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OZET

Amac: Meme kanseri, kadinlarda her yil en sik teshis edilen kanser tiplerinden biri olup
mortalitesi olduk¢a yiiksektir ve metastaz gelisimi tedavisini sinirlamaktadir. Literatiirde
metastatik meme kanseri hiicrelerinin hem TRPV1 hem de TrkA reseptorlerini eksprese
ettigi  gosterilmistir.  Noronlar {izerinde yapilan c¢alismalarda TrkA reseptor
aktivasyonunun TRPV1 kanalinin sensitizasyonunu arttirdigi belirtilmistir. Ancak
kanserde bu reseptorlerin tek ve kombine etkileri tizerine yapilan ¢alismalar ¢ok azdir.
Bu amagla ¢alismamizda TrkA agonisti olan Amitriptilin ve TRPV1 modiilatérlerinin
tek ve kombine kullaniminin metastatik meme kanseri hiicre proliferasyonundaki etkileri

arastirilmistir.

Yontem: 67NR ile 4T1 ve alttipleri 4TBM ve 4THM meme karsinom hiicrelerinde
TRPV1 ve TrkA ekspresyonuna Western Blot yontemiyle bakildi. TrkA agonisti
Amitriptilin, TRPV1 agonisti Olvanil ve TRPV1 antagonisti AMG9810°’un 4TBM ve
4THM hiicre proliferasyonundaki etkisi hiicre kiiltiirii yontemiyle belirlenmistir. TrkA
ve TRPV1 iligkisinin 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonundaki etkisinin belirlenmesi
icin hiicre kiiltiliri deneyi yapilmis; etkilesim tiirlinii belirlemek i¢in isobologram grafigi

ve CI degerleri ¢ikarilmistir.

Bulgular: 67NR, 4T1 ve 4T1 in alttiplerinde hem TRPV1 hem de TrkA ekspresyonu
goriilmiistiir. Amitriptilin, Olvanil ve AMG9810 ajanlar1 4TBM ve 4THM hiicre
proliferasyonunu baskilamistir. Amitriptilin hem Olvanil hem de AMG9810 ile kombine
kullaniminda farkli dozlarda sinerjistik etkilestigi goriilmiis; matematiksel ifadesi olarak

Cl degerleri ya 1’e esit ya da 1’den kiigiik bulunmustur.

Sonu¢: 67NR, 4TIl ve alttiplerinde TrkA ekspresyonu ilk defa gosterilmistir.
Literatiirden farkli olarak TrkA agonisti Amitriptilinin metastatik meme kanseri
hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi ortaya konmustur. ilk defa metastatik meme kanseri
hiicrelerinde TrkA-TRPV1 iliskisinin hiicre proliferasyonundaki etkisinin oldugu

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: TrkA, TRPV1, amitriptilin, olvanil, amg9810



ABSTRACT

Objective: Breast cancer is the most diagnosed cancer in women with high mortality
rate and the development of metastasis limits the treatment options. It has been shown
the expression of TrkA and TRPV1 channels in breast carcinoma in literature. Neuronal
studies reported that TrkA reseptor activation increases the TRPV1 channel
sentisization. However, there are few studies conducted on the activities of these
reseptors alone or in combination in cancer. In this study, the effects of the use of TrkA
agonist Amitriptilin and TRPV1 modulators alone or in combination in metastatic breast

carcinoma investigated.

Method: 67NR, 4T1 and it’s substypes 4TBM and 4THM breast carcinoma cell lines
were used to identify the expressions of TRPV1 and TrkA with western blot. The effects
of TrkA agonist Amitriptilin, TRPV1 agonist Olvanil and TRPV1 antagonist AMG9810
on cell proliferation were investigated with cell culture techniques. The type of the
relation between TrkA and TRPV1 in 4TBM and 4THM cell lines were identified with

isobologram graph and CI value in cell culture.

Results: TRPV1 and TrkA expression were seen in 67NR, 4T1, 4THM and 4TBM cell
lines. Amitriptilin, Olvanil and AMG9810 agents supressed cell proliferation in both
4TBM and 4THM cell lines. Amitriptrilin decreased cell proliferation in different doses
in combination either Olvanil or AMG9810 and their CI values found either equal to 1

or less then 1.

Conclusion: The expression of TrkA was shown for the first time in 67NR, 4T1 and it’s
subtypes. Different from literature, it has been found that Amitriptilin has
antiproliferative effects on breast carcinoma cells. The effects of the interaction between
TrkA and TRPV1 on cell proliferation were identified in metastatic breast carcinoma for
the first time.

Key words: trka, trpv1, amitriptilin, olvanil, amg9810
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67NR, 4T1 hiicre hatt1 ve 4T1 in alttipleri 4TBM,4THM ve
4TLM’de TRPVI1 (A) ve TrkA (B) reseptorlerinin ekspresyonu.
Pozitif kontrol olarak beyin dokusu (cortex) kullanilmistir. TRPV1
hemen hemen hepsinde ayni miktarda eksprese edilirken 67NR nin
TrkA ekspresyonu metastatik hiicre hatlarina gére daha diisiiktiir.
p75 reseptorii de hem 67NR de hem de metastatik meme kanseri
hiicrelerinde eksprese edilmedigi gorilmiistiir.

%5 FBS ve %0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda Amitriptilin
konsantrasyonlarinin 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi.
(A) %5 FBS iceren besiyeri ortaminda 4TBM hiicre
proliferasyonunda en yiiksek konsantrasyonda kontrol grubuna gore
anlamli bir baskilanma goriilmiistiir. (B) %5 FBS igeren besiyeri
ortaminda 4THM hiicre proliferasyonunda yiiksek
konsantrasyonlarda  kontrol grubuna gore baskilanma
gozlemlenmistir. (C, D) %0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda 4TBM
ve 4THM hiicre hatlarinda ise kontrol gruplarina kiyasla doza bagl
bir baskilanma goriilmiistiir. Analizler kontrol gruplarma gore
yapilmistir ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edilmistir. *p=0,020,
**p=0,019, ****p<0,0001

TrkA agonisti Amitriptilin’nin %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve
4THM hiicrelerinde gosterdigi etki ve EC50 degerleri.

%5 FBS ve %0,2 FBS iceren besiyeri ortaminda farkli Olvanil
konsantrasyonlarinin 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi.

(A, B) %5 FBS iceren besiyeri ortaminda 4TBM ve 4THM
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4TBM ve 4THM hiicre hatlarinda doza bagli bir baskilanma
goriilmiistiir. Analizler kontrol gruplaria gore yapilmistir ve p<0.05
olanlar anlamli kabul edilmigtir. ***p<0.0002, ****p<0,0001
TRPV1 agonisti Olvanil’in %0,2 FBS iceren ortamda 4TBM ve
4THM hiicrelerinde gosterdigi etki ve EC50 degerleri.

%35 FBS ve %0,2 FBS iceren besiyeri ortaminda farkli AMG-9810
konsantrasyonlarinin 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi.
(A, B) %5 FBS iceren besiyeri ortaminda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin proliferasyonunda yiiksek konsantrasyonlarda anlamli
bir baskilanma goriilmiistiir. (C, D) %0,2 FBS iceren besiyeri
ortaminda 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinda doza bagli bir
baskilanma goriilmiistiir. Analizler kontrol gruplarina gore
yapilmistir ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edilmistir. **p= 0.0016,
****n<0.0001.

