleri yeni kimyasal teknikler ile daha kolay olabilmektedir. Bu sebeple
yetersiz olsa da yag asitlerinin ayirt edilmelerinde kagit ve ince tabaka
kromatografilerinden yararlanilabilir. Fakat Gaz-likid kromatografisi (GLC), yag
asitlerinin ayirt edilmesinde miikemmel bir tekniktir. Gaz-likid kromatografisi (GLC)
teknigi kisaca soyledir: Gaz-likid kromatografi cihazinin bu amag i¢in kullanilan 1-2 M
uzunlugunda ve 0.2-2 cm c¢apindaki cam veya metalden yapilmis kolonu, ¢ok ince olarak

ogiitiilmiis ates tuglasi veya diatomasoz toprak ile doldurulmus ve yaglama gresleri,
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silikon yaglari, yiikksek molekiil agirligindaki alkollerin poliesterleri ve dibazik asitler
gibi ucucu olmayan likidlerden birisi ile doyurulmus haldedir. Kolonun bir ucundan
uygulanan degisik yag asitlerinin metil esterleri, 170-225°C dereceye kadar isitilmis
bulunan kolon igerisinden inert bir gaz ile diger uca dogru gonderilirler. Karigim
icerisinde bulunan yag asitlerinden her biri kendine 6zel gaz fazi-likid faz arasindaki
dagilim koefisiyanina uygun olarak farkli hizlarda kolonun 6biir ucundan disar1 ¢ikarlar.
Cikan inert gaz igerisinde yer alan yag asitlerinin metil esterleri kimyasal veya fiziksel
metodlarla ayird edilirler. Ornegin, B 1sinlara maruz birakilan gaz fazinin iyonizasyon
ozelliklerinde meydana gelen degisikliklerin bir kagit {izerine kaydedilmesi seklinde
uygulanir. Degisik zirveler seklinde kagit tizerinde goriilen grafiksel ¢izgilerden herbiri
farkli bir yag asidinin varligimi gosterir. Meydana gelen egrilerin alani ile yag asidinin
miktar1 dogru orantilidir. Ozellikle yamltici piklerin olusmasi kompleks karigimlarda
olasidir. GLC analizi yag asidi igeren lipidlerin yag asid metil ester (FAME) veya diger
ester tiirevleri gibi daha ugucu tiirevlerine ¢evrilmesini gerektirir (Ferreri ve ark., 2002).
FAME’lerin iiretimi basittir ve farkli reaksiyon kosullar1 rapor edilmistir (Western ve
ark., 2002). Trigliseritler, fosfolipidler, ve kolesterol esterlerinin baz-katalizli kosullarda
FAME’lere doniistimii icin etkili metodlar bulunmaktadir. Kiitle spektrometrik analizde
en fazla kullanilan yag asidi tiirevleri FAME’ler ve nitrojen igeren esterlerdir (Castro-
Perez ve ark., 2010). Karnigimdaki biitin FAME komponentlerini ayirmak igin
kromotografik kolonun ve tastyici gazin se¢imi ciddi rol oynar. C20—C22 PUFA’lar
disinda trans izomerler cis izomerlerden 6nce eliie edilir. Aksine nonpolar ya da daha az
polar faz ile kapli GLC kolonlar tamamen farkli bir ayrim trendi gosterir (Ferreri ve ark.,
2002; Zghibeh ve ark., 2004). PUFA izomer tanimlamasi igin referans kiitiiphane
kullanilmast 6nerilmektedir. Hidrojen ve helyum gaz kromatografide tasiyic1 gaz olarak
kullanilmaktadir. Cis-trans izomerlerinin ve farkli yag asidlerinin ayriminda benzer
performansa sahip olmasina ragmen hidrojen bazi avantajlar sunmaktadir. Helyuma gore
GLC olgiim zamam daha kisadir ve pikler daha keskindir. Ozellikle geometrik
izomerlerin elde edilmesi igin trans PUFA ve MUFA yag asidi standartlarinin
hazirlanmasi serbest radikal sentetik metodlartyla gergeklestirilmektedir (Abshirini ve
ark., 2019).
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3. GEREC ve YONTEM

Yapilan bu arastirmanin bir kismi STSM-COST destegi ile Bologna-italya’da Ulusal
Aragtirma Merkezi (National Research Center; CNR) gergeklestirildi.

3.1. Hiicre Kiiltiirii ve Kullanilan Cozeltiler

a) Meme kanser hiicreleri: MDA-MB231 ve MCF-7 hiicreleri ATCC firmasindan
temin edildi

b) DMEM ve RPMI: Invitrogen’den alindi. Kullanilacagi zaman 50 ml steril, inaktive
edilmis Fetal sigir serumu ve 5 ml steril penisilin-streptomisin ¢dzeltisi eklendi ve
+4°C’de sakland.

c) FBS (Fetal Sigir Serumu): 500 ml Nanolab’dan inaktive edilmis olarak temin edildi.
10’ser ml’lik tiiplere boliinerek —20°C’de saklandi.

d) Penisilin streptomisin: Nanolab’dan 100 ml alindi. Kullanilmadig: siirece -20°C’de
saklandi.

e) DMSO (Dimetil Siilfoksit): Sigma’dan 100 ml alindi. Oda 1sisinda saklandi.

f) Hiicre dondurma cozeltisi: % 5 dimetil siilfoksid igeren medyum steril bir tiipte
hazirland1 ve hiicre pelleti lizerine 1 ml eklendi. Bu solusyon hiicreler dondurulacagi
zaman taze olarak hazirlandi.

g) Tripsin-EDTA: Biological Industries’den hazir olarak alindi. Coziilerek kisimlara
ayrildi ve -20°C’de saklandu.

3.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Meme kanser hiicreleri (MCF-7 ve MDA-MB231) %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin  ¢Ozeltisi igeren, steril besiyerinde, +37°C’de, %5 CO, ve %95
nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde kiiltiir edilerek, DMEM ve
RPMI medyumlarinda c¢ogaltildi. Hiicreler ¢ok yogunlastiklar1 zaman, yapistiklar
flasktan kaldirilarak yeni flasklara pasajlandi. Pasajlama isleminde kaziyici (scraper)
kullanilds. ilk olarak medyum flaskdan uzaklastirilarak ve atildi, taze medyum eklenerek

ve hiicreler kaziyict yardimiyla flasktan kazinarak kaldirilip yeni flasklara dagitildi.
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3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere hiicrelerin bir kismi stoklandi. Bunun i¢in
hiicreler uygun sekilde donduruldu. Hiicreler, flasktan kazinarak kaldirildi ve medyum
eklenerek 150 x g’de 5-7 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve kalan pellet, %95
tam hiicre medyumu ve %5 DMSO’dan olusan dondurma medyumu igerisinde tekrar
stispanse edildi. Hiicre siispansiyonlari, cryo tiiplere dagitildi ve kademeli dondurma
yapmak i¢in izopropil alkol i¢ceren dondurma kabi (freezing container) i¢inde 4 saat —80

°C’de tutuldu. Daha sonra cryo tiipler s1v1 nitrojen tankina transfer edildi.
3.4. Hiicrelerin Coziilmesi

Dondurulan bu hiicreler deneylerde kullanilmak {iizere hiicreye ihtiyag oldugunda
¢oziildii. Hiicreleri iceren vial 37°C su banyosunda hafifce sallanarak c¢oziildii.
Kontaminasyon olasiligin1 azaltmak i¢in suyun yiizeyinde tutuldu. Cozdiirme islemi
hizli bir sekilde yapildi. (Yaklasik 2 dakika). Igerigi coziiliir ¢oziilmez vial su
banyosundan uzaklastirildi ve %70’lik alkolle temizlendi. Bu asamadan sonraki islemler
sik1 aseptik kosullar altinda yapildi. Vial igeridi tiipe bosaltilip iizerine damla damla
medyum eklendi. 150 x g’de 7 dakika santrifiij edildi ve siipernatan atildi. Hiicre igeren
pellet medyumla tekrar siispanse edildi ve kiiltiir flasklarina dagitildi. Hiicreler, 37°C’de
ve %5°‘lik CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe

edilerek turetildi.

3.5. Deney Gruplar

A) Sitotoksisite Analizi Deney Gruplari

Grup 1. Kontrol grubu: Sadece medyum ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinin
canlilig1 %100 olarak kabul edildi.

Grup 2. Somatostatin grubu: Somatostatin ile inkiibe edilmis meme kanseri
hiicrelerinde, Somatostatin’nin neden oldugu sitotoksisite kontrol grubu ile
karsilastirilarak belirlendi.

Grup 3. Vitamin C grubu: Vitamin C ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde,

Vitamin C’nin neden oldugu sitotoksisite kontrol grubu ile karsilastirilarak belirlendi.

21



Grup 4. Somatostatin ve Vitamin C grubu: Somatostatin ve Vitamin C ile kombine
inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde, Somatostatin ve Vitamin C’nin neden oldugu

sitotoksisite kontrol grubu ile karsilastirilarak belirlendi.

B) Gaz kromatografik Analiz Deney Gruplari

Grup 1. Kontrol grubu: Sadece medyum ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinin
membran lipidlerinin izolasyonu, saflastirilmasi ve metil ester tlirevlerine ¢evrilmesi ve
gaz kromatografik analizi yapildi.

Grup 2. Somatostatin grubu: Somatostatin ile inkiibe edilmis meme Kkanseri
hiicrelerinin membran lipidlerinin izolasyonu, saflagtirilmasi ve metil ester tiirevlerine
cevrilmesi ve gaz kromatografik analizi yapildi.

Grup 3. Vitamin C grubu: Vitamin C ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinin
membran lipidlerinin izolasyonu, saflastirilmasi ve metil ester tlirevlerine ¢evrilmesi ve
gaz kromatografik analizi yapildi.

Grup 4. Somatostatin ve Vitamin C grubu: Somatostatin ve Vitamin C ile kombine
inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinin  membran lipidlerinin izolasyonu,
saflagtirilmasi ve metil ester tiirevlerine ¢evrilmesi ve gaz kromatografik analizi yapildi.
C) MAPK Sinyal Yolagi Analiz Deney Gruplar:

Grup 1. Kontrol grubu: Sadece medyum ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde
MAPK proteinlerinin ekspresyon 6lgiimii yapildi.

Grup 2. Somatostatin grubu: Somatostatin ile inkiibe edilmis meme kanseri MAPK
proteinlerinin ekspresyon 6lgiimii yapilda.

Grup 3. Vitamin C grubu: Vitamin C ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde
MAPK proteinlerinin ekspresyon 6lgiimii yapildi.

Grup 4. Somatostatin ve Vitamin C grubu: Somatostatin ve Vitamin C ile kombine
inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde MAPK proteinlerinin ekspresyon olgiimii

yapildi

D) EGFR Sinyal Yolag Analiz Deney Gruplari
Grup 1. Kontrol grubu: Sadece medyum ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde

EGFR protein ekspresyon dlgiimii yapildi.

22



Grup 2. Somatostatin grubu: Somatostatin ile inkiibe edilmis meme kanseri EGFR
protein ekspresyon dl¢timii yapildi.

Grup 3. Vitamin C grubu: Vitamin C ile inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde
EGFR protein ekspresyo 6l¢iimii yapildi.

Grup 4. Somatostatin ve Vitamin C grubu: Somatostatin ve Vitamin C ile kombine

inkiibe edilmis meme kanseri hiicrelerinde EGFR protein ekspresyon 6l¢iimii yapildi.

3.6. Sitotoksisite Ol¢iimleri

SST ve Vit C’nin hiicrelerin %50’sine sitotoksik olan konsantrasyonu (ECsy dozu) MTT
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) testi ile belirlendi. MTT,
canlt hiicreler tarafindan parcalanarak koyu mavi renkte formazan kristaline
doniistiiriilir. Olusan mavi rengin yogunlugu hiicre canliligimin bir 6lgiitiidiir.
Sitotoksisite deneyleri 5 giin siirmektedir. Deneylerin birinci giinii hiicreler kaziyici ile
kaldirildi, medyum eklenerek 150 x g’de 7 dakika santrifiij edildi. Pellet 1 ml medyum
ile tekrar siispanse edildi. Hiicre silispansiyonundan 10ul alinarak hiicreler inverted
mikroskop altinda hemasitometrede sayildi. 50 000 hiicre/kuyu olacak sekilde
ayarlanarak hiicreler kuyulara 100uL ekildi. 5 mg SST ve Vit C 1 ml Fosfat tamponu
(PBS) ile ¢oziildi, Vit C 500-25000 uM, SST ise 10-320 uM dozlarinda hesaplandi.
Hiicrelerin kuyulara ekilmesinden 24 saat sonra medyum atilarak, belirlenen dozlardaki
SST ve Vit C igeren medyum kuyulara uygulandi. Hiicreler inkiibasyon siiresince
+37°C°de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde
inkiibe edildi ve siire sonunda her kuyucuga 0.01 mL MTT eklenerek 4 saat inkiibasyon
siirecinin sonunda, canli hiicre iceren kuyularda MTT’den olusan MTT formazan,
kuyunun dibinde siyah, ince kristaller olarak goriindii. 0.1 mL 0.04 N HCI igeren
isopropanol her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi. Absorbans 6lgiimii 570
nm’de ELISA plak okuyucusunda yapildi. Kontrol grubunun absorbans degerlerinin
ilagla inkiibe edilen hiicrelerin absorbans degerleri ile karsilagtirilmasiyla yasayan hiicre

yiizdesi hesaplanarak sonuclar % canlilik olarak verildi.
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3.7. Membran izolasyonu, Lipidlerin Saflastirilmas1 ve Metil Ester Tiirevlerine
Cevrilmesi

Bir giin siire ile yapismalar1 beklenilen hiicreler 24 saat siiresince SST, Vit C veya
Somatostatin+Vit C kombinasyonu ile inkiibe edildiler. Bunu takiben hiicreler kazindi
ve 1 ml PBS igerisinde toplanip resiispanse edildi. Bir ml PBS igerisinde resiispanse
halde bulunan hiicreler 1 ml saf su eklenerek vorteks araciligi ile karistirildi ve 14,000xg
de 15 dak +4°C de santrifiij edilerek membran peletleri elde edildi. Fosfolipid
saflagtirilmas1 ise Bligh ve Dyer metoduna (Bligh ve Dyer, 1959) uygun olarak
gerceklestirildi. Cam tiiplerdeki numunelere 2:1 kloroform-metanol (1 ml) eklenerek
vortex yardimi ile iyice karigmalari saglandi. Bunun ardindan karisima 500ul distile su
eklenerek altta kalan kloroform metanol kismi cam pastdr pipeti araciligi ile temiz tiipe
aktarildi. Numunelere sodyum siilfat tuzunun eklendi ve pamuk yardimi ile filtrasyon
yapildi. Cam pastor pipeti kullanilarak aktarilan numune nitrojen gazi esliginde kapakli
4 ml’lik viallere aktarildi1 ve evoporatore alindi. Oda 1sisinda 10 dakikalik evoporasyonla
tim sivi faz uzaklastirildi. Elde edilen fosfolipid rezidiisii 1 ml 0.5 M KOH/MeOH
eklenerek 10 dak calkalayicida inkiibasyona birakildi. Boylelikle yag asidi metil esterleri
meydana getirildi. FAME ektraksiyonu igin 2 ml n-heksan ve 500ul su eklendi. Altta
kalan su kismi1 uzaklastirildi. Heksan kismi iizerine sodyum siilfat tuzu eklenerek pamuk
yardimi ile stizme islemi gerceklestirildi. Alinan siiziintii 4 ml’lik viallere aktarilarak 5
dakikalik evaporasyon araciligi sivi faz uguruldu. Gaz kromatografik 6l¢iim asamasina
gecmek amaci ile 30 pl heksan eklenerek tiip ¢eperleri ve tabaninin iyice temasi saglandi

ve numuneler gaz kromatografi cihazinda analiz edildi.

3.8. Gaz Kromatografik Analiz

GC analiz i¢in Varian CP-3800 kullanildi. Cihaz alev iyonizasyon dedektdrii ve a Rtx-
2330 kolon (90% biscyanopropyl-10% phenylcyanopropyl polysiloxane kapiller kolon;
60 m, 0.25 mm i.d., 0.20-mm film kalinlig1) ekipmanlarina sahiptir. Is1 uygulamasina
160 C° 55 dak ile basland1, dakikada 5 C° artis ile 195 C°’de 10 dak tutuldu ve dakikada
10 C° artisla 250 C°’ye getirildi. Sabit basing 29 psi olarak uygulandi. Arasidonik asid
izomerleri i¢in ise alev iyonizasyon dedektorii ve HP-5 kolon (¢apraz bagh 5%
phenylsilicone kapiller kolon; 30 m, 0.25 mm i.d., 0.25-mm film kalinlig)
ekipmanlarina sahip Agilent 5860 GC cihazi kullanildi. Is1 150 C%den baglatildi 1 dak
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sonra dakikada 8°C artisla 250°C’ye kadar sitildi. Sabit basing modu 13 psi olarak
secildi (Ferreri ve ark., 2004). Biitiin yag asidleri ve izomerleri Gaz Kromotografi
analizi ile belirlenmis ve referanslar ile karsilastirma yapilarak dogrulama yapildi. Tiyil-
radikal katalizli reaksiyon sonucu elde edilen MUFA ve PUFA trans izomerler referans
olarak kullanildi (Ferreri ve ark., 2005). Hiicre membranlarina ait herbir yag asidi igerigi

total yag asidine yiizde oran1 seklinde verildi.
3.9. EGFR VE MAPK Sinyal Kaskad Analizleri

3.9.1. EGFR Olg¢iimii

EGFR o6l¢iim metodu; insan EGFR proteinine spesifik monoklonal bir antikorun kapl
oldugu yiizeye numunelerin eklenmesi ve inkiibasyon siirecinde numune igerisindeki
mevcut EGFR’nin antikora baglanmasi esasina dayanir. Hiicreler SST, Vit C ve
SST+Vit C ile inkiibe edilmelerinin ardindan iizerlerindeki medyum atilarak PBS ile
yikanir ve kaziyici araciligi ile tutunduklari yiizeyden kaldirildi. Liziz tamponunu
eklemeden once petride PBS kalmamasma dikkat edildi. Daha sonra 1 ml’de 4 x 10’
hiicre olacak sekilde 1x liziz tamponu hiicrelere eklendi. Hiicre lizati olusturmak igin
hiicreleri iceren tampon asag1 ve yukari pipetlenerek homojen hale getirildi. Daha sonra,
lizatlar 20 dakika boyunca 2.000-3.000 rpm'de santrifiij edildiler ve siipernatlar temiz
test tiiplerine aktarildilar. Elde edilen lizatlar ile deneyler yapildi.

Tablo 3.1. EGFR Standart Stok Soliisyon Hazirlanmasi

80ng/ml Standart no:5 120ul orijinal standart+120ul stanadart diluent
40ng/ml Standart no:4 120pl standart no:5+120pul stanadart diluent
20ng/ml Standart no:3 120ul standart no:4+120pl stanadart diluent
10ng/ml Standart no:2 120pl standart no:3+120ul stanadart diluent
5ng/ml Standart no:1 120ul standart no:2+120pl stanadart diluent
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2% %%

Stok Standart ‘
Tiip Standart Standart 5 Standart 4 Standart 3 Standart 2 Standart 1
ng/ml 160 80 40 20 10 5

Sekil 3.1. EGFR Standart konsantrasyonunun tiipte hazirlanisi

96 kuyulu plak tizerinde kuyular belli sayida kor, standart ve numune Ornekleri igin
ayrildi. Hiicre lizatlar1 insan EGFR proteinine spesifik monoklonal bir antikorun kapl
oldugu kuyucuklara eklenerek inkiibasyona birakildi. Yikamalar ile bagli olmayan
materyal uzaklastirilir ve biyotinlenmis dedeksiyon antikoru eklenerek 1 saat
inkiibasyona birakildi. Dedeksiyon antikoru insan EGFR’e spesifiktir. Dedeksiyon
antikoru streptavidin bagli HRP’ye baglandi. Hem yiizeye bagh antikor hem de
dedeksiyon antikoru EGFR’yi hiicre dis1 domaininden tanir. HRP, kromojenik substrati
olan TMB’nin dncelikle maviye donmesini sagladi. Durdurma soliisyonunun eklenmesi

ile mavi renk sartya doniistii. Bu renkli reaksiyon {irlinii spektrofotometre ile plak

26




okuyucuda 450 nm’de okuma yapildi. EGFR konsantrasyonu standart egri kullanilarak

hesaplanir ve sonug pg cinsinden verildi.

3.9.2. MAPK Ol¢iimii

Kullanilan metod ile 6 farkli protein olan takiben MAPK sinyal ileti yolaginda bulunan
AKT1, p-AKT-1(Serd73), p-AKT-1 (Thr308), p-P44/42 MAPK (Thr202/Tyr204), S6-
Ribozomal and p-S6-Ribozomal (Ser235/236) miktarlari belirlendi. Hiicreler SST, Vit C
ve SST+Vit C ile inkiibe edilmelerinin ardindan {izerlerindeki medyum atild1 ve PBS ile
yikanarak hiicre lizis tamponu ile 5 dak inkiibe edildi. Sonikasyonun ardindan
siipernatan hiicre lizati olarak saklandi. Hiicre lizatlar1 kuyucuklara eklenerek 1 gece

karanlikta inkiibasyona birakildi.

00000000
00000000

Sekil 3.2. MAPK proteinlerin sematik goriiniimii (96-well plate)

Isaretli antikor ile kapli olan vyiizeylere hiicre lizatlarmin aplike edilmesi ve
inkiibasyonunun ardindan hedef protein, yiizeye bagli olarak bulunan antikor ile
baglandi. Yikama basamaklarinin ardindan antikora bagli protein iizerine horse radish
peroksidaz (HRP)’a bagli sekonder antikor ve HRP’nin substrati olan tetramethyl
benzidine (TMB) eklenerek 1 saat inkiibasyona birakildi. Durdurma soliisyonunun

eklenmesi ile olusan renk plak okuyucuda 450 nm’de okuma yapildi.
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3.11. istatistiksel Analiz

Elde Sonuglar ortalama + Standart sapma (Mean+SD) seklinde verildi Istatistiksel analiz
SPSS Version 10 paket programi kullanilarak yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Deneyler her grup igin 6 tekrarli olarak yapildi. Gruplar arasinda non-

parametrik verilerin karsilagtirilmasi Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7 ve MDA-MB231 Hiicrelerinde Somatostatin ve Vitamin C’nin

Sitotoksisitesi

MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde SST 10-320uM arasinda, Vit C 500-25000uM

degisen dozlari ile 24 ssat inkiibe edildi. Hiicrelerin canliligt MTT deneyi ile saptandi.

MCF-7 ve MDA231 hiicrelerinde 6 bagimsiz MTT deneyi yapildi ve yapilan tim
deneylerin ortalamasi alind1 (Sekil 4.1). Elde edilen degerlerle ¢izilen grafikden ECsg
degerleri hesaplandi. 24 saat SST ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde ECso degeri
38.58uM, MDA-MB231 hiicrelerinde 96.75uM bulundu. 24 saat Vit C ile inkiibe edilen
MCF-7 hiicrelerinde ECsy degeri 6506uM, MDA-MB231 hiicrelerinde 591.2uM

bulundu (Tablo 4.1).

100+ MCF7-SST
== .
g 50 é
® R
0 T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Somatostatin Log [0
1001
804
g 60+
|
= 404
R
20+
0

Vitamin C Log konsantrasyon (nM)

100+

50

% Maksimum

MDA-MB231-SST

1004

80+

60

404

20

1 2 3 4 5
Vitamin C Log konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1: Farkli dozlardaki Somatostatin ve Vitamin C ile 24 saat inkiibe edilen MCF7 ve MDA-MB231

hiicrelerinde % maksimum. n=6; ortalama + SD
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Tablo 4.1. MCF7 ve MDA-MB231 hiicrelerinin Somatostatin ve Vitamin C ECs, degerleri

ECsy Somatostatin Vitamin C
MCF-7 38.58 uM 6506 uM
MDA-MB231 96.75 uM 591.2 uM

4.2. MCF-7 Hiicrelerinin Membran Fosfolipidlerindeki Yag Asidleri
SST, Vit C veya SST+Vit C ile 24 saat siiresince inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinin

membran fosfolipid yag asidleri ila¢ inkiibasyonu olmaksizin ayn1 kosullarda biiyiitiilen

kontrol hiicreleri ile karsilastirildi. Kontrol olarak 24 saat medyum i¢inde kiiltiire edilen

hiicrelerin her bir yag asidi i¢in %Alan verilerinin ortalamasi verildi. Degerler GC

analizinde belirlenen total yag asidi pik alaninin %’si olarak verildi. n 6rnek sayisini

gosterirken, degerler ortalama+ SD olarak belirtildi. *FAME total lipid ekstraksiyonu,

metil ester tiirevlendirmesi ve GC analizi sonucu elde edildi. Her bir gruba ait

numunelerin yag asidi piklerinin tanimlanmasi standartlar araciligi ile yapildi

Tanimlanan pikler total piklerin %98’ine tekabiil etmekteydi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. MCF-7 Hiicreleri Memran Yag Asidlerinin %Alan Verileri

Kontrol® Somatostatin® | VitaminC* | SST+VitC*
FAME? n=6 n=6 n=6 n=6
14:0 1.92+0.73 2.5140.24 2461053 2.58+0.24
16:0 262344 .26 23354237 2406+4.07 | 21.13+1.20™
16:16¢ 1.25+0.45 1.5240.02 1.31+0.28 1.83+0.12°
16:19¢ 3.81+1.18 4.76+0.32 6.29+126"| 66140327
18:0 10404250 11.9340.43 1162+1.86 | 119640.51
18:19 trans 0.04+0.09 tr tr 0.03+0.08
18:19¢ 27.8H2 .96 26.89+1.21 2657+1.57 | 256440.55"
18:111¢ 6.49+1.98 7.84+0.58 8.53+0.85" [ 8.1440.21
18:2 trans 0.3040.14 0.3140.14 0.56+047 0.41+0.38
18:2 06 5.70+£3.39 3.4440.06™ 3.82+0407| 4.534021
18:3 06 0.11+0.05 0.11+0.06 0.39+0.0417] 03740.03"
18:3 @3 0.30+:0.09 0.3740.05 0.22+0.06 0.25+0.04
20:0 0.414+0.22 0.3740.14 0.37+0.09 0.4240.04
20:111c¢ 0.91+0.35 0.95+:0.07 1.13+0.26 1.3040.11
20:2w6 1.01+0.38 0.98+0.40 048+0.06™| 0.49:0.03"
DGLA w6 0.9740.26 1.040.05 1.11+0.13 1.4740.11°
20:4trans ®6|  0.03+0.02 0.02+0.03 032+028| 0.2440.03
20:4 @6 5.48+1.01 5.9610.28 5261093 6.2240.48
EPA 1.2240.37 1.5240.08 1.05+0.19 1.1240.08
22:0 0.74+0.87 0.69+0.50 045+0.16 0.55+0.06
DPA 1.65+0.50 2.15+0.08™ 1.75+0.29 2.1340.14™
DHA 2.4740.51 2.814+0.08 2254057 2.57+0.20
tot SFA 39.7042.55 38.853.10 3896+4.05| 36651.42
tot MUFA 40.53+1.00 42.1342.11 4383+:298  43.55H0.69™
tot PUFA 19.7743.18 19.02+1.00 1722+ 1.98 19.80+1.16
Tot @6 12.6343.45 10.8140.82 1084+1.46 | 122640.69%
Tot®3 6.86+1.41 7.85:0.17° 638+1.04 | 7.5440.49%&
tot trans 0.7740.31 0.52+0.15 0.88+0.73 0.68+0.38

“flag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkl.