TRPV1 antagonisti AMG-9810’un %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM
ve 4THM hiicrelerindeki etkisiyle elde edilen doz-etki grafigi ve
EC50 degerleri. (A, B)

TRPV1 agonisti 5 pM Olvanil ile TrkA agonisti 5 pM
Amitriptilin’in kombine kullaniminin %35 FBS iceren ortamdaki
4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) Iki ilacn
kombine kullantmimin  kontrol gruplarina  goére  hiicrenin
proliferasyonunu baskilandigt 4TBM hiicresinde goriilmiisken
4THMde etki gozlenmemistir. **p<0,05

TRPV1 agonisti 5 puM Olvanil ile TrkA agonistt 1 uM
Amitriptilin’in kombine kullaniminin %0,2 FBS igeren ortamdaki
4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) Amitriptilin
ve Olvanil ilaglarinin kombine kullanimi anlamli sekilde kontrol
gruplarina gore proliferasyonu baskiladigi her iki hiicre hattinda

goriilmiis, 4THM hiicre hattinda kombine kullanim Olvanil’in
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etki daha da belirgin gézlemlenmistir. ***p=0,0002, ****p<0,0001
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kombine dozlartyla ¢ikarilan izobologram grafikleri ve CI degerleri.
(A, B)
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TRPV1 antagonisti 5 uM AMG-9810 ile TrkA agonisti 5 pM
Amitriptilin’in kombine kullaniminin %35 FBS iceren ortamdaki
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kombine kullanimimin  kontrol gruplarina  goére  hiicrenin
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basina uygulandiginda kontrol grubuna gore proliferasyonu anlamli

olgiide baskiladigy, iki ilacin kombine kullanimi ise bu etkiyi daha da
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9810’un kombine dozlariyla ¢ikarilan izobologram grafigi ve CI
degerleri. (A, B)

4THM hiicresinde %0,2 FBS igeren ortamda Amitriptilin ve AMG-
9810’un kombine dozlartyla ¢ikarilan izobologram grafigi ve CI
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TrkA ligandi NGF ile TrkA inhibitérii GW441756 nin tek basina
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proliferasyonuna etkisi (A, B, C). NGF tek basina kullanildiginda
anlaml bir degisiklik gbzlemlenmezken, GW441756 ise tek basina
uygulandiginda kontrol grubuna gore proliferasyonu doza bagl
olarak baskiladigi her iki hiicrede de goriilmistir. **p=0,0023,
****n<(0,0001

TrkA inhibitérii GW441756 ilacinin %5 FBS iceren ortamda 4TBM
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konsantrasyon grafigi ve IC50 degerleri. (A, B)
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goriilmiistiir. (B)Y4THM  hiicresinde 10 ve 100 ng/mL
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Sekil 4.23.

konsantrasyonlarda on tedavili olarak uygulanan TrkA reseptor
ligand1 NGF, 100 ng/mL konsantrasyonda kontrole gore anlamli bir
baskilanma gozlenirken tek basina Amitriptilin uygulanan gruplarina
gore ise anlamli bir degisiklik goriilmemistir. * p<0.05, #p<0.05

%0,2 FBS igeren ortamda 1 ve 10 pM konsantrasyonlarda
GW441756 ile 6n tedavi uygulanan gruplarin 4TBM ve 4THM
hiicre proliferasyonuna etkisi. (A, B) %0,2 FBS iceren ortamda
4TBM ve 4THM hiicrelerinde 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda 6n
tedavili olarak uygulanan TrkA reseptor inhibitorii GW441756, her
iki konsantrasyonda kontrole gore anlamli bir baskilanma
gozlenirken sadece 10 pM GW konsantrasyonunda tek basina
Amitriptilin uygulanan gruplara gore antiproliferatif etkide artis

gorilmiistir.
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1. GIRIS

Kanser, normal hiicrenin mutasyonlar sonucu anormal sekilde g¢ogalan hiicrelere
farklilasmasi ve bu hiicrelerin birleserek kontrolsiiz bir sekilde cogalip biiyiimesiyle
olusan bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinin bagka doku veya organa yayilmasi olarak
adlandirilan metastaz silirecini kanserli hiicreler yeni mikrogcevre yaratabilmek ve
boylelikle yasamlarini siirdiirebilmek igin kullanirlar. Kanser hastalarinda metastaz
istenmeyen bir durumdur ve metastaza bagli mortalite oranmin hala cok yiiksek
seviyelerdedir. Diinyada akciger ve kolon kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser
tirlerinden biri olan heterojen yapidaki erken evre meme kanserinde oliim orani
tedavilerle her ne kadar azaltilsa da hala kanser hiicrelerinin metastaz yapmadan teshis
edilmesi miimkiin olmamaktadir. Su an kullanilan tedavilerle erken evrede teshis
edildiginde tedavi oran1 oldukca yiiksek olan meme kanseri metastatik kanser

hiicrelerine doniistiigiinde ise tedavisi olduk¢a zorludur (Harbeck ve Gnant, 2017).

TRPV1 kanali, iyon kanali ailesine mensup en ¢ok calisilan nonselektif Ca* kanalidir.
Endojen ve eksojen ligandlarla aktive olabilmektedir. Bu kanalin aktiflesmesiyle
hiicreicine porlarindan Ca*? akis1 saglanir ve kanalim siirekli acik kalmastyla kanalin
desensitize olmasina neden olur (Carnevale ve Rohacs, 2016). TRPV1 in hem MCF-7,
BT-20, PC-3 gibi ¢esitli kanser tiirlerinde eksprese edilmesi hem de agriya neden olan
kalsiyum sinyalindeki onemli rolii goéz Oniine alindiginda bu kanalin tlimorijenezi,
timoriin - sag kalimmi ve proliferasyonunu destekledigi yapilan ¢alismalarda
gosterilmektedir (Dai, 2016). Bir diger yandan literatiirde TRPV1 ligandi capsaisinin de
kanser hiicrelerini apoptoza siirekledigi bircok ¢aligma vardir (Paez Borda ve ark., 1998;
Mori ve ark., 2006; Naziroglu ve Ovey, 2015; Xu ve ark., 2020). Dolayisiyla bu kanalin

islevi tam olarak agiklanamamustir.

Ligandi NGF’nin kesfedilmesiyle yapilan calismalarda reseptor tirozin kinaz ailesine
mensup TrkA reseptoriiniin ilk olarak néronlarin farklilagmasinda ve sag kaliminda rolii
oldugu bulunmustur (Bibel ve Barde, 2000; Huang ve Reichardt, 2001). Fakat daha
yapilan ¢alismalarda TrkA’nin ve NGF’nin sadece ndronlarda degil patolojik vakalarda

agri, inflamasyonda ve kanserde de etkisi oldugu goriilmistir (Raychaudhuri ve
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Raychaudhuri, 2004; Denk ve ark., 2017; Faulkner ve ark., 2018). Birgok kanser
cesidinde TrkA ve ligandi NGF’nin upregiile edilmesi kanserdeki varligimnin kanseri
destekledigini ortaya koymaktadir (Lagadec ve ark., 2010; Demir ve ark., 2016;
Faulkner ve ark., 2018; Herbrich ve ark., 2018). Bir diger yandan literatiirde TrkA
ligandi NGF’nin glioma hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigini gosteren calisma da
vardir (Meco ve ark., 2019). Literatiir incelendiginde dorsal root gangliadaki TrkA
reseptOriinlin bir¢ok hiicreici proteinleri kullanarak TRPV1’in sensitizasyonuna neden
oldugu belirtilmistir (Chuang ve ark., 2001; Donatien ve ark., 2018). Fakat kanserde bu

iki reseptoriin beraber kullanimu ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir.