“Tlag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkl

"Mag ile inkiibe edilmis SST grubundan p<0.05 anlaml diizeyde farkl1
&lag ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkli

24 saat SST, Vit C ve SST+Vit C ile ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinin membran yag
asidi kompozisyonu Tablo 4.2°de gosterildi. Omega-6 yolaginda arasidonik asid
prekiisorleri olan linoleik (18:2 ®6) asit seviyesi kontrol grubuna gore diger tiim
gruplarda anlamli azalma oldu. Vit C ve SST+Vit C ile inkiibasyon Gama linoleik asit
(18:3 w6) seviyesinde ise artis gosterdi. Omega-3 ailesinden linolenik asit (18:3 ®3)
seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadi. Vit C ve onun SST kombinasyonu palmitoleik

asid (9cis-16:1) ve vakkenik asid (11c-18:1) seviyelerini kontrol ile karsilastirildiginda
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anlamli diizeyde yiikseltti. Sapienik asit (6cis-16:1) seviyeleri ise kontrol ile
karsilastirildiginda, SST+Vit C inkiibasyonu ile anlamli diizeyde artti. 20:4 arasidonik
asid mono-trans seviyeleri Vit C ve onun SST kombinasyonunda artis gosterdi. Vit C ve
SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde artan 20:4 arasidonik asid mono-trans
direk olarak lipid remodeling ile iliskili dogal cis igeriginin geometrik
transformasyonunu gosterdi. MCF-7 hiicre membranlar1 yag asidi kompozisyonunda
meydana gelen degisimlerin ¢ogunlugu, Vit C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda meydana geldi. Vit C ve SST+Vit C gruplarinda Eikosadienoik asit (20:2
®6) seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli azalma gosterdi. Dokosanoik
asit (22:00) seviyeleri tiim gruplarda benzer diizeydeydi. Dekosapentaenoik asit (DPA)
seviyeleri SST ve SST+Vit C etkisi ile anlamli artig gosterdi (p<0.01) (Tablo 4.2°de).

MCF-7 hiicrelerinde 24 saat siiresince SST, Vit C ve SST+Vit C inkiibasyonu total
doymus yag asidi miktarinda (14:0, 18:0 ve 20:0) anlaml bir degisiklige yol agmadi.
Fakat palmitik asid (16:0)’in seviyesi SST+Vit C inkiibasyonu ile azalma gosterdi.
SST+Vit C inkiibasyonu, tekli doymamis yag asidlerinden sadece 9c-18:1 (oleik)
seviyelerinde kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli azalisa yol agt1 (p<<0.05). Arasidonik
asid (20:4 w-6) seviyeleri kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir degisiklige yol agmadi.
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Somatostatin, Vitamin C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 hiicre membranlarinin
Palmitik asid (16:0), Stearik asid (18:0), Oleik asid (9c-18:1) ve Arasidonik asid diizeyleri.

“Mag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkl.

“lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkh

SST+Vit C MCF-7 meme kanseri hiicre membranlarinda total MUFA
konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla anlamli artig vardir. Tek bagma SST, total
w3 konsantrasyonunda onemli bir artisa, Vit C kombinasyonu ile gozle goriliir bir
azalisa neden oldu. Total SFA, total PUFA, total trans konsantrasyonlarinda ise anlaml
bir fark gozlenmedi. SST+Vit C total w3 ve total wé6 iizerinde biiyiik degisimlere sebep
olurken, tek basina Vit C anlamli bir degisiklige yol agmadi (Sekil 4.3). MCF-7 hiicre
membranlar yag asidi kompozisyonunda meydana gelen ana degisimler tek basina Vit C

ve SST+Vit C ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda meydana geldi.
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Kontrol Somatostatin VitaminC SST+VitC

Sekil 4.3 Somatostatin, Vitamin C ve Somatostatin+Vitamin C inkiibasyonundan sonra, MUFA, PUFA,
SFA, Total Trans, Total ©3, Total 6 yag asidleri diizeylerindeki degisimler.

“[lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05, p<0.01 anlamh diizeyde farkl1.

*[ag ile inkiibe edilmis SST grubundan p<0.05 anlaml diizeyde farkl1

&lag ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.05 anlaml diizeyde farkl1

4.3. MDA-MB231 Hiicrelerinin Membran Fosfolipidlerindeki Yag Asidleri

SST, Vit C veya SST+Vit C ile 24 saat siiresince inkiibe edilen MDA-MB231
hiicrelerinin membran fosfolipid yag asidleri ila¢ inkiibasyonu olmaksizin ayni
kosullarda biiyiitiilen kontrol hiicreleri ile karsilastirildi. Kontrol olarak 24 saat medyum
icinde kiiltiire edilen hiicrelerin her bir yag asidi i¢in % Alan verilerinin ortalamasi
verildi. Degerler GC analizinde belirlenen total yag asidi pik alaninin %’si olarak
verildi. n 6rnek sayisim gosterirken, degerler ortalama+SD olarak belirtildi. *FAME total
lipid ekstraksiyonu, tiirevlendirmesi ve GC analizi sonucu elde edildi. ®Her bir gruba ait
numunelerin yag asidi piklerinin tanimlanmasi standartlar araciligi ile yapild.

Tanimlanan pikler total piklerin %98’ine tekabiil etmekteydi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. MDA-MB231 Hiicreleri Membran Yag Asidlerinin %Alan Verileri

Kontrol® Somatostatin® | Vitamin C* SST+VitC*
FAME? n=6 n=6 n=6 n=6
14:0 1.18+0.43 1.23+0.12 1.13+0.28 1.53+0.34
16:0 1793+ 546 18.84+3.09 1878+ 4.02 2372+ 694
16:16¢ 1.93 +0.50 2.03+0.38 1.93+0.16 1.81 +0.31
16:19¢ 1.74 +0.52 1.75+039 1.61+0.12 1.54+028
18:0 1899+ 131 1904+ 140 2006+ 0.72 2178+3.747
18:19 trans 0.09+0.10 0.14+0.14 0.12+0.09 0.10+0.07
18:19¢ 2227+ 096 2226+ 0.56 2188+1.71 1909+ 401
18:111¢ 628+024 6.42 +0.08 6.56 +0.65 582+123
18:2 trans 024+021 0.35+0.20 0.72+0.09™ 0.61+021"
18:2 @6 475+0.87 461+036 5.05+045 3.87+193
18:3 06 030+0.13 026+0.10 0421006 1.07+1.65
18:3 03 037+0.15 031+0.10 032+0.08 040+0.13
20:0 062+0.17 041+022° 061+0.12 051+0.14
20:111¢ 059+0.15 054+0.12 0.70+0.08 0.63+020
20:2w6 0.73+0.18 0.64+0.24 0.77+0.04 0.70+0.19
DGLA w6 1.92+047 1.88+0.22 2.05+0.20 1.69+0.61
20:4 trans @6 0.08+0.13 0.32+0.08" 0.30+0.06" 0.32+061°
20:4 @6 8.50+1.68 8.40+ 096 7.63 £0.63 6.75+1.46
EPA 1.80 +0.62 1.75+0.44 1.59+0.23 1.46 +0.26
22:0 0.58+0.49 053+0.12 0.63 +0.32 048+0.17
DPA 429+0.88 3.29+0.80 3494027 294+056%%&
DHA 4.514+0.72 4.16 £ 0.66 3.85+036" 3324067
tot SFA 3929+ 542 4006+2.11 41.02 + 4 64% 4802+ 1052
tot MUFA 3306+ 090 3329+ 067 3266+247 2888+ 595
tot PUFA 2765+4.80 2665+273 26.18+2.05 22.80+4.68
Tot @6 1462+2.46 1442+ 139 14.88+1.03 1299+ 2 .67
Tota3 1293+2.56 1202+ 169 1129+ 1.04 9.81+2.04%#
tot trans 0.60+0.36 0.80+0.26 1.02+0.137 1.04 +0.13%&

“"lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05, p<0.01 anlamli diizeyde farkl.
*Ilag ile inkiibe edilmig SST grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkli
&&{lag ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.01 anlamh diizeyde farkli

24 saat SST, Vit C ve SST+Vit C ile ile inkiibe edilen MDA-MB231 hiicrelerinin
membran yag asidi kompozisyonu Tablo 4.3’de gosterildi. Trans-linolelaidik asit (18:2
trans) seviyeleri kontrol grubuna gore Vit C ve SST+Vit C gruplarinda anlamli artisa
neden oldu. SST+Vit C ile inkiibasyonda 18:2 w6 seviyesi azalis gosterdi. 18:3 »3, 18:3
®6 seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadi. SST, Vit C ve STT+Vit C ile inkiibe
edilen MDA-MB231 hiicrelerinde 20:4 arasidonik asid mono-trans seviyelerinde anlaml
diizeyde artig gozlendi. DPA ve DHA seviyelerinde kontrol grubuna gore Vit C ve SST
ile kombinasyonunda anlamli azalis vardir (Tablo 4.3).
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MDA-MB231 hiicrelerinde 24 saat siiresince SST, Vit C ve SST+Vit C inkiibasyonu
total doymus yag asidi miktarinda (14:0 ve 16:0) anlaml bir degisiklige yol agmadi.
Ancak 18:0’in seviyesi SST+Vit C kombinasyonuyla artis gosterdi. SST inkiibasyonu
Arasidik asit (20:0) yag asidi seviyelerinde kontrol ile karsilastirildiginda anlamli azalisa
yol act1 (p<0.05). 20:4 w6, yalniz SST grubuna gére SST+Vit C inkiibasyonu ile anlaml
diizeyde azaldi. 9¢c-18:1 seviyeleri kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir degisiklige yol
agcmadi. (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Somatostatin, Vitamin C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen MDA-MB231 hiicre membranlarinin
Palmitik asid (16:0), Stearik asid (18:0), Oleik asid (9c-18:1) ve Arasidonik asid diizeyleri.

“lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkl

"[ag ile inkiibe edilmig SST grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkli

Sadece Vit C ve SST ile kombinasyonu, MDA-MB231 meme kanseri hiicre
membranlarinda total trans konsantrasyonunda anlamli artis gosterdi. SST+Vit C
inkiibasyonu Total w3 konsantrasyonunda goézle goriiliir bir azalisa sebep oldu. Total
SFA, Total PUFA, Total MUFA konsantrasyonlarinda ise anlamli bir fark gézlenmedi.
SST grubuna gore, Vit C ile inkiibasyonda Total SFA konsantrasyonunda az da olsa
anlaml azalig vardir. Total trans konsantrasyonu SST+Vit C grubunda Vit C grubuna

gore anlamli artt1 (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Somatostatin, Vitamin C ve Somatostatin+Vitamin C inkiibasyonundan sonra, MUFA, PUFA,
SFA, Total Trans, Total ®3, Total 6 yag asidleri diizeylerindeki degisimler.

“™lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05, p<0.01 anlamli diizeyde farkl.

*[ag ile inkiibe edilmig SST grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkli

&&&{]a¢ ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.05, p<0.01 anlamh diizeyde farkl

4.4. MAPK Proteinlerinin Ekspresyonlari

4.4.1. MCF-7 Hiicrelerine ait MAPK Proteinlerinin Ekspresyonlari

MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde membran yag asidi profili takiben MAPK sinyal
ileti yolaginda bulunan AKT1, p-AKT-1(Ser473), p-AKT-1 (Thr308), p-P44/42 MAPK
(Thr202/Tyr204), S6-Ribozomal and p-S6-Ribozomal (Ser235/236) proteinlerin
ekspresyonlar1 6lgiildii. Vit C ve SST+Vit C, p-P44/42 MAPK (Thr202/Tyr204)
ekspresyonunu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamhi diizeyde arttirdi. p-S6-
Ribozomal (Ser235/236), AKT1 ve S6-Ribozomal ekspresyonlar1 Vit C ve SST+Vit C
inkiibasyonlarinda gozle goriiliir sekilde azalis gosterdi. Tam tersine Vit C ve SST+Vit
C inkiibasyonlar1 p-AKT-1 (Thr308) ekspresyonunu anlamli diizeyde arttirdi. p-AKT-
1(Ser473) ekspresyonunda higbir degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Somatostatin, Vitamin C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde; MAPK sinyal
ileti yolundaki AKT1, p-AKT-1(Ser473), p-AKT-1 (Thr308), p-P44/42 MAPK (Thr202/Tyr204), S6-
Ribozomal and p-S6-Ribozomal (Ser235/236) proteinlerin ekpresyonlari

“lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.01 anlaml diizeyde farkh
"lag ile inkiibe edilmis SST grubundan p<0.01 anlamh diizeyde farkli
&&&j]a¢ ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.05, p<0.01 anlamli diizeyde farkl

4.4.2. MDA-MB231 Hiicrelerine ait MAPK Proteinlerinin Ekspresyonlari
MDA-MB231 hiicrelerinde ise, p-P44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) ekspresyonu kontrol
grubuna kiyasla tiim gruplarda anlamli azalig gosterdi. Vit C inkiibasyonu, p-P44/42
MAPK (Thr202/Tyr204) ekspresyonunu onemli diizeyde azaltti. Vit C ve SST ile
kombinasyonu p-S6-Ribozomal (Ser235/236) ekspresyonunu kontrole gore anlamli
diizeyde arttirdi. AKT1 ekspresyonunun SST inkiibasyonu anlamli sekilde artmasina,
Vit C ve SST+Vit C inkiibasyonlar1 ise anlamli sekilde azalmasina neden oldu. p-AKT-1
(Thr308) ekspresyonu yalnizca SST ile inkiibe edilen grupta anlamli olarak azaldi. Vit C
ve SST kombinasyonu ile p-AKT-1(Ser473) ve S6-Ribozomal ekspresyonlarinda
anlamli artig gézlendi. (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Somatostatin, Vitamin C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen MDA-MB231 hiicrelerinde; MAPK
sinyal ileti yolundaki AKT1, p-AKT-1(Ser473), p-AKT-1 (Thr308), p-P44/42 MAPK (Thr202/Tyr204),
S6-Ribozomal and p-S6-Ribozomal (Ser235/236) proteinlerin ekpresyonlari

“™lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.05, p<0.01 anlamli diizeyde farkl:.
"lag ile inkiibe edilmis SST grubundan p<0.01 anlaml1 diizeyde farkli
&&{lag ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkl

4.5. EGFR Protein Ekspresyonu
MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde membran yag asidi profili takiben EGFR

ekspresyonlari belirlendi.

4.5.1. MCF-7 Hiicrelerine ait EGFR Protein Ekspresyonu

MCF-7 hiicrelerinde SST ile inkiibasyon EGFR ekspresyonunu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli diizeyde azaltti. Vit C ve SST+Vit C ile inkiibasyon EGFR
ekspresyonunda artisa neden oldu. Vit C grubuna kiyasla, SST+Vit C grubunda EGFR

ekspresyonu anlamli azalis gosterdi (Sekil 4.8).

39



2t &8
09 - i
08 -
E 0,7
5 06 -
H 05 - %
a. 03
0.2 -
01
0 -

Kontrol Somatostatin Vitamin C SST+VitC

Sekil 4.8. Somatostatin, Vitamin C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde; EGFR protein
ekspresyonu

“lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkli.
"lag ile inkiibe edilmis SST grubundan p<0.01 anlamh diizeyde farkli
&&{]ag ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.01 anlamh diizeyde farkli

4.5.2. MDA-MB231 Hiicrelerine ait EGFR Protein Ekspresyonu
MDA-MB231 hiicrelerinde ise; yalnizca SST+Vit C inkiibasyonu ile EGFR ekspresyonu
anlamli artig gdsterdi. Diger gruplarda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 4.9).
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Kontrol Somatostatin Vitamin C SST+VitC

Sekil 4.9. Somatostatin, Vitamin C ve SST+Vit C ile inkiibe edilen MDA-MB231 hiicrelerinde; EGFR
protein ekspresyonu

“lag ile inkiibe edilmemis kontrol grubundan p<0.01 anlamh diizeyde farkli.
*lag ile inkiibe edilmis SST grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkh
&&{lag ile inkiibe edilmis Vit C grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkl
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5. TARTISMA

Calisgmamizda SST’nin meme hiicre membranlarinda lipidler agisindan yol agabilecegi
degisimleri ve bu degisim tlizerinde gii¢lii bir antioksidan olan Vit C’nin etkilerini analiz
etmeyi hedefledik. Bu amagla SST ve Vit C, SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 ve
MDA-MB231 hiicrelerinde membran yag asidi kompozisyonunu ve sinyal yolaklariyla
iligkili belirtecler olan MAPK ve EGFR protein ekspresyonlarint belirledik. Hiicre
membran lipid profilinin tanimlanmasi, kanser hiicrelerinin hayatta kalabilme
mekanizmalariin belirlenebilmesinde de 6nemi biiyiiktlir. Yag asidlerinin geometrik
trans izomerleri ¢ift baga gore ayn1 yonde iki zincire sahiptir. Trans izomerler; hiicre,
hayvan ve insan modellerinde stres sirasinda serbest radikal tiirleri tarafindan meydana
getirilir (Ferreri ve ark., 2005). Trans yag asidleri kanser tedavisinde yeni hedef olarak
gosterilmektedir. Trans yag asidlerinin fonksiyonlarinin ve yapilarinin tanimlanmasinin
yaninda cis ve trans lipid geometrisinin biyokimyasal 6nemini aragtiran multidisipliner
caligmalar devam etmektedir. Yag asidlerinin cis-trans geometrisinin degismesi,
membran fonksiyonu ve sinyalizasyonunda degisiklikler yaparak hiicresel cevabi uyarir
ve biyolojik sisteme zarar verebilir. SST ve Vit C etkisi sonucu ortaya ¢ikan membran
lipid profili degisikleri daha 6nce ¢alisiimamistir. Bu nedenle ¢alismamizda SST ve Vit

C’nin meydana getirebilecegi membran degisikliklerini analiz etmeyi hedefledik.

Kanser, son yillarda 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Meme kanseri kadinlarda sik
goriilen kanser kaynakli 6liim nedeni oldugu tespit edilmistir (Evans ve ark., 2019).
Meme kanserlerinin meydana gelmesinde E2’nin rolii biiyliktiir. 17p-6stradioliin
Ostrojen reseptor (ER) pozitif meme tiimor hiicrelerinde ¢ogalmayi tetikledigi, apoptozu
engelledigi bilinmektedir (Semmler ve ark., 2019). ER pozitif meme kanseri
hiicrelerinde, Ostrojenin ER’yi aktive etmesiyle hiicre siklusundaki G1 faz1 kisalir ve
hiicrenin daha sik sekilde boliinmesine neden oldugu bildirilmistir (Osborne, 1998).
Cesitli biyolojik karakteristikler ile (hasta yasi, hiicre tipi, tiimor evresi ve proliferasyon
hizi) meme kanserinde hastaligin prognozu belirlenir. Kanser gelisim siirecinin
karmasikligindan dolayr hala aydinlatilmasi gereken noktalar1 vardir. Kanser tedavisi
igin farkli bir¢ok tedavi modaliteleri kullanilir. Bunlara ornek: radyoterapi, cerrahi,
kemoterapi-hormon tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden ise immunoterapi, gen
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tedavisi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri ve anjiyogenez inhibitorleri diye siralanabilir.
Bu tedavilerin amaci mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi artirmaktir. En sik kullanilan
kemoterapoétikler doksorubisin, dosetaksel-paklitaksel ilaglardir. Son yillarda meme
kanserinde antianjiyojenik ilaglarin da etkili oldugu gosterilmis, bu ilaglara 6rnek

bevacizumab ve sorafenib verilmistir (Motono ve ark., 2019) .

Farkli organ tiimdrlerin genelinde, timor hiicrelerinin @ SSTR  eksprese ettigi
bilinmektedir. Bu farkli timor hiicrelerinde  SSTR’nin  bulunmasi yeni tedavi
stratejilerine olanak saglar. Antineoplastik etkileri sebebiyle SST analoglar1 birden fazla
organ kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bir ¢alismada Ostrojen pozitif meme
kanseri hiicrelerinde farkli dozlarda SST uygulamasi sonucunda total oksidan madde
miktarinda azalma, hiicresel total antioksidan madde miktarinda artis goriildi
(Drastikova ve ark., 2016). SST’nin ve analoglarinin biyolojik aktiVit Esi, hedef
hiicrelerde bulunan SSTR’e olan affinitelerine baglidir. SST ve analoglari reseptor
subtiplerini stimiile ederek fonksiyonlarin1 regiile ederler (Blaker ve ark., 2004;
Dasgupta, 2004). Bu reseptorlerin bulunmasi ile yeni tedavi firsatlarinin ortaya ¢ikmis
ve SST’nin biyolojik etkileri daha iyi anlagilmistir. Metastatik ve primer tiimorlerde,
timor hiicreleri yogun sekilde birden fazla reseptdr subtiplerini ayni siirede eksprese
ederler (Bousquet ve ark., 2004; Dasgupta, 2004). Son ¢alismalar; diger fonksiyonlarina
nazaran SST-SST analoglarmin timdr hiicrelerinde apoptozu indiikledigini gostermistir
(Jia ve ark., 2003; Lasfer ve ark., 2005). In-vitro hiicre kiiltiirlerinin arastirilmasindan,
reseptorlerin timor hiicre proliferasyonundaki fonksiyonel-potansiyel rolii 6grenilmistir.
Bu ¢alismalar ile SSTR’nin hiicre igi sinyal yollarini diizenledigini, sonucunda apoptoz
ve hiicre siklus arrestiyle sonuglandigi gosterilmistir. SSTR, belki de hiicre biiylimesini
olumsuz kontrol eden sinyal kaskadini1 durdurarak tiimoér hiicre biiyiimesini inhibe eder.
Bu konu ile ilgili arastirmalar nekadar fazla olsada, hala mekanizma tam olarak aciga
kavusmamistir. SST analoglarinin tedavi potansiyeli ve farmakolojisi ¢ok hizla
gelismeye devam etmektedir. Bir¢cok yeni molekiil iizerinde c¢alisilmaktadir. Bu
molekiiller reseptorlere karsi farkli afinite gostermektedir (Pawlikowski ve Melen-
Mucha, 2004).
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Vitaminler son yillarda kanserden korunmada en ¢ok umut baglanan besin maddeleridir.
Ozellikle bati toplumlarinda normal diyette ek olarak vitamin haplar1 bol miktarda
tiikketilmektedir. Ancak bu vitamin haplarinin kanserden korunmada gergekten etkili olup
olmadiklar1 tam olarak anlasilamamistir. Vitaminlerin hangi mekanizmalarda kanser
gelisiminde etkili olabildikleri tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte bazi farkl
Ozelliklere sahip olduklari bilinmektedir. Tiim vitaminlerin immiin sistem tiizerinde
onemli etkileri vardir. Bu nedenle antioksidan maddeler kanserden korunmada 6nem
kazanmaktadirlar. Bir ¢alismada teshisi konmus akciger kanseri olgularinda serum Vit C
diizeyleri c¢alistlmis olup saglikli kontrol grubuna oranla anlamli olarak diisiik
bulunmustur, bir baska c¢alismada Vit C’nin akciger kanserlerinde kemoterapotik
ajanlara karsi kazanilmig direnci degistirebildigi bildirilmistir (Chiang ve ark., 1994;
Rodrigues da Silva ve ark., 2018).

Calismamizda hiicre kiiltiirii i¢in standart bir protokol izledik. Tiim hiicre gruplart ayni
kosullarda hazirlandi. Membran fosfolipid yapisinda, iki yag asidi kuyrugunun
bulunmasindan dolay1 bir yag asidi seviyesindeki degisim diger yag asidi rezidiisii ile
korelasyon gosterebilir. Hiicre membranlarinin yag asidi kompozisyonunda meydana
gelen degisimler membran akigkanligi ve gegirgenliginde degisimlere neden olur. Vit C
ve SST+Vit C inkiibasyonundan sonra membran yag asidi kompozisyonunda 6nemli

modifikasyonlar gozlendi. Calismamizda membran yag asidi kompozisyonu analizi ile

SST+Vit C’nin MCF-7 hiicre membranlarinda 16:0 ve tekli doymamis yag asidlerinden
sadece 9c-18:1 seviyelerini kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli azalisa yol agtigini
belirledik. Arasidonik asid hiicrelerin lipid yapimi ve fonksiyonuna katkida bulunan,
membran lipidomundaki en temel bilesendir (Kullenberg ve ark., 2012). Fakat MCF-7
hiicresinde 20:4 w-6 seviyeleri kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (Sekil 4.1). MDA-MB231 hiicresinde ise 20:4 w6, SST grubuna gore
SST+Vit C inkiibasyonu ile anlamli diizeyde azalmasi Vit C’nin etki etmedigi
distintilebilir (Sekil 4.3). Arasidonik asidin nciilleri olan linoleik asit seviyesi iki hiicre
hattinda da SST+Vit C inkiibasyonu sonucunda azalig gdsterdi. Ayn1 sekilde iki hiicre
hattinda Vit C ve SST+Vit C ile arasidonik asid mono-trans izomeri seviyesi artti.

Elaidik asid seviyesi iki hiicre hattinda da anlamli bir degisiklik gostermedi. Fakat MC-7
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hiicresinde, SST+Vit C oleik asit seviyesinin anlamli azalisina neden oldu (Sekil 4.1).
Bunun nedeni, SST+Vit C’nin membranda oleik asid’den zengin bir bolgeye
yerlesmesinden kaynaklanabilir. Bagka bir ¢alismada meme kanser hiicrelerinde SFA
olan palmitatin apoptozisi arttirdigi, MUFA simifi oleik asidin ise proliferasyonu
arttirdig1 ve palmitat aracili apoptozise karsi koruyucu oldugu rapor edilmistir (Hardy ve
ark., 2000). Eksojen olarak alinan yaglarin aksine kanser hiicrelerince endojen olarak
iretilen yag asidlerinin malign ve agresif fenotip ile iligkili olduklar1 bildirilmistir
(Nomura ve ark., 2010). Calismamizda SST’e¢ maruz kalan hiicrelerin membran yag
asidi kompozisyonunda meydana gelen ana etkileri; iki hiicre hattinda artan trans yag
asidi iretimi, MDA-MB231 hiicresindeki Vit C ile inkiibasyonda yiiksek SFA ve MCF-
7 hiicresinde SST+Vit C inkiibasyonunda yiiksek MUFA igerigi olarak bulduk. SST’nin
Vit C ile birlikte kullanimi trans yag asidi seviyelerini kontrol diizeyine ¢ekemedi. Vit C
ve SST+Vit C SFA ve MUFA iizerinde biiyiik degisimlere sebep olurken, tek basina
SST anlamli bir degisiklige yol agmadi. SST ve/veya Vit C inkiibasyonlar1 sonrasi
yapilan lipidom analizleri MDA-MB231 hiicre membranlarinda arasidonik asidin kritik
rolinii ortaya koydu. SST’nin Vit C ile inkiibasyonu, yalniz SST grubuna gore
karsilagtirildiginda membran arasidonik asid seviyelerinin azalmasia neden oldu. Vit
C’nin bu etkileri onun antioksidatif ve antiapoptotik etkileri ile iligkili olabilir. Elde
ettigimiz sonuglar SST ve Vit C’nin insan meme kanser hiicrelerinde membran lipid
profilinin diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugunu gosterdi. Daha 6nce yapilan hicbir
calismada meme kanser hiicrelerinde meydana gelen yag asidi degisimleri GC teknigi ile

arastirilmamustir.