Literatiir bilgileri géz onlinde bulunduruldugunda metastatik meme kanseri hiicrelerinde
TrkA agonisti Amitriptilin’in  TRPV1 modiilatorlerinin anti-proliferatif etkilerini
arttiracagi hipotezi kurulmustur. Bu hipotez dogrultusunda yola ¢iktigimiz ¢aligmada
oncelikle metastatik meme kanseri hiicrelerinde TRPV1 ve TrkA ekspresyonun varligini
western blot yontemiyle gosterildi. Sonrasinda TrkA agonisti Amitriptilin, TRPV1
modiilatorleri olarak adlandirilan TRPV1 agonisti Olvanil ve TRPVI1 antagonisti
AMGY9810’un tek basina metastatik meme kanseri hiicre proliferasyonundaki etkisi
hiicre kiiltiiriiyle belirlendi. Bu verilerden her ilacin doz-etki grafikleri ¢ikarildi ve EC50
degerleri hesaplanildi. Amitriptilin ile TRPV1 modiilatérleri daha sonrasinda kombine
kullanildi. Bu ¢alisma ile TRPV1 ve TrkA reseptorlerinin metastatik meme kanseri

hiicre proliferasyonundaki etkileri ortaya konulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, insan viicudundaki hiicrelerin kontrolsliz bir bicimde durmaksizin g¢ogalip,
etrafindaki dokulara da yayilmasiyla olusan bir ¢esit hastaliktir. Kanser hiicreleri, insan
viicudunun herhangi bir dokusunda olusabilir ve normal hiicrelere kiyaslandiginda
epigenetik/genetik farkliklar gostermektedirler (Ruddon, 2007). Bu degisiklikler genelde
kalitsaldir; normal hiicrenin kanser hiicrelerine gecisini tetikler ve prolifere olup timor
olusumunu destekler. Normal hiicrenin farklilasmasi ile olusan kanserli hiicre, erken
evrede normal hiicreler gibi goriinse de proliferasyon gerceklestiginde normal hiicreden
farkli 6zellikler gostermeye baslar. Normal hiicreler mutasyon gegirir ve onkogen olarak
adlandirilan ve kanser gelisimini destekleyen genleri kullanarak kanserli hiicrelere

farklilagirlar (Hanahan ve Weinberg, 2011; Hahn ve Weinberg, 2015).
Kanser hiicresini normal hiicreden ayiran birkag 6zellik vardir. Bunlar;

1)Biiyiimesi: Normal sartlar altinda insan hiicreleri biiylir ve ihtiyag oldugunda
boliinerek yeni hiicreleri olusturabilir. Biiyiitken yash ya da zarar goérmiis olanlar
ortadan kaldirilir ve yerine yeni hiicreler olusturulur. Fakat kanser hiicrelerinde bu siire¢
bu sekilde gerceklesmez. Kanser hiicreleri devamli prolifere olmaya devam eder ve
ithtiya¢ olmadig1 halde yeni hiicreler olusur. Abnormal bir sekilde prolifere olan kanser
hiicreleri timor denilen olusumu gosterir. Kanser hiicresi bir diger yandan viicutta timor
olusumunu oOnleyen bir mekanizma olarak c¢alisan tiimor baskilayici genlerde de
mutasyona neden olup kendi proliferasyonunu destekler hale getirir. Proliferasyonu
baskilayan sinyalleri alamayan kanser hiicresi kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalir ve

bdoylelikle apoptozdan kacar.

2)Yamindaki dokulara invazyon yetenegi: Normal hiicreler prolifere olup belirli bir
biiyiikliige wulasinca hiicrelerden gelen sinyallere cevap olusturup proliferasyonu
durdurabilir. Kanser hiicreleri bu sinyallere cevap veremez ve yan dokulara dogru

yayilim gosterir.



3)Viicudun diger boliimlerine metastaz yapma yetenegi: Normal hiicreler adezyon
molekiilleriyle yan hiicrelere tutanabilir. Kanser hiicrelerinin primer tiimorden ayrilip
serbest bir sekilde kalabilir ve viicudun diger boliimlerine metastaz yapabilir. Bu
yanindaki dokulara olabilecegi gibi kan dolasim1 ya da lenfatik sistemle diger organlara
da gerceklestirilebilir (Chambers ve ark., 2002; Chaffer ve Weinberg, 2011; Medicine,
2017).

2.1.1. Metastaz

Metastaz yapma yetenegi malign tiimorlerin yaygin ozelligidir ve metastaz kanser
hastalarinda Olimiin temel nedenlerinin basinda gelmektedir. Metastaz, kanser
hiicrelerinin viicutta yayildigi ve primer tiimoriin bulundugu bdlgeden uzakta organlarda
yeni koloniler olusturan siirectir (Suhail ve ark., 2019). Genetik olarak stabil olmayan

kanser hiicreleri primer timorden uzakta bir yere timor mikrogevresi olusturur.
Metastatik koloni olusturan bir tiimor hiicresi;

a) Metastatik kanser hiicresinin primer tiimorden ayrilmasi

b) Lokal doku stromasina istila etme(invazyon)

c) Lenf ve kan damarlarina penetre olma(intravazasyon)

d) Dolasimda hayatta kalma

e) Diger organlarin kilcal damarlarinda veya veniillerine katilma

f) Parankim doku igine niifuz etme (extravazasyon)

g) Yeni kolonilestirilmis ortama uyum saglama veya mikrogevreyi kendi ihtiyaglarina
uygun sekilde olusturma

h) Yeni tiimor olusturmak igin boliinme (kolonizasyon)

gibi asamalar1 gerceklestirir (Abbas ve ark., 2015).

Bir tiimor hiicresinin yapabilmesi i¢in yukardaki asamalarin en az bes tanesine sahip
olmas1 gerekir. Bunlar arasinda mikrogevre ile etkilesim, gog, istila, apoptoza direng ve
anjiyogenezi indiikleme fonksiyonu bulunur.Bu bes fonksiyon da proteoliz ve adezyon
mekanizmas1 tarafindan dilizenlenir.Bu basamaklarin gerceklesmesi icin timori
olusturan hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasi gerekir.Normalde epitel tabakay1 olusturan

hiicreler komsu hiicrelerle birlikte hareketsiz kalabilmek adina cesitli adezyon
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molekiilleri sayesinde siki bir sekilde baglidir. Tiimor hiicrelerinde bulunan adezyon
molekiillerinde ise fonksiyon kaybi vardir.Tiimor hiicreleri bu adezyon molekiilleri
parcalayip serbest kalabilmek i¢in hem kendisi proteolitik enzimler salgilayarak hem de
stromal hiicrelerin bu enzimleri salgilamasin1 uyarir.Proteoliz  ve adezyon
molekiillerindeki fonksiyon kaybi, tiimor hiicresinin diger hiicrelerle baglantisini saglar;
migrasyon ve anjiogenezin desteklenmesine yardimei olur. Serbest kalan tiimor hiicresi
once dokunun stromasima invaze olur. Invasyonu takiben baska bir organa metastaz
yapabilmek i¢in Once lenf ya da kan damarina intravazasyonu gergeklesir; sonrasinda
dolasimdaki bazi etmenlerden sag kalan tiimdr hiicreleri kan dolagimindan ekstravaze
olur. Kan yoluyla ulastiklar1 organlarin kilcal damarlarina ya da veniillerine yapisanlar
kolonilesirler ve anjiogenez denilen yeni damarlar olusturarak hayatta kalabilmek igin

yeni bir mikrogevre olusturur (Bacac ve Stamenkovic, 2008).

Kanser TUmérin invazyonu
Hucresi

Sekil 2.1. Kanser Hiicresinin Metastaz Asamalar (Steeg, 2003).



2.1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, her yil en sik teshis edilen kanser tiplerinden biri olup kadinlarda kanser
Oliimiiniin 6nde gelen nedenlerinden biridir (Redig ve McAllister, 2013). Erken evre
metastatik olmayan meme kanseri olan hastalarin %80’inin tedavisinin miimkiin oldugu
kabul edilmistir fakat meme kanseri de dahil bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi metastaz
gelisimi klinik olarak tedavi edilemeyen hastaliklara yol agmaktadir. Meme kanseri
hiicreleri biiylik oranda lenf noduna, kemige, akcigere, karacigere ve beyine metastaz
yapmaktadir. Uzak organ metastazlar ile ilerlemis meme kanseri, su anda mevcut
tedavilerle tedavi edilemez olarak kabul edilmektedir. Ozellikle meme kanseri
hiicrelerinin beyine metastazlari, en yiiksek morbite ve mortalite nedenidir (Louie ve
ark., 2013). Bu nedenle meme kanseri Oliimlerinin biiyiik ¢ogunlugunun metastaz

sonucu gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Meme kanseri, heterojen bir hastaliktir. Her bir hastada hatta her bir tiimor i¢inde bile
farklilik gosterebilir. Hastaligin anlasilip uygun tedavinin uygulanmasi i¢in histolojik ve
molekiiler yapisina gore incelenmesi gereklidir. Histolojik olarak bakildiginda invaziv
meme kanserinde en sik karsilasilan alttip invazif duktal karsinomadir (IDC). Bu kanser
tipinde, tiimor yiizeyindeki biyobelirteclere bakilarak Ostrojen reseptorii (ER) ve/veya
progesteron reseptorii (PR) eksprese eden tiimorler pozitif hormon reseptér meme

kanseri olarak adlandirilir (Turashvili ve Brogi, 2017).