Membran lipidom profilinin belirlenmesi hiicre biyolojisi deneylerinde hiicrelerin
karakterizasyonunun belirlenmesi ve membran yag asidi organizasyonunun yenilendigi
durumlarin belirlenmesinde giiclii bir aragtir. Calismamizin sonuglart MDA-MB231
hiicre hattinda SST ve SST+Vit C’nin trans lipid izomerlerinin olusum yolaklarina
aracilik ettigini ve kemoterapdtiklerin bu yolaklar araciligi ile hiicre O6limiini
uyarabilecegine diisiinmekteyiz. Ayrica c¢alismamiz sonucu buldugumuz, hiicre
membrani fosfolipidlerindeki trans lipid olusumu ileriki ¢aligmalar i¢in ilham kaynagi
olabilir. Calismamizin sonuglar1 daha etkili kanser tedavi stratejilerinin tasarlanmasinda

da kullanilabilir.
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SST ve Vit C’nin yol agtigi membran lipid kompozisyonundaki degisiklige bagli olusan
sinyal ileti mekanizmalarindaki (MAPK, EGFR) degisiklikler agiga kavusturuldu. SST
ve Vit C’nin hiicre membran lipid kompozisyonunda olusturdugu bu degisikligin, hiicre
yilizeyindeki reseptor ve hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalar1 {izerindeki etkilerini
arastirdik. Bu nedenle hiicre ylizeyinde EGF reseptoriiniin ve hiicre igerisinde MAPK
proteinlerinin aktivasyon durumlari (fosforilasyon/defosforilasyon) tespit edildi.
Literatiirde bu konuda bir bilgi mevcut degildir. Bu amagla meme kanseri hiicrelerinde
takiben MAPK sinyal ileti yolaginda bulunan AKT1, p-AKT-1(Ser473), p-AKT-1
(Thr308), p-P44/42 MAPK (Thr202/Tyr204), S6-Ribozomal and p-S6-Ribozomal
(Ser235/236) diizeylerini belirledik. MAPK sinyal yolu, normal hiicrelerde oldugu gibi
bircok kanser hiicresinde de proliferasyon i¢in gerekli olan RAF, MEK ve ERK
proteinlerinden olusmaktadir. Bu proteinler biiylime, farklilasma, stres ve inflamasyon
gibi hiicresel olaylar1 kontrol eden sinyal yollarindaki anahtar diizenleyicidirler. Hem
p44 hem de p42 MAP kinazlar (Erkl ve Erk2) protein kinaz kaskadinda kritik role
sahiptir ve hiicre biiylimesi ve farklilagsmasini diizenlerler (Cowley ve ark., 1994;
Pearson ve ark., 2001; McKay ve Morrison, 2007). ERK; hiicre ¢ogalmasi, farklilagsma
ve sagkalim gibi 6nemli hiicresel prosesleri diizenleyen karmasik bir sinyal aginin
merkezi bir bilesenidir. MAPK ailesinin bir iiyesi olan ERK1/2'nin hiicre ¢ogalmasi ile
iligkili oldugu bildirilmistir. Metabolizmay1r modiile edebilen klinik terapilerin
aragtirtlmas1 ve gelistirilmesi kritik bir oneme sahiptir. MAP kinazlar; biliylime ve
norotrofik faktorler, sitokinler, hormonlar, norotransmitterler ve ilaglar gibi bir¢ok farkli
hiicre dis1 sinyal tarafindan aktive edilebilirler. Bir ¢alismada 6zellikle serbest radikal
yakalama 6zelligiyle dikkat ¢eken kuersetinin, karsinogenezde 6nemli bir rol oynayan
metabolik yolaklarda, protein kinaz C, MAPK gibi ¢esitli tip kinazlara dogrudan etki
ettigi vurgulanmaktadir (Borska ve ark., 2010). Bu bilesiklerin; meme (Choi ve ark.,
2008), akciger (Granado-Serrano ve ark., 2006), mide (Wang ve ark., 2012) kanseri
hiicrelerini doz ve zamana bagli olarak, hiicre dongiisiinii durdurarak ve apoptozisi
indiikleyerek inhibe ettigi, yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Caligmamizda SST, Vit C
ve SST+Vit C inkiibasyonlar1 MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde, genel MAPK
proteinlerini anlaml diizeyde azaltt1. Literatiirde meme kanser hiicrelerinde SST ve Vit

C’nin membran lipid kompozisyonu iizerine olan etkisinin tanimlandigi higbir ¢alisma
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bulunmadigir gibi, MAPK aktivasyonundaki rolii ile ilgili de herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Farkli bir ¢alismada, MAPKL1 sinyal yolu aktiVit Esinin, servikal
kanser hiicresi metastazinin indiiksiyonunda rol oynayan onemli bir molekiil oldugu
gosterilmistir (Du ve ark., 2013). Normal MAPK/ERK fonksiyonu, hiicre dongiisii
aktiVit Esi icin gerekli olan proteinlerin degradasyonu ile tiimor baskilanmasinda
onemlidir (Burotto ve ark., 2014). Buna ragmen, MAPK'larin anormal aktivasyonu,
prostat benign tiimorleri modelindeki normal fibroblastlarda gosterildigi gibi, hiicre
dongiisii sirasinda progresyon icin gerekli olan proteinlerin parcalanmasiyla sonuglanir.
MAPK!'lerin bu ikili etkilerinden hangisinin, sinyalin yogunluguna ve sinyalin anormal
olarak aktive edildigi baglam veya dokuya bagli oldugu bilinmemektedir (Derynck ve
ark., 2014). MAPK / ERK'in kanserin baslangicinda ve ilerlemesinde iligkili oldugu
birgok farkli yolak vardir. Erk 1/2, MAPK ailesinin alt grubundan biridir (Z. Lu ve Xu,
2006). Erk 1/2 ifadesi normalde hiicre takibini artirir, bu nedenle karsinogenez, metastaz

ve fibrozisin indiiksiyonuna neden olabilir.

Insan epidermoid karsinoma hiicreleri 50 ile 100 kat fazla EGFR eksprese eder. Meme,
skuamoz bas ve boyun, glioma, akciger, mide, pankreas ovaryum ve prostat
kanserlerinde, EGFR’nin asir1 eksprese edildigine dair bir¢ok calisma rapor edilmistir
(Koenders ve ark., 1991; Tolaney ve ark., 2019). Bazi c¢alismalar, meme kanser
hastalarinda tiimordeki artmis EGFR’nin, hastaligin ilerlemesinde rol oynayabilecegini
gostermigtir. Literatiirde meme kanser hiicrelerinde SST ve Vit C’nin membran yiizey
reseptorii  lizerine olan etkisinin tanimlandigi higbir ¢alisma bulunmamaktadir.
Projemizde, meme kanser hiicrelerinde SST ve Vit C’nin EGFR ekspresyonu {izerine
etkisini saptadik. Tiimor hiicresinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in hiicre i¢inde her biri ile
sik1 bir igbirligi icinde ¢alisan ¢ok sayida sinyal ileti yoluna ve bu yollar1 aktive eden
uyaranlara ihtiyaci vardir. Meme kanseri gelismesi ve ilerlemesinde rol oynadigi
anlasilan biiylime faktor ailelerinden birisi de EGFR ailesi ve bu reseptdrler araciligr ile
ile uyarilan sinyal ileti yoludur. EGFR ailesine mensup Her-2 molekiiliiniin kotii bir
prognostik faktor oldugu ve bu reseptor iizerinden baslayan sinyal ileti sisteminin Her-
2’e kars1 gelistirilmis bir monoklonal antikor ile bloke edilmesinin metastatik meme
kanseri hastalarinda sagkalimi arttirdigi gosterilmistir (Bewick ve ark., 1999; Esteva ve

ark., 2002). EGF reseptor ailesinin meme karsinogenezisi ve progresyonunda rolii
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oldugu diisiiniilen diger bir liyesi ise Her-1(EGFR)’dir (Stern, 2000; Yarden ve
Sliwkowski, 2001). EGFR sinyal ileti yolu diger birgok epitelyal tiimorlerde oldugu gibi
meme kanserinde de normalden fazla ¢alistiginda hiicre proliferasyonunu, anjiogenezi
ve invazyon/metastaz poatnsiyelini arttirarak meme tiimori hiicrelerinin  habis
karakterler kazanmasini ve olusan tiimorlerin progresyonunu saglamaktadir (Salomon ve
ark., 1995). Bu mekanizmalra ek olarak EGFR sinyal ileti yolunun meme kanseri
etyolojisinde 6nemli rol oynayan §strojen reseptdriiniin sinyal ileti yolu ile olan karsilikli
iliskisinin uygulanan endokrin tedavilere (antidstrojen) karsi direng¢ gelismesinde rol
oynadigi diisiiniilmektedir (Schiff ve ark., 2003). Pek cok epitelyal tiimorde (meme
kanseri dahil) artmis EGFR ekspresyonunun kétii bir klinik seyirle iliskili bulunmasi ve
daha da 6nemlisi EGFR sinyal iletimini bloke eden ajanlarin kanser hiicreleri lizerinde
anti-tiimor gostermesi EGFR sinyal ileti yolunun en ¢ok arastirilan biiyiime faktorii yolu
olmasina neden olmustur (Prenzel ve ark., 2001; Arteaga, 2002). EGFR sinyal ileti
yolunun meme kanserinde endokrin ajanlara karsi diren¢ gelisiminde rolii oldugu
diisiiniilen metabolik yollardan birisidir. Bir calismada ki veriler EGFR sinyal ileti
yolunun cesitli basamaklarda bloke edilmesinin meme kanseri hiicrelerinde endokrin
direng gelismesini geciktirmesi ile de desteklenmistir (Johnston ve ark., 2003; Kurokawa
ve Arteaga, 2003). Calismamizda SST ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde kontrol
grubu ile karsilagtirlldiginda EGFR seviyelerinin azaldigini, fakat MDA-MB231
hiicrelerinde SST+Vit C ile inkiibasyonda ise EGFR seviyesinin arttigin1 gozlemledik.
EGF reseptorleri araciligiyla niikleusa iletilen sinyallerin net etkisi bu reseptorlere hangi
ligandin baglandigina, reseptorlerin hangi reseptorle dimerizasyon yaptigina, buna bagl
olarak hangi hiicre i¢i alt yollarin aktive olduguna ve EGFR sinyal ileti yolunun diger
hangi sinyal ileti yollari ile kesistigine baglidir (Yarden ve Sliwkowski, 2001). Dolayisi
ile bu sinyal ileti yolunu olusturan proteinlerin meme tiimorlerindeki ekspresyon
bigimlerinin belirlenmesi ve bu ekspresyon bi¢iminin uygulanan tedavileri ne yonde
etkilediginin bilinmesi EGFR sinyal ileti yolunu hedefleyen biyolojik ajanlardan

maksimum yararlanacak hasta gruplarinin saptanmasinda 6nemli olacaktir.

Tiimdr hiicresinde ¢aligan sinyal ileti yolarinin sayica ¢oklugu ve birbirleri ile olan yakin
iligkileri, bir sinyal ileti yolu bloke edildiginde digerlerinin devreye girmesini

saglamakta ve bdylece tiimor yagsamim siirdiirebilmek i¢in kolayca baska kacis yollar1
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bulabilmektedir. Bu da yillardir karsilagtigimiz 6nemli bir soruna yani uygulanan

tedaviye direng gelismesine neden olmaktadir.

Bulgularimiza dayanarak Vit C’nin SST ile birlikte kullanimimin meme kanser
hastalarinin tedavisi sirasinda dikkatle takip edilmelerinin gerektigi sonucu ¢ikarilabilir.
Antioksidan takviyesi yararli, zararli ya da notral olmasi antioksidanin 6zelliklerine ve
dozuna, kullanilan kemoterapi ilacina, tedavi edilen kanser tipine ve hastanin tiikettigi
diyete baglidir. Bu alanda yapilan klinik randomize calismalar az sayidadir. Tek bir
antioksidanin ve antioksidan kombinasyonlarinin geleneksel kanser tedavisindeki
etkilerinin tamamen agiklanmasi i¢in iyi diizenlenmis randomize kontrollii ¢aligmalara
ihtiyag vardir. Ayrica hiicre yiizey reseptdr ve sinyal ileti yollarinda SST ve Vit C’e
bagl etkilerin ve degisikliklerin aydinlatilmasi, meme kanser tedavisinde bugiine kadar
arastirilmamis olan sinyal ileti yollarinin ve mekanizmalarimin belirlenerek meme kanser
tedavisindeki olas1 rollerini ve kanser hiicrelerinin selektif eliminasyonuna katki

saglayacak yeni bir tedavi stratejisi olarak potansiyelini ortaya ¢ikarmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmanin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 meme kanser hiicre membranlarinda tekli
doymamis yag asit (MUFA) diizeyi artis gosterdi.

2. SST, Vit C ve SST+Vit C, MCF-7 meme kanser hiicre membranlarinda omega-6
yag asidi tlirevi olan linoleik asit diizeyinin azalmasina neden oldu.

3. SST, SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 meme kanser hiicre membranlarinda
dekosapentaenoik asit diizeyi artig gosterdi.

4. Vit C ve SST+Vit C, MCF-7 meme kanser hiicre membranlarinda arasidonik asit
mono-trans izomerlerinin artmasina neden oldu.

5. SST+Vit C ile inkiibe edilen MDA-MB231 meme kanser hiicre membranlarinda
stearik asit diizeyi artig gosterdi.

6. Vit Cve SST+Vit C, MDA-MB231 meme kanser hiicre membranlarinda omega-
6 yag asidi tlirevi olan linoleik asit diizeyi artig gosterdi.

7. SST+Vit C, MDA-MB231 meme kanser hiicre membranlarinda total trans
izomerlerinin artmasina neden oldu.

8. SST+Vit C, MDA-MB231 meme kanser hiicre membranlarinda
dekosapentaenoik asit ve dokosahekzaenoik asit (DHA) diizeylerin azalmasina neden
oldu.

9. SST, Vit C, SST+Vit C ile inkiibe edilen MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde
genel MAPK proteinlerin diizeyleri diisiik bulundu.

10. SST ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde EGFR seviyelerinin azaldigi, MDA-
MB231 hiicrelerinde ise SST+Vit C ile inkiibasyon EGFR seviyesinin arttig1 bulundu.
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Bu aragtirmanin sonuglarina gore onerilerimiz:

Bulgularimiza dayanarak meme kanser hiicrelerinde lipid izomerizasyonu ve sinyal
yolaklarina somatostatin ve antioksidanin birlikte etki ettigi gosterilmektedir. Lipidom
analizi sonuglar1 SST+Vit C’nin indiikledigi yag asidi yeniden diizenlenmesinin rolii ve
membranin 6nemini ortaya koyarken hiicre cevabinin ve meme hiicre tiimorleri gibi
hastaliklarin  etkilenmesine  yonelik  lipid-tabanli  stratejilerin ~ potansiyelini
gostermektedir.

Kanser hiicrelerinde SST ve Vit C’nin tiim sinyal mekanizmalarinin ve etkilerinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Metabolizmayr modiile edebilen klinik terapilerin
arastirilmasi ve gelistirilmesi gerekmektedir.

Hiicre yiizey reseptor ve sinyal ileti yollarinda SST ve Vit C’e bagh etkilerin ve
degisikliklerin aydinlatilmasi, meme kanser tedavisinde bugiine kadar arastirilmamis
olan sinyal ileti yollarinin ve mekanizmalarinin belirlenerek meme kanser tedavisindeki
olasi rollerini ve kanser hiicrelerinin selektif eliminasyonuna katki saglayacak yeni bir

tedavi stratejisi olarak potansiyelini ortaya ¢ikarmaktadir.

50



KAYNAKLAR

Abshirini, M., Siassi, F., Koohdani, F., Qorbani, M., Khosravi, S., Aslani, Z. Higher
intake of dietary n-3 pufa and lower mufa are associated with fewer menopausal
symptoms. Climacteric. 2019; 22 (2): 195-201.