Pozitif hormon reseptér meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi ve metastazi, dstrojenden
ve/veya progesterondan etkilenir (Lin ve ark., 2010). Ostrojenler hem normal meme
epitel hiicrelerin hem de Ostrojene bagli olan meme kanseri hiicrelerinin gelisimine
neden olur (Higgins ve Baselga, 2011). Ostrojen, ¢ekirdekteki Ostrojen reseptdriine
baglanip birgok transkripsiyon faktorlerini aktive ederek normal hiicrelerin
kanserlesmesini gergeklestirir. Bu hormonlar normal meme hiicrelerinde ergenlik, adet
dongiisii ve hamilelik sirasinda meme gelisimini uyarir. Fakat kadinlarin adet dongiisi
sirasinda Ostrojen ve progesteron arasindaki dengesizlikler hiicre proliferasyonunu
arttirir ve DNA da bir hasar meydana getirebilir. Islemin siirekli tekrarlanmasiyla
mutasyona yol acan bu kusurlu onarim sekli, normal hiicrelerin malign hiicrelere

dontistimiinti destekleyebilir. Bu sirada dstrojen de bu hiicrelerin biiylimesini ve kanser



gelisiminini destekleyen stromal hiicrelerin ¢ogalmasmi uyarir. Ostrojenin dstrojen
reseptoriine (ER) baglanmasiyla ER gen ekspresyonunu modiile edebildigi gibi hiicre
dis1 sinyaller Gstrojen olmadan da ER ekspresyonunu ve aktivasyonunu saglayabilir
(Harbeck ve ark., 2019). Meme karsinomunda ER+, PR+ ekspresyonlart %70-80
oraninda goriilirken ER-PR- veya ER+PR- ekspresyonuna ¢ok nadir rastlanmaktadir.
Hormon tedavisine en yiiksek cevabi olusturan grup ER+PR+ meme karsinomudur
(Turashvili ve Brogi, 2017). Bu nedenle, strojen iiretimini bloke eden ya da Gstrojenin
reseptore baglanmasini engelleyen ilaglarin hormona duyarli meme kanseri tedavisinde

onemli rollere sahiptir (Harbeck ve ark., 2019).

Bir diger yandan, meme tiimorlerinin birgogu biiyiimek i¢in hormona gerek duymazlar.
Ostrojen ve progesteronun yani sira meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi ve metastazi,
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii (HER2) ile de diizenlenebilir. HER2 hem
normal hiicrelerin hem de kanser hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilir. HER2 genindeki
bir mutasyon hiicrelerin siirekli hizli bir sekilde proliferasyonuna neden olur ve kanser
olusur. Epidermal biiyiime faktdr-benzeri ligandlarin HER2 ine baglanmasiyla reseptor
aktive olur ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolu, fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K) yolu gibi farkli yollardan meme kanseri hiicresinin sagkalimina,
proliferasyonuna ve metastazina neden olur. Bazi meme kanseri hiicrelerinin HER2’yi
asir1 eksprese etmesinde HER2'nin hedeflenmesinin, HER2 pozitif meme kanserlerinde
etkili oldugu yapilan galigmalarda gosterilmistir. Fakat HER2’yi asir1 eksprese eden
meme kanseri tipine az rastlanmasi tedavinin kisith meme kanseri hiicrelerinin

tedavisinde kullanilmasina olanak saglamistir (Di Cosimo ve Baselga, 2010).

Meme kanserine molekiiler olarak bakildiginda ER, PR ve HER2 reseptor
ekspresyonuyla beraber proliferasyon belirtegi olan Ki67’ye de bakilir. Ki67, GO harig
diger hiicre siklus evrelerinde eksprese edilen ¢ekirdek korteks proteinidir. Fonksiyonu
tam agiklanamasa da hiicre boliinmesinde rolii oldugu gosterilmistir (Penault-Llorca ve
Radosevic-Robin, 2017). Meme kanserinde de Ki67 indeksi ile tiimoriin proliferasyon
derecesi belirlenir. Bu biyobelirteglerden bagka binlerce biyobelirteg bulunmustur.

Bunlar biiyiime, proliferasyon, invazyon-metastaz, epitel mezenkimal gecis (EMT),



immun cevap, sagkalim gibi fonksiyonlarma gore siniflandirilmistir (Turashvili ve

Brogi, 2017).

Klinikte de gen ekspresyon analizlerine dayanarak meme kanseri luminal A ve B, bazal-
like ve insan epidermal biiyiime faktoriinden zengin (HER) olarak 4 molekiiler altgruba
ayrilmigtir (Perou ve ark., 2000). En sik karsilagilan ve iyi prognozla iliskilendirilen
Luminal A tip meme kanseri ER+ ve/veya PR+ fakat HER2- ile karakterizedir. Yiiksek
proliferasyona sahip ve oldukca agresif olan Luminal B tip meme kanseri ise ER+
ve/veya PR+ bazen de HER2+ ile karakterizedir. Luminal B tipi meme kanseri,
genellikle daha gen¢ yastaki hastalarda ortaya cikar ve anti-HER tedavisine olumlu
cevap verir. Bazal epitel hiicrelerindeki genlerin overeksprese olmasiyla karakterize
olan bazal-like ya da iglii negatif meme kanseri (TNBC) olarak adlandirilan meme
kanseri tipi ER-, PR- ve HER2- ekspresyonuyla bilinmekte ve yiiksek progresyon
gostermektedir. Bu kanser tipi oldukca agresifdir ve yliksek metastatik 6zellige sahiptir
(Poloz ve ark., 2017).

TNBC’li hastalarin yasam siireleri metastaza bagli olarak ¢ok kisadir. TNBC, ii¢
reseptorli de eksprese etmediginden anti-Ostrojenik ya da anti-HER2 tedavisine yanit
vermeyecektir. Bu yilizden uygulanacak tedaviye karar verilmesi de fazlasiyla zordur.
Kemoterapi, TNBC hastalarda tek sistemik tedavi segenegi olarak goriilmektedir.
Yapilan caligmalarda klinikte TNBC’nin kemosensitif olmasina ragmen kullanilan
antrasiklin veya taksan tedavisine direng gelistirdigi ve hastaligin sag kalimini azalttig

goriilmektedir (Carey ve ark., 2007).

Heterojen bir hastalik olan meme kanserinde anti-Gstrojen ya da anti-HER2 gibi belirli
tedavilerin uygulanmasi, metastatik ve oldukg¢a agresif olan TNBC’li hastalarin bir¢ok
ilaca diren¢ olusturmasit géz Oniine alindiginda mevcut tedavilerin yetersiz oldugu
goriilmektedir. Bu da metastatik hiicre gruplarinin tedavisinde yeni arayislara

yonlendirmigtir.



2.2. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

Sinir Biiyiime Faktorii (Nerve Growth Factor, NGF), beyin-drived nérotrofik faktor
(BDNF), norotrofin-3 ve Norotrofin 4/5’inde dahil oldugu “nérotrofinler” olarak
adlandirilan biiyiime faktor ailesinin bir iiyesidir. 1940’larda Levi Montalcini tarafindan
bulunmasiyla biiyiime faktdr calismalarma 6ncii olmustur. Ilk olarak farede sarkoma
varliginda tavuk sempatik ve duyusal ganglialarinda tiimérden bagimsiz anormal
biiyiimelerin gézlemlenmesiyle kesfedilmistir (Angeletti ve ark., 1964). Diger tiim
norotrofinler gibi néronal farklilagsmada, sempatik ve duyusal sinirlerin sag kaliminda ve
proliferasyonunda rol almaktadir (Roux ve Barker, 2002; Szegezdi ve ark., 2008). Son
yillarda noronlar iizerindeki etkileri disinda NGF’nin sadece sinir sisteminde degil
endokrin, kardiovaskiiler, immiin ve kadin/erkek {ireme sisteminin gelisiminde 6nemli

katkis1 oldugu fark edilmistir (Tessarollo, 1998).

Norotrofinler, fonksiyonlarini yapisal olarak farkli olan iki transmembran reseptdrleri
tizerinden gerceklestirirler. Bunlar; norotrofinlerin ayni affinite ile baglandigi p75
norotrofin reseptorii (p75N™R) ve spesifik nérotrofinlerin baglandigi tropomiyosin
iliskili kinazlar (Trk) olarak adlandirilan tirozin kinaz reseptorleridir. NGF,
tropomiyozin iliskili kinaz A (TrkA) reseptoriine yiiksek affiniteyle baglanirken; p75
reseptoriiniine diger norotrofinlerle birlikte ayni affiniteyi gosterir (Bartkowska ve ark.,
2010; Schecterson ve Bothwell, 2010).

2.3. p75 Norotrofin Reseptor (p75NTR)

p75NTR kinaz enzim aktivitesiyle degil, hiicre disindan ligandin baglanip hiicre i¢indeki
proteinlerin aktif hale getirilmesiyle etkisini gdsteren ylizey membran reseptoriidiir; tim
norotrofinler ayni affinite ile baglanir fakat NGF’nin bu reseptore affinitesi diistiktiir
(Wang ve ark., 2014). Timor nekroz faktor reseptor (TNFR) familyasina ait olan
p75NTR dimerik NGF’ye baglandiginda intraselliiler alandaki proteinlerin aktivasyonu
icin gerekli sinyali olusturmaktadir (Demir ve ark., 2016). Diger tiim TNFR ailesinde
oldugu gibi, sistein igeren ekstraselliiler alan ve Oliim alami olarak adlandirilan
intraselliiler alana sahiptir. p75 reseptdr sinyali hiicrede zit ekiler olusturabilir; NGF nin
p75NTR reseptoriine baglanmasiyla niikleer faktor kappa-B (NFkappaB) araciligiyla anti-

apoptotik etki olustururken c-Jun N-terminal kinaz (JNK) araciligiyla hiicreyi apoptoza



gotiirebilir. Bu yolaklardan hangisinin tercih edilecegi liganda, intraselliiler molekiillerin
varligina ve transmembran co-reseptorlerin ekspresyonuna gore degismektedir (Molloy

ve ark., 2011).

Yapilan ¢alismalarda p75NT™R°nin Trk reseptorlerinden farkli bir yapiya sahip olmasina
ve aralarinda membran iizerinde bir baglant1 bulunmamasina ragmen TrkA’ya yardimci
olabildigi ya da NGF’nin TrkA’ya baglanma aktivitesini arttirarak TrkA’nin
fosforilasyonunu destekleyebildigi gosterilmistir (Demir ve ark., 2016).

2.4. Tirozin Kinaz Reseptorleri (Trk)

Trk reseptorleri, reseptor tirozin kinaz ailesinden olup NTRK genleri ile kodlanir. Ug
cesit Trk reseptorii bulunmaktadir, bunlar; TrkA, TrkB ve TrkC’dir. Yapisal olarak her
bir Trk reseptorii ekstraselliiler ligand baglama alani, transmembran alani ve tirozin
Kinaz aktivitesi i¢eren intraselliiler alandan olusmaktadir. Ekstraselliilar alani ti¢ 16sin
iceren tekrarlar (LRR1-3), onu takip eden sistein-zengin yap1 ve iki immunoglobulin-
benzeri yapilar olusturur. LRR1-3 yapisi sadece Trk reseptorlerine 6zgiidiir. Intraselliiler
alanda ise tam kinaz aktivitesini gosterebilmesi i¢in aktivasyon dongiisii denilen ve her
iki yaninda tirozin kinaz bdlgelerine sahip olan bir yapiya sahiptir. Her norotrofin, bir
Trk reseptoriine spesifiktir. NGF TrkA’ya, BDNF ve NT-4 TrkB’ye, NT-3 TrkC’ye
yiiksek affiniteyle baglanir. ilk olarak; dimerik norotrofinler Trk reseptdrlerine baglanir
ve reseptor homodimerizasyonuna neden olur. Bu dimerize reseptdr sitoplazmik
kuyruktaki tirozin kalintilarini fosforiller. Bu fosforilasyon reseptdr aktivasyonu igin
gereklidir. Aktive olan reseptor birgok hiicre i¢i molekiillerin fosforilasyonuna neden
olur ve transkripsiyon faktorlerin ¢ekirdege translokasyonu ile hiicrenin sag kalimini,

proliferasyonunu ve bilylimesini diizenler (Amatu ve ark., 2019).

2.4.1. Tirozin Kinaz Reseptor A (TrkA)

NGF’nin reseptorii TrkA ya baglanmasiyla sitoplazmik kuyruktan (Y676, Y680, Y681)
fosforillenen TrkA, sitoplazmadaki Gbr2-iliskili Binder-1 (GABI1), biiyiime faktor
reseptor bag protein-2 (Grb2) ve Shc proteinlerini fosforiller. Bu proteinler de 6nce
PI3K sonra Akt kinazi aktive eder. Bu yolla NGF, TrkA reseptorii ile hiicrenin sag
kalimmi ve apoptozun inhibisyonunu diizenler. Bir bagka yoldan ise TrkA’nin
fosforilasyonu Ras ve GTP fosforilasyonuna neden olur. Aktive olan Ras, Raf’1 aktive
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eder daha sonra mitojen-iliskili protein kinaz (MAPK) 1 aktive eder ve ribozomal s6
kinaz (RSK) aktivasyonu ile sonuglanir. Bu yolaktan ise hiicrenin proliferasyonu ve
farklilagsmasi kontrol edilir. Her iki yolakta olusan RSK ya da Akt aktivasyonu ¢ekirdege
transloke olan siklik AMP cevap clement bagli protein (CREB) transkripsiyon
faktoriiniin fosforilasyonuna neden olur. Bu da NGF nin TrkA iizerinden anti-apoptotik
etkilerini ortaya ¢ikarir (Demir ve ark., 2016). TrkA, Y785 kuyrugundan fosforillenirse
de PLCy fosforillenir. Fosforillenen PLCy, Fosfatidilinozitol-4,5-Bisfosfat (PIP2) den
PKC nin aktivasyonunu saglayan DAG ve depolardan kalsiyum salinimina neden olan
inositol trifosfat (IP3) olusumunda rol oynar. PLCy ise boylelikle noronlarda sinaptik

pilastisiteyi saglar (Beattie ve ark., 2000).

TrkA reseptor
sinyalizasyonu

e
(MEK )
Protein Kinase C i
v
MAPK
oiond ‘ Al | Sagkalim Sagkalim/Farklilagma

Sekil 2.2. TrkA reseptoriiniin hiicre i¢i sinyalizasyonu (Ljubica ve H., 2013).

Ligandi NGF’nin baglanmasiyla TrkA, embriyonik gelisimde ve sinir sisteminin normal
fonksiyonlarmi yerine getirebilmesi i¢in baskin olarak ndéronal dokularda eksprese edilir.
Fakat ligandi olan NGF’nin ve TrkA’nin sadece sinir sisteminde degil, patolojik
durumda agr1 olusumunda, inflamasyonda ve kanser gelisiminde de etkisi oldugu

distintilmektedir (Wang ve ark., 2014; Minnone ve ark., 2017).
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2.4.2. inflamasyonda NGF ve TrkA

Yetigkinlikte viicutta néronal plastisitenin diizenlenmesi i¢in gerekli olan bazal seviyede
NGF {iretimi vardir. Bagisiklik hiicrelerinin anormal aktivasyonu ve sitokin iiretiminin
artmasi ile karakterize edilen inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar iizerine yapilan
calismalar da inflamasyon alanlarinda diisiik bazal seviyedeki NGF miktarinin
inflamasyon sirasinda upregiile edildigi goriilmiis (Laudiero ve ark., 1992; Manni ve
Aloe, 1998; Jacobs ve ark., 2010). Bu inflamasyon sirasindaki NGF artis1 immiin yaniti
aktive edici gibi goriinse de ayni zamanda anti-inflamatuar sitokin salinimi uyararak
hem inflamatuar yanitt hem de doku hasarini azaltmak i¢in endojen bir mekanizma

oldugu diistiniilmektedir.