Alche, J. D. A concise appraisal of lipid oxidation and lipoxidation in higher plants.
Redox Biol. 2019: 101136.

Andersson, J., & Koper, I. Tethered and polymer supported bilayer lipid membranes:
Structure and function. Membranes (Basel). 2016; 6 (2).

Aranda-Cano, L., Sanchez-Calvo, B., Begara-Morales, J. C., Chaki, M., Mata-Perez, C.,
Padilla, M. N. Post-translational modification of proteins mediated by nitro-fatty acids in
plants: Nitroalkylation. Plants (Basel). 2019; 8 (4).

Arteaga, C. L. Epidermal growth factor receptor dependence in human tumors: More
than just expression? Oncologist. 2002; 7 Suppl 4: 31-39.

Beld, J., Lee, D. J.,, & Burkart, M. D. Fatty acid biosynthesis revisited: Structure
elucidation and metabolic engineering. Mol Biosyst. 2015; 11 (1): 38-59.

Bendsen, N. T., Stender, S., Szecsi, P. B., Pedersen, S. B., Basu, S., Hellgren, L. I.
Effect of industrially produced trans fat on markers of systemic inflammation: Evidence
from a randomized trial in women. J Lipid Res. 2011; 52 (10): 1821-1828.

Bergandi, L., Canosa, S., Pittatore, G., Silvagno, F., Doublier, S., Gennarelli, G. Human
recombinant fsh induces chemoresistance in human breast cancer cells via hif-lalpha
activation. Biol Reprod. 2019.

Bewick, M., Chadderton, T., Conlon, M., Lafrenie, R., Morris, D., Stewart, D.
Expression of c-erbb-2/her-2 in patients with metastatic breast cancer undergoing high-
dose chemotherapy and autologous blood stem cell support. Bone Marrow Transplant.
1999; 24 (4): 377-384.

Bhikoo, R., Srinivasa, S., Yu, T. C., Moss, D., & Hill, A. G. Systematic review of breast
cancer biology in developing countries (part 1): Africa, the middle east, eastern europe,
mexico, the caribbean and south america. Cancers (Basel). 2011; 3 (2): 2358-2381.

Blaker, M., Schmitz, M., Gocht, A., Burghardt, S., Schulz, M., Broring, D. C.
Differential expression of somatostatin receptor subtypes in hepatocellular carcinomas. J
Hepatol. 2004; 41 (1): 112-118.

Bligh, E. G., & Dyer, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification. Can
J Biochem Physiol. 1959; 37 (8): 911-917.

51



Borska, S., Drag-Zalesinska, M., Wysocka, T., Sopel, M., Dumanska, M., Zabel, M.
Antiproliferative and pro-apoptotic effects of quercetin on human pancreatic carcinoma
cell lines epp85-181p and epp85-181rdb. Folia Histochem Cytobiol. 2010; 48 (2): 222-
229.

Bousquet, C., Guillermet, J., Vernejoul, F., Lahlou, H., Buscail, L., & Susini, C.
Somatostatin receptors and regulation of cell proliferation. Dig Liver Dis. 2004; 36
Suppl 1: S2-7.

Bozonet, S. M., Carr, A. C., Pullar, J. M., & Vissers, M. C. Enhanced human neutrophil
vitamin c status, chemotaxis and oxidant generation following dietary supplementation
with vitamin c-rich sungold kiwifruit. Nutrients. 2015; 7 (4): 2574-2588.

Brem, R. F., Rapelyea, J. A., Zisman, G., Mohtashemi, K., Raub, J., Teal, C. B. Occult
breast cancer: Scintimammography with high-resolution breast-specific gamma camera
in women at high risk for breast cancer. Radiology. 2005; 237 (1): 274-280.

Bruns, C., Shi, V., Hoyer, D., Schuurman, H., & Weckbecker, G. Somatostatin receptors
and the potential use of sandostatin to interfere with vascular remodelling. Eur J
Endocrinol. 2000; 143 Suppl 1: S3-7.

Burotto, M., Chiou, V. L., Lee, J. M., & Kohn, E. C. The mapk pathway across different
malignancies: A new perspective. Cancer. 2014; 120 (22): 3446-3456.

Castro-Perez, J. M., Kamphorst, J., DeGroot, J., Lafeber, F., Goshawk, J., Yu, K.
Comprehensive Ic-ms e lipidomic analysis using a shotgun approach and its application
to biomarker detection and identification in osteoarthritis patients. J Proteome Res.
2010; 9 (5): 2377-2389.

Chatgilialoglu, C., & Ferreri, C. Trans lipids: The free radical path. Acc Chem Res.
2005; 38 (6): 441-448.

Chen, F., Chen, L., Qin, Q., & Sun, X. Salt-inducible kinase 2: An oncogenic signal
transmitter and potential target for cancer therapy. Front Oncol. 2019; 9: 18.

Chiang, C. D., Song, E. J., Yang, V. C., & Chao, C. C. Ascorbic acid increases drug
accumulation and reverses vincristine resistance of human non-small-cell lung-cancer
cells. Biochem J. 1994; 301 ( Pt 3): 759-764.

Choi, E. J., Bae, S. M., & Ahn, W. S. Antiproliferative effects of quercetin through cell
cycle arrest and apoptosis in human breast cancer mda-mb-453 cells. Arch Pharm Res.
2008; 31 (10): 1281-1285.

Comstock, G. W., Alberg, A. J., Huang, H. Y., Wu, K., Burke, A. E., Hoffman, S. C.
The risk of developing lung cancer associated with antioxidants in the blood: Ascorbic
acids, carotenoids, alpha-tocopherol, selenium, and total peroxyl radical absorbing
capacity. Am J Epidemiol. 2008; 168 (7): 831-840.

52



Cowley, S., Paterson, H., Kemp, P., & Marshall, C. J. Activation of map kinase kinase is
necessary and sufficient for pc12 differentiation and for transformation of nih 3t3 cells.
Cell. 1994; 77 (6): 841-852.

Dalm, S. U., Melis, M., Emmering, J., Kwekkeboom, D. J., & de Jong, M. Breast cancer
imaging using radiolabelled somatostatin analogues. Nucl Med Biol. 2016; 43 (9): 559-
565.

Das, A., & Shah, P. S. Octreotide for the treatment of chylothorax in neonates. Cochrane
Database Syst Rev. 2010; (9): CD006388.

Dasgupta, P. Somatostatin analogues: Multiple roles in cellular proliferation, neoplasia,
and angiogenesis. Pharmacol Ther. 2004; 102 (1): 61-85.

de Jong, A. J., Kloppenburg, M., Toes, R. E., & loan-Facsinay, A. Fatty acids, lipid
mediators, and t-cell function. Front Immunol. 2014; 5: 483.

Derynck, R., Muthusamy, B. P., & Saeteurn, K. Y. Signaling pathway cooperation in
tgf-beta-induced epithelial-mesenchymal transition. Curr Opin Cell Biol. 2014; 31: 56-
66.

Ding, Y., Fan, J,, Li, W., Peng, Y., Yang, R., Deng, L. The effect of albumin fusion
structure on the production and bioactivity of the somatostatin-28 fusion protein in
pichia pastoris. J Ind Microbiol Biotechnol. 2014; 41 (6): 997-1006.

Drastikova, M., Beranek, M., Gabalec, F., Netuka, D., Masopust, V., Cesak, T.
Expression profiles of somatostatin, dopamine, and estrogen receptors in pituitary
adenomas determined by means of synthetic multilocus calibrators. Biomed Pap Med
Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2016; 160 (2): 238-243.

Du, L., Rao, G., Wang, H., Li, B., Tian, W., Cui, J. Cd44-positive cancer stem cells
expressing cellular prion protein contribute to metastatic capacity in colorectal cancer.
Cancer Res. 2013; 73 (8): 2682-2694.

Eigler, T., & Ben-Shlomo, A. Somatostatin system: Molecular mechanisms regulating
anterior pituitary hormones. J Mol Endocrinol. 2014; 53 (1): R1-19.

Erejuwa, O. O., Sulaiman, S. A., & Ab Wahab, M. S. Evidence in support of potential
applications of lipid peroxidation products in cancer treatment. Oxid Med Cell Longev.
2013; 2013: 931251.

Esteva, F. J., Valero, V., Booser, D., Guerra, L. T., Murray, J. L., Pusztai, L. Phase ii
study of weekly docetaxel and trastuzumab for patients with her-2-overexpressing
metastatic breast cancer. J Clin Oncol. 2002; 20 (7): 1800-1808.

Evans, D. G. R., Harkness, E. F., Brentnall, A. R., van Veen, E. M., Astley, S. M.,
Byers, H. Breast cancer pathology and stage are better predicted by risk stratification

53



models that include mammographic density and common genetic variants. Breast Cancer
Res Treat. 2019.

Ferlay, A., Bernard, L., Meynadier, A., & Malpuech-Brugere, C. Production of trans and
conjugated fatty acids in dairy ruminants and their putative effects on human health: A
review. Biochimie. 2017; 141: 107-120.

Ferreri, C., & Chatgilialoglu, C. Geometrical trans lipid isomers: A new target for
lipidomics. Chembiochem. 2005; 6 (10): 1722-1734.

Ferreri, C., Faraone Mennella, M. R., Formisano, C., Landi, L., & Chatgilialoglu, C.
Arachidonate geometrical isomers generated by thiyl radicals: The relationship with
trans lipids detected in biological samples. Free Radic Biol Med. 2002; 33 (11): 1516-
1526.

Ferreri, C., Kratzsch, S., Brede, O., Marciniak, B., & Chatgilialoglu, C. Trans lipid
formation induced by thiols in human monocytic leukemia cells. Free Radic Biol Med.
2005; 38 (9): 1180-1187.

Ferreri, C., Samadi, A., Sassatelli, F., Landi, L., & Chatgilialoglu, C. Regioselective cis-
trans isomerization of arachidonic double bonds by thiyl radicals: The influence of
phospholipid supramolecular organization. J Am Chem Soc. 2004; 126 (4): 1063-1072.

Franck, S. E., Gatto, F., van der Lely, A. J., Janssen, J., Dallenga, A. H. G., Nagtegaal,
A. P. Somatostatin receptor expression in gh-secreting pituitary adenomas treated with
long-acting  somatostatin ~ analogues in  combination  with  pegvisomant.
Neuroendocrinology. 2017; 105 (1): 44-53.

Ginter, E., & Simko, V. New data on harmful effects of trans-fatty acids. Bratisl Lek
Listy. 2016; 117 (5): 251-253.

Giri, D. D., Dundas, S. A., Nottingham, J. F., & Underwood, J. C. Oestrogen receptors
in benign epithelial lesions and intraduct carcinomas of the breast: An
immunohistological study. Histopathology. 1989; 15 (6): 575-584.

Graham, S., Hellmann, R., Marshall, J., Freudenheim, J., Vena, J., Swanson, M.
Nutritional epidemiology of postmenopausal breast cancer in western new york. Am J
Epidemiol. 1991; 134 (6): 552-566.

Granado-Serrano, A. B., Martin, M. A,, Bravo, L., Goya, L., & Ramos, S. Quercetin
induces apoptosis via caspase activation, regulation of bcl-2, and inhibition of pi-3-
kinase/akt and erk pathways in a human hepatoma cell line (hepg2). J Nutr. 2006; 136
(11): 2715-2721.

Grant, M. B., Caballero, S., & Millard, W. J. Inhibition of igf-i and b-fgf stimulated
growth of human retinal endothelial cells by the somatostatin analogue, octreotide: A
potential treatment for ocular neovascularization. Regul Pept. 1993; 48 (1-2): 267-278.

54



Greenlee, H., Kwan, M. L., Kushi, L. H., Song, J., Castillo, A., Weltzien, E. Antioxidant
supplement use after breast cancer diagnosis and mortality in the life after cancer
epidemiology (lace) cohort. Cancer. 2012; 118 (8): 2048-2058.

Grossen-Rosti, L., Kessler, E. C., Troscher, A., Bruckmaier, R. M., & Gross, J. J.
Hyperglycaemia in transition dairy cows: Effects of lactational stage and conjugated
linoleic acid supplementation on glucose metabolism and turnover. J Anim Physiol
Anim Nutr (Berl). 2018; 102 (2): 483-494.

Hardy, S., Langelier, Y., & Prentki, M. Oleate activates phosphatidylinositol 3-kinase
and promotes proliferation and reduces apoptosis of mda-mb-231 breast cancer cells,
whereas palmitate has opposite effects. Cancer Res. 2000; 60 (22): 6353-6358.

He, D., Mustafi, D., Fan, X., Fernandez, S., Markiewicz, E., Zamora, M. Magnetic
resonance spectroscopy detects differential lipid composition in mammary glands on
low fat, high animal fat versus high fructose diets. PLoS One. 2018; 13 (1): €0190929.

Heipieper, H. J., Meinhardt, F., & Segura, A. The cis-trans isomerase of unsaturated
fatty acids in pseudomonas and vibrio: Biochemistry, molecular biology and
physiological function of a unique stress adaptive mechanism. FEMS Microbiol Lett.
2003; 229 (1): 1-7.

Holman, R. T. Nutritional and metabolic interrelationships between fatty acids. Fed
Proc. 1964; 23: 1062-1067.

Holman, R. T. The slow discovery of the importance of omega 3 essential fatty acids in
human health. J Nutr. 1998; 128 (2 Suppl): 427S-433S.

Holst-Hansen, C., Low, J. A., Stephens, R. W., Johnson, M. D., Carmeliet, P., Frandsen,
T. L. Increased stromal expression of murine urokinase plasminogen activator in a
human breast cancer xenograft model following treatment with the matrix
metalloprotease inhibitor, batimastat. Breast Cancer Res Treat. 2001; 68 (3): 225-237.

Hunter, D. J., Manson, J. E., Colditz, G. A., Stampfer, M. J., Rosner, B., Hennekens, C.
H. A prospective study of the intake of vitamins c, e, and a and the risk of breast cancer.
N Engl J Med. 1993; 329 (4): 234-240.

Innis, S. M. Trans fatty intakes during pregnancy, infancy and early childhood.
Atheroscler Suppl. 2006; 7 (2): 17-20.

Ito, F., Sono, Y., & Ito, T. Measurement and clinical significance of lipid peroxidation
as a biomarker of oxidative stress: Oxidative stress in diabetes, atherosclerosis, and
chronic inflammation. Antioxidants (Basel). 2019; 8 (3).