Immiin sistemi hiicrelerinin multipotent kok hiicreden farklilastig1 lenfoid organlarin
fizyolojik gelisiminde de NGF ve reseptorlerinin yeri vardir (Garcia-Suarez ve ark.,
2000). immiin hiicrelerin bu organlarda farklilasmasimi ve gelisimini tamamlayabilmesi
icin olduk¢a Onemlidir. Bununla birlikte immiin hiicrelerin yiizeylerinde de NGF
reseptorlerine rastlanilmis ve immiin yanit sirasinda aktivasyon durumlarina gore
reseptor ekspresyonlarinin dinamik bir sekilde diizenlendigi goriilmiistiir (Noga ve ark.,
2002). NGF nin reseptorler araciligiyla reseptor ekspresyonlart tizerindeki degisiklik
hem immiin yaniti etkilerken hem de dogal ve adaptif immun yanitlarda salinan

sitokinlerin tiretimini etkileyen farkli yolaklar: aktive edebilir.

2.4.3. Agrida NGF ve TrkA

Prenatal donemde NTRKI1 genindeki genetik mutasyonlardan kaynakli olusan TrkA
fonksiyon kaybi, dogustan anhidrozlu agriya kars1 duyarsizlik (CIPA) hastaligina sahip
insanlarin agriy1 hissetmemesine ve terlememeye bagl olarak viicut sicakliginin artigina
neden olmaktadir. Postnatal donemde ise yapilan bir calismada insana IV olarak
NGF’nin verilmesi hastada 6nce uygulanan bodlgede daha sonra tiim viicutta kas
hiperalezine neden olmaktadir (Hirose ve ark., 2016). Osteartritli hastalarda yapilan bir
calismada ise hastalarin sinovial sivilarinda NGF artis1 gézlemlenmis ve buna baglh

olarak agr1 hissettikleri saptanmistir (Shang ve ark., 2017).
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Doku hasarina bagli inflamasyon durumunda hasarli dokudaki NGF artisinin
gozlemlenmesi, inflamasyon olugsan bolgeyi korumaya yonelik bir mekanizma olarak
diisiiniilse de NGF ve reseptorii TrkA’nin hem perifer hem de santral sensitizasyonda rol
aldig1 gozlemlenmektedir. Mekanizma olarak artan NGF’nin TrkA’ya baglanarak
nosiseptif agriya neden olan bir¢ok agri1 sinyal yolaklarini aktive ettigi ortaya atilmistir

(Shang ve ark., 2017).

2.4.4. Kanserde NGF ve NGF Reseptorleri

20. yiizyi1lda Rita Levi Montalcini’nin kesfettigi NGF’nin bulunmasiyla onciiliik ettigi
calismada NGF’nin sadece periferal dokularda degil neoplastik dokularda da sayilarinin
fazla oldugunu gostermistir. Ancak NGF’nin etkisinin kanserin originine, kanser
hiicrelerin sinyaline, mikrocevreye, progresyonuna ve reseptor ekspresyonuna gore
degistigi diisiintilmektedir (Demir ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalarda tiroid, pankreas,
akciger ve meme insan kanserinde hem NGF hem TrkA reseptoriiniin ekspresyonunun
upregiilasyonun timor biiyiimesi ve gelismesine katki sagladigl goriilmistiir (Romon ve

ark., 2010).

Meme kanserinde otokrin olarak stimiile tiretilen NGF’nin NGF-TrkA-p75 axis inde
rolii oldugu goriilmiistir. NGF normal meme epitel hiicrelerinin biiylimesini
desteklemezken meme kanseri hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir ve TrkA
tizerinden meme kanseri hiicreleri i¢in mitojenik ozellik gostermektedir. NGF ve
reseptOrlerinin hedeflenmesi meme kanseri hiicrelerinin sag kalimini, proliferasyonunu
ve invazyonunu azalttigin1i gosteren preklinik calismalar bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda anti-NGF antikorlar1 ve siRNA kullanimi farelerde tiimdr proliferasyonunu
baskilamis ve artan apoptozla beraber daha az metastaz goriilmiistiir. Bagka bir
caliymada TrkA geninin susturulmasi, kemoterapétik ajanlardan paklitaksele olan
duyarlilig1 arttirmis; hiicreleri kaspaz-3 aracilifiyla apoptoza siiriikklemis ve akcigere

metastaz insidansini azaltmistir (Demir ve ark., 2016).

Baska bir ¢alismada NGF nin tlimoriin olusturdugu yeni kan damarlarindaki kan akimini
diizenlemek i¢in perivaskiiler sinirlerin inervasyonlarimi kolaylastirdigi ve tlimor
biiylimesini baskiladigini gostermistir. Bu ¢alismada nude farelerde tiimor dokusundaki
yeni damarlarin maturasyonunu destekleyerek subkutan olarak verilen NGF nin prostat
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kanseri hiicrelerinin biiylimesini baskiladigi belirtilmistir. Literatiirde immiin sistemi
baskilanmis farelerde meme kanseri hiicrelerinin TrkA reseptor ekspresyonunun artmast,

hiicrelerin invazyon, migrasyon ve metastazini destekledigi gosterilmistir (Wang ve ark.,
2014).

NGF, i¢lii negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicresinde pro-survival sinyali ve
bununla beraber anti-NGF, antikor ve siRNA tedavilerine cevap olusturabiliyor.
Normalde NGF, MAP kinazlar aktive etmez ve normal meme epitel hiicresine mitojenik
Ozellik gostermezken meme kanseri varliginda TrkA ya baglanip MAP kinazlar1 aktive
edip meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu indiiklerler. Bununla birlikte TrkA
sinyali meme kanseri metastazinda ve anjiogenezinde de rol oynar (F. Gao ve ark.,

2018)(Molloy ve ark., 2011).

NGF nin diger nérotrofinlerle aym afinite gosterdigi reseptorii p75N'R reseptdriine
baglanarak kanser hiicrelerinde tiimdr baskilayici olarak davrandigi ve hiicre biiyiimesini
ve proliferasyonunu baskiladigi goriilmiistiir (Reis-Filho ve ark., 2006). Baska bir
calismada p75NTR  reseptériinii overeksprese eden kétii huylu beyin tiimdriiniin
apoptozunda artis gozlemlenmistir (Kuchler ve ark., 2011). Meme kanserinde ise NGF
nin baglanmasiyla aktive olan p75N™R reseptoriiniin meme kanseri hiicresinin sag
kalimmi destekledigi saptanmistir. Mekanizmasi tam bilinmemekle beraber NF-kB

yolagini inhibe ederek yaptigi diistiniilmektedir (Naderi ve ark., 2007).

2.5.TRPV1 Kanah

Drasophila melanogaster denilen sinek tiirliniin gorsel iletim sistemi ile ilgili yapilan
caligmalarda kesfedilen transient reseptdr potansiyeli olarak adlandirilan TRP
kanallarinin mantar, bocek, balik ve memeliden elde edilen 50’den fazla iiyesi vardir (S.
Gao ve ark., 2020). TRP kanallart secici olmayan katyon kanallaridir. Bu kanallar,
viicutta bircok dokuda eksprese edilmektedir; endojen ya da eksojen ligandlarinin
disinda sicaklik, pH, osmotik stres ve bakteriyel tokin gibi fiziksel uyaranlarla da aktive
olabilmektedir (J., 2015). Memelilerde amino asit dizilimlerine gére siiflandirilan 33
TRP kanalinin 6 altsinifi bulunmaktadir. Bunlar TRPA, TRPC, TRPM, TRPP, TRPML,
TRPN ve TRPV olarak adlandirilir (S. Gao ve ark., 2020).
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TRP ailesinin ilk kesfedilen iyon kanali olan TRPV1 (transient reseptdr potansiyeli
vanilloid tip 1) non-selektif bir katyon kanalidir. Ilk 1997°de yapilan ¢alismalarda aci
biber 6ziitiinden elde edilen kapsaisin reseptorii olarak karakterize edilmistir. Bu kanalin
sicaklik, N-a¢il amid, arasidonik asit tiirevleri, vanilloidler, cannabionidler ve
lipopolisakkarit gibi endojen ajanlarla beraber, Olvanil ve analoglar1 Resiniferatoxin ve
Capsazapine gibi eksojen ajanlarla da uyarilabildigi gortilmistiir (Caterina ve Julius,
2001; Bujak ve ark., 2019).Yapisal olarak bakildiginda TRPV1 kanali tetramerik bir
yapida olup 6 trans-membran domainden, sitoplazmik N ve C terminalinden ve 5.-6.
Domainler arasinda pordan olusan hidrofobik araliktan olugmaktadir (Vercelli ve ark.,
2014).
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Sekil 2.3. TRPV1 kanalinin yapisinin sematik halinde gosterimi (Morales-Lazaro ve Rosenbaum,
2015; Muller ve ark., 2018).

TRPV1 kanalimin agonisti ile siirekli uyarimi kanalin desentizasyonuna neden
olmaktadir ve kanal uyarana karsi cevap olusturamamaktadir. Kanalin aktive olmasiyla
Ca*? por icinden geger, hiicreye girer ve sonrasinda kanalin desentizasyonuna neden
olacak Ca'? bagiml siireci baglatir. TRPV1 agonisti Capsaisin’in TRPV1 kanali
araciligiyla agr1 olusturdugu yapilan c¢aligmalarda goriilmiistiir. Desensitizasyon
olusumu ile Capsaicin néropati, romataid artrit gibi rahatsizliklarda agr kesici olarak da

kullanilmaktadir. Bu etkiyi capsaicin’in TRPV1 kanalini siirekli ve uzamig aktivasyonu
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sonucunda nosiseptif terminalleri desensitize ederek olusturdugu tahmin edilmektedir

(Tominaga ve Tominaga, 2005).

TRPV1 in sensitizasyonu pH ve sicaklik ile direk olarak saglanabilcegi gibi PKA
(Bhave ve ark., 2002; Hu ve ark., 2002), PKC (Premkumar ve Ahern, 2000),
Ca2+/CaM-dependent kinase Il (J. Jung ve ark., 2004), Src kinaz (Jin ve ark., 2004)

hiicrei¢i proteinleri ile TRPV1 aktivitesinin modiile edilebildigi diisiiniilmektedir.

2.5.1. TRPV1 in Kanserdeki Rolii

TRPV1 kanalinin sadece agri ve sicaklik kanali olarak diisliniilse de T hiicre
aktivasyonu, idrar yolu fonksiyonlari, inflamasyon gibi birgok siiregte de rolii
bulunmaktadir. Deri, hava yolu, gastrointestinal yol, iiriner epitel hiicreleri ve immiin
hiicrelerde de TRPV1 kanali eksprese edilmektedir (Birder ve ark., 2002; Medzhitov,
2008; Rehman ve ark., 2013; Bertin ve ark., 2014; Yu ve ark., 2016). Kalsiyum sinyali
proliferasyon, apoptoz, sitokin salinimi gibi birgok hiicresel olayda da onemli rol
oynamaktadir. Buna dayanarak hiicrenin mikrogevre ile iligkisi sadece hiicrenin
davranisinin degil ayrica akibetini de etkileyebilmektedir. Bu yiizden hiicre-mikrocevre

iliskisinde kilit nokta oldugu diistintilebilmektedir (Bujak ve ark., 2019).

Kanserde kronik inflamasyon, tliimdrijenez ve tiimoriin sag kalimini, proliferasyonunu ve
metastazini kalsiyum sinyali ile iliskilendirilmektedir. TRPV1 in hem inflamasyonda
hem de agriya neden kalsiyum sinyalinde rol almasi kanser progresyonunu da
destekledigini diisiindiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda da insan meme kanseri MCF-7
ve BT-20, insan tiroid karsinoma BCPAP, prostat kanseri LNCaP ve PC-3, iiretra kanser
hiicreleri ve glioma da TRPVI1 ekspresyonuna rastlanmistir (Sanchez ve ark., 2005;
Amantini ve ark., 2007; Amantini ve ark., 2009; Weber ve ark., 2016; Xu ve ark., 2018).
Insan iiretra kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada TRPV1 ekspresyonunun downregiile
edildigi belirtilmistir. Boylelikle insan iiretra kanserinde TRPV1 ekspresyonu negatif
prognoz ile iliskilendirilmistir (Kalogris ve ark., 2010). Tiimdrijenez gelisiminde yapilan
calismalara bakildiginda TRPV1 reseptorii eksik farelerde kolitle iliskili kanserin
gelisme gosterdigi ve kolon kanserinin gelisiminde de TRPV1 in etkisi oldugu

gosterilmistir (Vinuesa ve ark., 2012).
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2.5.2. TrkA ve TRPV1 iliskisi

Literatiir incelendiginde TrkA reseptdr aktivasyonunun TRPV1 reseptorlerinin
sensitizasyonunu arttirdigi  bulunmustur. TrkA pozitif oldugu bilinen dorsal root
ganglionlarda yapilan bir ¢alismada NGF nin PI3K yolagimi kullanip capsaisin ile
indiiklenmis TRPV1 in sensitizasyonunu arttirarak termal hiperaleziyi modiile ettigi
rapor edilmistir (Zhuang ve ark., 2004). Baska bir ¢alismada TrkA ligandi olan NGF’nin
dorsal root ganglionlarda TRPV1’in ekspresyonunu diizenleyebildigi gosterilmistir
(Winston ve ark., 2001). Kronik prostat iltihabi ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise
ligand NGF’nin TrkA iizerinden TRPV1 ekspresyonunu upregiile ettigi belirtilmistir (J.
Zhang ve ark., 2019). Chakrabarti ve arkadaslar1 (2018) yaptigi in vivo bir ¢alismada diz
eklemini inerve eden ndronlarin artan sensitizasyonunun TrkA ve TRPV1 ekspresyonu
ile korele oldugunu gozlemlemislerdir. TrkA ligandi olan NGF’nin kismi olarak TRPV1
ekpresyonunu upregiile ettigini belirtmislerdir (Chakrabarti ve ark., 2018).

TrkA-TRPV1 arasindaki iligki ve iki reseptoriin de kanser hiicrelerinde normal diizeyin
tizerinde ekprese ediliyor olmasi goz Oniinde bulunduruldugunda kanser hiicrelerinin
proliferasyonu {izerinde etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak literatiirde bu
reseptorlerin etkileri tam olarak ortaya konulmamistir ve kanser varliginda bu reseptorler

arasindaki iligkiye dair caligma bulunmamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Western Blot
Kullandigimiz hiicre hatlarinda TRPV1, TrkA ve p75 reseptorlerin ekspresyonlarinin
tayin edilmesi amaciyla Western blot yontemi kullanildi. Kontrol gen olarak da GAPDH

ekspresyonuna bakildi.

3.1.1. Western Blot Yontemi icin Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi

67NR, 4T1, 4TBM, 4THM ve 4TLM hiicreleri her petride 1000000 hiicre olacak sekilde
sayilip ekildi.48 saat inkiibasyonun ardindan 600 uL Triton-X Lizis tamponu konularak
hiicrelerin petri kabindan toplandi. Pipetaj yaparak alinan hiicreler 1.5 ml’lik deney
tiiplerine konuldu. Orneklerin hepsi 30 dakika buzda bekletildikten sonra vortekslenip
10.000 rpm’de 1 dakika sentrifiij edildi. Santrifiij edilen deney tiipleri kullanilana kadar
-80°C de saklandu.