Jacob, R. A. Passive smoking induces oxidant damage preventable by vitamin c. Nutr
Rev. 2000; 58 (8): 239-241.

55



Ji, Y., Han, Z,, Shao, L., & Zhao, Y. Evaluation of in vivo antitumor effects of low-
frequency ultrasound-mediated mirna-133a microbubble delivery in breast cancer.
Cancer Med. 2016; 5 (9): 2534-2543.

Jia, W. D., Xu, G. L., Sun, H. C., Wang, L., Xu, R. N., & Xue, Q. Effect of octreotide on
angiogenesis induced by hepatocellular carcinoma in vivo. Hepatobiliary Pancreat Dis
Int. 2003; 2 (3): 404-400.

Johnston, S. R., Head, J., Pancholi, S., Detre, S., Martin, L. A., Smith, I. E. Integration
of signal transduction inhibitors with endocrine therapy: An approach to overcoming
hormone resistance in breast cancer. Clin Cancer Res. 2003; 9 (1 Pt 2): 524S-532S.

Kim, B. H.,, & Akoh, C. C. Recent research trends on the enzymatic synthesis of
structured lipids. J Food Sci. 2015; 80 (8): C1713-1724.

Kleshchina lu, V., & Eliseev, I. [characteristics of nutrition and vitamin supply in girls
with metabolic syndrome]. Gig Sanit. 2011; (1): 68-70.

Koenders, P. G., Beex, L. V., Geurts-Moespot, A., Heuvel, J. J., Kienhuis, C. B., &
Benraad, T. J. Epidermal growth factor receptor-negative tumors are predominantly
confined to the subgroup of estradiol receptor-positive human primary breast cancers.
Cancer Res. 1991; 51 (17): 4544-4548.

Kolch, W. Meaningful relationships: The regulation of the ras/raf/mek/erk pathway by
protein interactions. Biochem J. 2000; 351 Pt 2: 289-305.

Kullenberg, D., Taylor, L. A., Schneider, M., & Massing, U. Health effects of dietary
phospholipids. Lipids Health Dis. 2012; 11: 3.

Kummerow, F. A. The negative effects of hydrogenated trans fats and what to do about
them. Atherosclerosis. 2009; 205 (2): 458-465.

Kurokawa, H., & Arteaga, C. L. Erbb (her) receptors can abrogate antiestrogen action in
human breast cancer by multiple signaling mechanisms. Clin Cancer Res. 2003; 9 (1 Pt
2): 511S-5158S.

Kurutas, E. B. The importance of antioxidants which play the role in cellular response
against oxidative/nitrosative stress: Current state. Nutr J. 2016; 15 (1): 71.

Kwiecien, S., Jasnos, K., Magierowski, M., Sliwowski, Z., Pajdo, R., Brzozowski, B.
Lipid peroxidation, reactive oxygen species and antioxidative factors in the pathogenesis
of gastric mucosal lesions and mechanism of protection against oxidative stress -
induced gastric injury. J Physiol Pharmacol. 2014; 65 (5): 613-622.

Lasfer, M., Vadrot, N., Schally, A. V., Nagy, A., Halmos, G., Pessayre, D. Potent

induction of apoptosis in human hepatoma cell lines by targeted cytotoxic somatostatin
analogue an-238. J Hepatol. 2005; 42 (2): 230-237.

56



Lauder, H., Sellers, L. A., Fan, T. P., Feniuk, W., & Humphrey, P. P. Somatostatin sst5
inhibition of receptor mediated regeneration of rat aortic vascular smooth muscle cells.
Br J Pharmacol. 1997; 122 (4): 663-670.

Lepionka, T., Bialek, A., Bialek, M., Czauderna, M., Stawarska, A., Wrzesien, R.
Mammary cancer risk and serum lipid profile of rats supplemented with pomegranate
seed oil and bitter melon extract. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2019.

Liao, Z., Chua, D., & Tan, N. S. Reactive oxygen species: A volatile driver of field
cancerization and metastasis. Mol Cancer. 2019; 18 (1): 65.

Lichtenstein, A. H. Dietary trans fatty acids and cardiovascular disease risk: Past and
present. Curr Atheroscler Rep. 2014; 16 (8): 433.

Liem, A. A., Chamberlain, M. P., Wolf, C. R., & Thompson, A. M. The role of signal
transduction in cancer treatment and drug resistance. Eur J Surg Oncol. 2002; 28 (6):
679-684.

Liu, X., & Zhong, D. [research progress of targeted therapy for braf mutation in
advanced non-small cell lung cancer]. Zhongguo Fei Ai Za Zhi. 2018; 21 (8): 635-640.

Lou, Y., Liu, Y., Wang, H., Li, N., Liu, Q., & Zhao, X. Effects of co2 restriction on
growth of nitzschia closterium: Evidence from stable isotopes and fatty acids.
Ecotoxicol Environ Saf. 2019; 177: 7-17.

Lu, Q. R., Qian, L., & Zhou, X. Developmental origins and oncogenic pathways in
malignant brain tumors. Wiley Interdiscip Rev Dev Biol. 2019: e342.

Lu, Z., & Xu, S. Erk1/2 map kinases in cell survival and apoptosis. IUBMB Life. 2006;
58 (11): 621-631.

Lundgvist, A., Andersson, E., Ahlberg, I., Nilbert, M., & Gerdtham, U. Socioeconomic
inequalities in breast cancer incidence and mortality in europe-a systematic review and
meta-analysis. Eur J Public Health. 2016; 26 (5): 804-813.

Lundsgaard, A. M., Fritzen, A. M., & Kiens, B. Molecular regulation of fatty acid
oxidation in skeletal muscle during aerobic exercise. Trends Endocrinol Metab. 2018; 29
(1): 18-30.

Lushchak, V. I. Free radicals, reactive oxygen species, oxidative stresses and their
classifications. Ukr Biochem J. 2015; 87 (6): 11-18.

Lutty, G. A., Chan-Ling, T., Phelps, D. L., Adamis, A. P., Berns, K. I., Chan, C. K.
Proceedings of the third international symposium on retinopathy of prematurity: An
update on rop from the lab to the nursery (november 2003, anaheim, california). Mol
Vis. 2006; 12: 532-580.

57



MacDermott, R. P. Treatment of irritable bowel syndrome in outpatients with
inflammatory bowel disease using a food and beverage intolerance, food and beverage
avoidance diet. Inflamm Bowel Dis. 2007; 13 (1): 91-96.

Martin-Grace, J., & Tamagno, G. Somatostatin analogs in the medical management of
occult bleeding of the lower digestive tract. Gastroenterol Res Pract. 2015; 2015:
702921.

McKay, M. M., & Morrison, D. K. Integrating signals from rtks to erk/mapk. Oncogene.
2007; 26 (22): 3113-3121.

Miyan, M., Schmidt-Mende, J., Kiessling, R., Poschke, 1., & de Boniface, J. Differential
tumor infiltration by t-cells characterizes intrinsic molecular subtypes in breast cancer. J
Transl Med. 2016; 14 (1): 227.

Motono, N., Shimada, K., Kamata, T., & Uramoto, H. Sternal resection and
reconstruction for metastasis due to breast cancer: The marlex sandwich technique and
implantation of a pedicled latissimus dorsi musculocutaneous flap. J Cardiothorac Surg.
2019; 14 (1): 79.

Nechuta, S., Lu, W., Chen, Z., Zheng, Y., Gu, K., Cai, H. Vitamin supplement use
during breast cancer treatment and survival: A prospective cohort study. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2011; 20 (2): 262-271.

Nguyen, Q. V., Malau-Aduli, B. S., Cavalieri, J., Malau-Aduli, A. E. O., & Nichols, P.
D. Enhancing omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acid content of dairy-derived
foods for human consumption. Nutrients. 2019; 11 (4).

Nomura, D. K., Long, J. Z., Niessen, S., Hoover, H. S., Ng, S. W., & Cravatt, B. F.
Monoacylglycerol lipase regulates a fatty acid network that promotes cancer
pathogenesis. Cell. 2010; 140 (1): 49-61.

Nowak, J. Z. Oxidative stress, polyunsaturated fatty acids-derived oxidation products
and bisretinoids as potential inducers of cns diseases: Focus on age-related macular
degeneration. Pharmacol Rep. 2013; 65 (2): 288-304.

Osborne, C. K. Tamoxifen in the treatment of breast cancer. N Engl J Med. 1998; 339
(22): 1609-1618.

Parsa, Y., Mirmalek, S. A., Kani, F. E., Aidun, A., Salimi-Tabatabaee, S. A., Yadollah-
Damavandi, S. A review of the clinical implications of breast cancer biology. Electron
Physician. 2016; 8 (5): 2416-2424.

Patel, P. C., Barrie, R., Hill, N., Landeck, S., Kurozawa, D., & Woltering, E. A.
Postreceptor signal transduction mechanisms involved in octreotide-induced inhibition
of angiogenesis. Surgery. 1994; 116 (6): 1148-1152.

58



Patel, Y. C. Molecular pharmacology of somatostatin receptor subtypes. J Endocrinol
Invest. 1997; 20 (6): 348-367.

Pawlikowski, M., & Melen-Mucha, G. Somatostatin analogs - from new molecules to
new applications. Curr Opin Pharmacol. 2004; 4 (6): 608-613.

Payen, V. L., Zampieri, L. X., Porporato, P. E., & Sonveaux, P. Pro- and antitumor
effects of mitochondrial reactive oxygen species. Cancer Metastasis Rev. 20109.

Pearson, G., Robinson, F., Beers Gibson, T., Xu, B. E., Karandikar, M., Berman, K.
Mitogen-activated protein (map) kinase pathways: Regulation and physiological
functions. Endocr Rev. 2001; 22 (2): 153-183.

Pizzimenti, S., Ciamporcero, E., Daga, M., Pettazzoni, P., Arcaro, A., Cetrangolo, G.
Interaction of aldehydes derived from lipid peroxidation and membrane proteins. Front
Physiol. 2013; 4: 242.

Platanias, L. C. Map kinase signaling pathways and hematologic malignancies. Blood.
2003; 101 (12): 4667-4679.

Prenzel, N., Fischer, O. M., Streit, S., Hart, S., & Ullrich, A. The epidermal growth
factor receptor family as a central element for cellular signal transduction and
diversification. Endocr Relat Cancer. 2001; 8 (1): 11-31.

Quenel-Tueux, N., Debled, M., Rudewicz, J., MacGrogan, G., Pulido, M., Mauriac, L.
Clinical and genomic analysis of a randomised phase ii study evaluating anastrozole and
fulvestrant in postmenopausal patients treated for large operable or locally advanced
hormone-receptor-positive breast cancer. Br J Cancer. 2015; 113 (4): 585-594.

Ratnayake, W. M., & Galli, C. Fat and fatty acid terminology, methods of analysis and
fat digestion and metabolism: A background review paper. Ann Nutr Metab. 2009; 55
(1-3): 8-43.

Rau, K. M., Lin, Y. C., Chen, Y. Y., Chen, J. S, Lee, K. D., Wang, C. H. Pegylated
liposomal doxorubicin (lipo-dox(r)) combined with cyclophosphamide and 5-
fluorouracil is effective and safe as salvage chemotherapy in taxane-treated metastatic
breast cancer: An open-label, multi-center, non-comparative phase ii study. BMC
Cancer. 2015; 15: 423.

Reimhult, E. Nanoparticle-triggered release from lipid membrane vesicles. N
Biotechnol. 2015; 32 (6): 665-672.

Rezatabar, S., Karimian, A., Rameshknia, V., Parsian, H., Majidinia, M., Kopi, T. A.

Ras/mapk signaling functions in oxidative stress, DNA damage response and cancer
progression. J Cell Physiol. 2019.

59



Rodrigues da Silva, M., Schapochnik, A., Peres Leal, M., Esteves, J., Bichels Hebeda,
C., Sandri, S. Beneficial effects of ascorbic acid to treat lung fibrosis induced by
paraquat. PLoS One. 2018; 13 (11): e0205535.

Rodriguez, A. C., Blanchard, Z., Maurer, K. A., & Gertz, J. Estrogen signaling in
endometrial cancer: A key oncogenic pathway with several open questions. Horm
Cancer. 2019.

Rubis, B., Luczak, M. W., Krawic, C., & Zhitkovich, A. Vitamin c increases DNA
breaks and suppresses DNA damage-independent activation of atm by bleomycin. Free
Radic Biol Med. 2019; 136: 12-21.

Russo, A., Franchina, T., Ricciardi, G., Battaglia, A., Picciotto, M., & Adamo, V.
Heterogeneous responses to epidermal growth factor receptor (egfr) tyrosine kinase
inhibitors (tkis) in patients with uncommon egfr mutations: New insights and future
perspectives in this complex clinical scenario. Int J Mol Sci. 2019; 20 (6).

Sall, J. W., Klisovic, D. D., O'Dorisio, M. S., & Katz, S. E. Somatostatin inhibits igf-1
mediated induction of vegf in human retinal pigment epithelial cells. Exp Eye Res. 2004;
79 (4): 465-476.

Salomon, D. S., Brandt, R., Ciardiello, F., & Normanno, N. Epidermal growth factor-
related peptides and their receptors in human malignancies. Crit Rev Oncol Hematol.
1995; 19 (3): 183-232.

Sanders, T. A. Essential and trans-fatty acids in nutrition. Nutr Res Rev. 1988; 1 (1): 57-
78.

Schafers, S., Meyer, U., von Soosten, D., Huther, L., Drong, C., Eder, K. Influence of
conjugated linoleic acids and vitamin e on milk fatty acid composition and
concentrations of vitamin a and alpha-tocopherol in blood and milk of dairy cows. J
Anim Physiol Anim Nutr (Berl). 2018; 102 (1): e431-e441.

Scharl, A., & Salterberg, A. Significance of ovarian function suppression in endocrine
therapy for breast cancer in pre-menopausal women. Geburtshilfe Frauenheilkd. 2016;
76 (5): 516-524.

Schiff, R., Massarweh, S., Shou, J., & Osborne, C. K. Breast cancer endocrine
resistance: How growth factor signaling and estrogen receptor coregulators modulate
response. Clin Cancer Res. 2003; 9 (1 Pt 2): 447S-454S.

Schmitz, G., Liebisch, G., & Langmann, T. Lipidomic strategies to study structural and
functional defects of abc-transporters in cellular lipid trafficking. FEBS Lett. 2006; 580
(23): 5597-5610.

Schneider, M., Diemer, K., Engelhart, K., Zankl, H., Trommer, W. E., & Biesalski, H.
K. Protective effects of vitamins ¢ and e on the number of micronuclei in lymphocytes in

60



smokers and their role in ascorbate free radical formation in plasma. Free Radic Res.
2001; 34 (3): 209-219.

Sellem, L., Srour, B., Gueraud, F., Pierre, F., Kesse-Guyot, E., Fiolet, T. Saturated,
mono- and polyunsaturated fatty acid intake and cancer risk: Results from the french
prospective cohort nutrinet-sante. Eur J Nutr. 2018.

Semmler, L., Reiter-Brennan, C., & Klein, A. Brcal and breast cancer: A review of the
underlying mechanisms resulting in the tissue-specific tumorigenesis in mutation
carriers. J Breast Cancer. 2019; 22 (1): 1-14.

Sieber, J., & Jehle, A. W. Free fatty acids and their metabolism affect function and
survival of podocytes. Front Endocrinol (Lausanne). 2014; 5: 186.

Silva, G. A. F., Nunes, R. A. L., Morale, M. G., Boccardo, E., Aguayo, F., & Termini, L.
Oxidative stress: Therapeutic approaches for cervical cancer treatment. Clinics (Sao
Paulo). 2018; 73 (suppl 1): e548s.

Stecca, B., & Rovida, E. Impact of erk5 on the hallmarks of cancer. Int J Mol Sci. 2019;
20 (6).

Steinfort, D. P., Siva, S., Leong, T. L., Rose, M., Herath, D., Antippa, P. Systematic
endobronchial ultrasound-guided mediastinal staging versus positron emission
tomography for comprehensive mediastinal staging in nsclc before radical radiotherapy
of non-small cell lung cancer: A pilot study. Medicine (Baltimore). 2016; 95 (8): €2488.

Stengel, A., Goebel-Stengel, M., Wang, L., Larauche, M., Rivier, J., & Tache, Y.
Central somatostatin receptor 1 activation reverses acute stress-related alterations of
gastric and colonic motor function in mice. Neurogastroenterol Motil. 2011; 23 (6):
e223-236.

Stern, D. F. Tyrosine kinase signalling in breast cancer: Erbb family receptor tyrosine
kinases. Breast Cancer Res. 2000; 2 (3): 176-183.

Subramanian, C., Frank, M. W., Batte, J. L., Whaley, S. G., & Rock, C. O. Oleate
hydratase from staphylococcus aureus protects against palmitoleic acid, the major
antimicrobial fatty acid produced by mammalian skin. J Biol Chem. 2019.

Tao, M. H., Dai, Q., Millen, A. E., Nie, J., Edge, S. B., Trevisan, M. Associations of
intakes of magnesium and calcium and survival among women with breast cancer:
Results from western new york exposures and breast cancer (web) study. Am J Cancer
Res. 2016; 6 (1): 105-113.

Tardy, A. L., Morio, B., Chardigny, J. M., & Malpuech-Brugere, C. Ruminant and
industrial sources of trans-fat and cardiovascular and diabetic diseases. Nutr Res Rev.
2011; 24 (1): 111-117.

61



Theodoropoulou, M., & Stalla, G. K. Somatostatin receptors: From signaling to clinical
practice. Front Neuroendocrinol. 2013; 34 (3): 228-252.

Tolaney, S. M., Guo, H., Pernas, S., Barry, W. T., Dillon, D. A., Ritterhouse, L. Seven-
year follow-up analysis of adjuvant paclitaxel and trastuzumab trial for node-negative,
human epidermal growth factor receptor 2-positive breast cancer. J Clin Oncol. 2019:
JCO1900066.

Uetaki, M., Tabata, S., Nakasuka, F., Soga, T., & Tomita, M. Metabolomic alterations in
human cancer cells by vitamin c-induced oxidative stress. Sci Rep. 2015; 5: 13896.

Ulaner, G. A., & Bodei, L. Hepatocellular carcinoma mimicking neuroendocrine tumor
metastasis on 68ga-dotatate pet/ct. Clin Nucl Med. 2019; 44 (4): 330-331.

Vane, J. R. The fight against rheumatism: From willow bark to cox-1 sparing drugs. J
Physiol Pharmacol. 2000; 51 (4 Pt 1): 573-586.

Wang, P., Zhang, K., Zhang, Q., Mei, J., Chen, C. J., Feng, Z. Z. Effects of quercetin on
the apoptosis of the human gastric carcinoma cells. Toxicol In Vitro. 2012; 26 (2): 221-
228.

Western, R. J., Lau, S. S., Marriott, P. J., & Nichols, P. D. Positional and geometric
isomer separation of fame by comprehensive 2-d gc. Lipids. 2002; 37 (7): 715-724.

White, R., Dinneen, T., & Makris, A. Local radiotherapy alone following neoadjuvant
chemotherapy and surgery in combined clinical stage ii and iii breast cancer. Radiat
Oncol. 2016; 11: 93.

Woltering, E. A., Barrie, R., O'Dorisio, T. M., Arce, D., Ure, T., Cramer, A.
Somatostatin analogues inhibit angiogenesis in the chick chorioallantoic membrane. J
Surg Res. 1991; 50 (3): 245-251.

Wolters, M., Ahrens, J., Romani-Perez, M., Watkins, C., Sanz, Y., Benitez-Paez, A.
Dietary fat, the gut microbiota, and metabolic health - a systematic review conducted
within the mynewgut project. Clin Nutr. 2018.

Yarden, Y., & Sliwkowski, M. X. Untangling the erbb signalling network. Nat Rev Mol
Cell Biol. 2001; 2 (2): 127-137.

Zghibeh, C. M., Raj Gopal, V., Poff, C. D., Falck, J. R., & Balazy, M. Determination of

trans-arachidonic acid isomers in human blood plasma. Anal Biochem. 2004; 332 (1):
137-144.

62



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Aysegiil Uyrugu TC

Soyadi Hanikoglu Tel no 05074034354

Dogum 17.01.1984 e-posta aysegulhanikoglu@gmail.com

tarihi

Egitim Bilgileri

Mezun oldugu kurum Mezuniyet yili
Lise Aldemir Atilla Anadolu Lisesi 2002
Lisans Siileyman Demirel Universitesi, Fen Fakiiltesi 2009
Biyoloji
Yiiksek Lisans | Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyokimya 2014
Anabilim Dali
Doktora Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya 2019
Anabilim Dali

Is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (yil-yil)
Arastirma Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya 2014-2019
Gorevlisi Anabilim Dal1

Yabanci Dilleri Sinav tiirii Puam
Ingilizce IELTS 5.5

Proje Deneyimi

Proje Adi Destekleyen kurum Siire (Yil-Yil)
BUYUME GERILiGi Akdeniz Universitesi 2012-2014
OLUSTURULMUS SICANLARDA BAP
ADIPONEKTININ PLASENTAL
GELISIMDEKI ROLU
Nanopartikiil Icerisine Kapsiile
Edilen Doksorubisin ve Epoksomisin Akdeniz Universitesi 2015-2017

Kombinasyonunun Meme

Kanseri Hiicrelerine Olan Sitotoksik

Etkileri

BAP

63




Yayinlar ve Bildiriler:

1.

Hanikoglu A, Ozben H, Hanikoglu F, Ozben T. Hybrid Compounds & Oxidative
Stress Induced Apoptosis In Cancer Therapy. Curr Med Chem. 2018 Jul 19.
Hanikoglu A, Hanikoglu F, Ozben T. Natural Product Inhibitors of Histone
Deacetylases as New Anticancer Agents. Curr Protein Pept Sci. 2018; 19(3):333-
340.

Hanikoglu F, Hanikoglu A, Kucuksayan E, Alisik M, Gocener AA, Erel O, Baykara
M, Cuoghi A, Tomasi A, Ozben T. Dynamic thiol/disulphide homeostasis before and
after radical prostatectomy in patients with prostate cancer. Free Radic Res. 2016
Nov; 50 (supl):S79-S84. Epub 2016 Oct 25.

Hanikoglu A, Kucuksayan E, Akduman RC, Ozben T. A Review on Melatonin's
Effects in Cancer: Potential Mechanisms. Anticancer Agents Med Chem. 2018;
18(7):985-992.

Hanikoglu F, Cort A, Ozben H, Hanikoglu A, Ozben T. Epoxomicin Sensitizes
Resistant Osteosarcoma Cells to TRAIL Induced Apoptosis. Anticancer Agents Med
Chem. 2015; 15(4):527-33.

Ozdemir ED, Hanikoglu A, Cort A, Ozben B, Suleymanlar G, Ozben T. Effects of
long- and short-term darbepoetin-o treatment on oxidative stress, inflammation and
endothelial injury in ApoE knockout mice. Adv Clin Exp Med. 2017 Jul; 26(4):635-
643.

Topaloglu Tuac S, Ozben S, Koseoglu Bitnel M, Koksal A, Kucuksayan E,
Hanikoglu A, Ozben T. Plasma copeptin levels in patients with restless legs
syndrome. Acta Neurol Scand. 2018 Mar; 137(3):316-320.

Bildiriler:

1.

Lipid Profiles of Human Breast Cancer Cell Membranes: Effects of Somatostatin.
Hanikoglu Aysegul, Kucuksayan Ertan, Hanikoglu Ferhat, Chatgilialoglu Chrys,
Ferreri Carla, Ozben Tomris. Recherches Scientifiques Luxembourg asbl for COST
Action 16112. 25 - 27 March, 2019, Luxembourg.

64


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27620702

Plasma thiol levels in patients with prostate cancer. A. Hanikoglu, F. Hanikoglu, E.
Kucuksayan, M. Alisik, A. A. Gocener, O. Erel, M. Baykara, G. Ponti, A. Tomasi,
T. Ozben. 41st FEBS Congress, 3-8 September 2016. Kusadasi, Turkey.

MG-63 ve SAOS-2 hiicrelerinde Gambogic asidin sitotoksisitesinin belirlenmesi.
Hanikoglu Aysegul, Ferhat Hanikoglu, Aysegul Cort, Tomris Ozben. XXVII.
Ulusal Biyokimya kongresi. 3-6 Kasim 2015, Belek, Antalya.

Trail ve Epoksomisin’in osteosarkom hiicreleri lizerindeki pro-apoptotik etkileri
Ferhat Hanikoglu, Hanikoglu Aysegul, Aysegul Cort, Tomris Ozben. XXVII.
Ulusal Biyokimya kongresi. 3-6 Kasim 2015, Belek, Antalya.

Cytotoxicity of Gambogic acid on Ntera-2 and NCCIT testicular cancer cells.
Hanikoglu Aysegul, Hanikoglu Ferhat, Cért Aysegiil, Ozben Tomris. SANKO
University Innovation in Medicine Summit-3. 11-13 Mayis 2017, Gaziantep,
Tiirkiye.

Total antioxidant and thiol levels in prostate cancer patients. T.Ozben, F.
Hanikoglu, A. Hanikoglu, E. Kucuksayan, M.Alisik, A.Gocener, O.Erel,
M.Baykara. 70th AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo. 29 July-2
August 2018, Chicago, IL USA.

Effects of Erythropoiesis Stimulation on the Biomarkers of Endothelial Injury and
Atherosclerosis Development in Apo E Knockout Mice. T. Ozben, E. Dursun,
A.Hanikoglu, A.Cort, B. Ozben, G. Suleymanlar. 70th AACC Annual Scientific
Meeting & Clinical Lab Expo. 29 July-2 August 2018, Chicago, IL USA.

Cell-free DNA: The search of prognostic biomarkers in prostate cancer. T. Ozben,
G. Ponti, A. Hanikoglu, E. Kucuksayan, M. Baykara, M. Maccaferri, M. Mandrioli,
A. Tomasi. 24™ Balkan Clinical Laboratory Federation Meeting. 5th-7th October
2016, Tirana, Albania.

Lipid Profiles of Human Cancer Cell Membranes Effects of Different Agents.
Ozben T., Hanikoglu A., Cort A., Kucuksayan E., Melchiorre M., Chatgilialoglu
C., Ferreri C. 26™ Meeting of the Balkan Clinical Laboratory Federation (BCLF)

65



10.

11.

12.

13.

14.

and 6th National Congress of the Macedonian Association of Medical Biochemistry
and Laboratory Medicine. 3-5 October 2018, Skopje, Macedonia

Effects of TRAIL and epoxomicin on pro-apoptotic protein levels and caspase
activities in different types of osteosarcoma cells. F. Hanikoglu, H. Ozben, A. Cort,
A. Hanikoglu, T. Ozben. 21. IFCC-EFLM European Congress of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine Euromedlab. 21-25 June 2015, PARIS.

Effects of long- and short- term Darbepoetin treatment on oxidative stress,
inflammation and endothelial injury in atherosclerosis. E. Dursun Ozdemir, A.
Hanikoglu, A. Cort, B. Ozben, G. Suleymanlar, T. Ozben. 22nd IFCC-EFLM
European Congress of Clinical Chemistry and Lab Med., 11-15 June 2017. Berlin,

Boston.

Proteasome inhibition sensitizes osteosarcoma cells to Trail mediated apoptosis.
Hanikoglu Ferhat, Cort Aysegul, Ozben Hakan, Hanikoglu Aysegul, Ozben
Tomris. Cost Action CM1201: Biomimetic Radical Chemistry & ClicGene. 25-28
April 2016. Grenoble, France.

Prostat kanserli hastalarda prognostik belirte¢ olarak dolasimdaki tiimér DNA’s1
(ctDNA). Tomris Ozben, Giovanni Ponti, Aysegul Hanikoglu, Monia Maccaferri,
Ertan Kucuksayan, Aldo Tomasi. TBD Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2018, 29.
Ulusal Biyokimya Kongresi. 26-30 Ekim 2018, Bodrum, Mugla.

New combination strategy of doxorubicin and epoxomicin in biocompatibility:
Biodegradable polymeric nanoparticles increase apoptosis in breast cancer cells.
Kiigiiksayan Ertan, Bozkurt Fatih, Ozben Tomris, Ci¢ek Perihan Kiibra, Hanikoglu
Aysegul, Yilmaz Mustafa Tahsin. European Biotechnology Congress. 25-27 May
2017 in Dubrovnik, Croatia.

66