3.1.2. Triton-X Lizis Tamponun Hazirlanmasi

Hiicrelerin petri tabanindan ayrilmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti hazirlanmasinda 50
mM HEPES(Sigma-H3375),100 mM Sodyum Floriir (NaF)(Sigma-S7920),%10
Gliserol(Sigma-G2025), 150 mM Sodyum Kloriir(NaCl)(Merck-1.06404.1000), %1.2
Triton-X100(Merck-1.08603.1000),1 mM EGTA( Amresco-0732), 1 mM Sodyum-o-
vanadat(Sigma-S6508), 1X proteaz inhibitér kokteyli(Roche- 5892970001) ve 1 mM
Magnezyum Kloriir(MgCl2)(Sigma-M8266) kullanildi.Bu ¢ozeltinin pH 1 7,4 e ayarlayip
alikotlanip -20°C’de saklandi.

3.1.3. Orneklerdeki Protein Miktar Tayini (BRADFORD Yéntemi)

Western blot yonteminden Once hazirlanan lizatlardaki protein miktar1 belirlendi.
Oncelikle standart hazirlamasi yapildi. Stok standart konsantrasonu kitte belirtildigi
tizere 2,66 mg/ml olarak belirlendi. Her biri bir dnceki konsantrasyonun yaris1 olacak
sekilde ddH,O ile dilue edilerek 7 tane standart hazirland1. Orneklerin hazirlanmasinda
kullanilan 5X protein assay boyasi (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate -
500-0006) ddH-O ile 1X haline getirildi. Her bir 6rnekten 5 pL alinarak 95 pL ddH,O
ile dilue edildi. 1,5 ml’lik deney tiipiinde dilue edilen 6rneklerden 5 ve 10 pL alinarak
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96 kuyucuklu petriye konulup 170 pL’ye 1X protein assay boyasi ile tamamlandi.
Orneklerin standart ile karsilastirilmasmnin yapilabilmesi icin 96 kuyucuklu petrinin bir
sirasina da standartlar 40 uL olarak yiiklenir ve 6rneklerde oldugu gibi 1X protein assay
boyasi ile 170 pL’ye tamamlandi.30 dakika karanlikta oda 1sisinda bekletildi. Daha
sonra spektrofotometrede 595 nm’de absorbans degerleri dl¢iildii. KCjunior programiyla
orneklerdeki protein miktarlar1 hesaplandi. Boylece Western blot yonteminde protein

miktarlarinin esitlenebilmesi i¢in her bir 6rnekten ne kadar alinacagi belirlendi.

3.1.4. Western Blot Protokolii

Western Blot yonteminde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmast;

1) Stacking Buffer:
0,5 M Trisbase pH:6,8

1 litre i¢in 60,5 gr Trisbase tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

2) Resolving Buffer
1,5 M Trisbase pH:8,8

1 litre i¢in 181,64 gr Trisbase tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

3) 10 x Running Buffer
1 litre i¢in 15 gr Trisbase+50 mL %10 Sodyumdodesilsiilfat (SDS)+ 94 gr Glisin

karigimi 1 litre su ile tamamlanir.

4) 2 x SDS Loading Dye
20 mL Stacking Buffer+ 40 mL Gliserol+ 20 mL %10 SDS+6 mg bromofenol blue+20
mL ddH>0 karistirilir. Her biri 900 pL olacak sekilde deney tiiplerine boliiniir ve -

80°C’de saklanir. Kullanilacagi zaman 100 pL B-mercaptoethanol eklenip kullanilir.

5) %10 APS
0,1 gr APS 1 mL ddH>0 da ¢oziiliir. Taze hazirlanmalidir.
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6) Transfer Buffer
7,25 gr Trisbase+ 3,75 gr Glisin 1 litre distile suda ¢oziiliir. Karisima en son 250 mL

methanol eklenir.

7) Akrilamid/Bisakrilamid (%40)

Tiim karisimda 3:10 olacak miktarda alinir.

8) Commasie Blue

0,5 gr Commasie blue + 1800 mL distile su + 200 mL asetik asit ile hazirlanir.

9) Pons Boyast

1 gr Ponceau S + 50 mL asetik asiti 1 L distile suya tamamlanir.

10) 10 x TBS
24,2 gr Trisbase + 80 gr NaCl yaklasik 800 mL distile suda ¢oziiniir. pH=7,6 ya

ayarlanir ve karisim distile su ile 1 litreye tamamlanur.

1 x TBS-T karisimt: 10 x TBS den 100 mL alinip distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Icine 1 mL Tween20 eklenerek elde edilir. (% 0,1 Tween-20)
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3.1.5. Western Blot Jelinin Hazirlanmasi

Tablo 3.1. Porilakrilamid jelin hazirlanmasi

Kiiciik Western Blot Tanki i¢in;

Resolving | %7 %10 %12 %15 Stacking

Resolving | 6,2 mL | 6,75 mL 7 mL 7,5 mL | Stacking 1,4AmL | 2,9 mL

Buffer Buffer

Acr(%40) | 3.,5mL | 525mL | 6mL 7,5mL | Acr(%40) | 470 uL | 900 pL

%10SDS | 02mL | 02mL | 02mL | 0,2mL | %10SDS | 50uL | 100 uL

%10 APS | 02mL | 02mL | 02mL | 0,2mL | %10 APS | 50uL | 100 uL

Su 10mL | 7,7mL 7 mL 4,7mL | Su 3mL 6 mL

Temed 20 uLL 20 uL 20 uL 20 uL | Temed 5uL 10 uL

Toplam 20mL | 20mL | 20 mL | 20 mL 5 mL 10 mL

Biiyiik Western Blot Tanki icin;

Resolving | %7 %10 %12 | %15 Stacking

Resolving | 93 mL | 154 mL 16,5 18,75 | Stacking 1, 4mL | 2,9 mL

Buffer mL mL Buffer

Acr(%40) | 53mL | 525mL | 9mL 11,25 | Acr(%40) | 470 uL | 900 puL

mL

%10 SDS | 0,3 mL 0,3 mL 0,3 0,3mL | %10SDS | 50puL | 100 uL
mL

%10 APS | 0,3 mL 0,3 mL 0,3 0,3mL | %10 APS | 50 uL | 100 pL
mL

Su I5mL | 11,55 mL | 10,5 7mL | Su 3mL 6 mL
mL

Temed 30 uL 30 uL 30ul | 30puL | Temed 5uL 10 uL

Toplam 30 mL 30mL |30mL | 30 mL S mL 10 mL
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3.1.6. Orneklerin Hazirlanmasi

Bradford yontemiyle belirlenen miktarlarda 6rnekler alindi, 6rneklerin yaris1 kadar 2 x
SDS- B-mercaptoethanol eklendi. Once vorteksle karistirildi sonra 95°C’de 4 dakika
kaynatildiktan sonra 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij yapildi. Ornekler jele yiiklemek
icin hazir hale geldi.

3.1.7. Orneklerin Jele Yiiklenmesi

%10 porilakrilamid jel hazirlandi. Jelin ilk ve son kuyusuna proteinin diizgiin yiiriimesi
ya da bantlarin kaymamasi i¢in 15 pL loading dye yiiklendi. Yiikleme tanki, 6rneklerin
jele yiiklenilmesinden sonra gii¢ kaynagina baglandi. Ilk 120 V akima ayarlandi. Daha
sonra ise Ornekler iist jeli gegcince akim 150 Va alindi ve jelin sonuna kadar beklendi.

Boylelikle 6rneklerdeki proteinler dikey elektroforez yontemi ile ayristirilmis oldu.

3.1.8. Transfer Islemi

Jelde ayrisan proteinlerin membrana ge¢mesini saglamak icin transfer islemi uygulandi.
Oncelikle jel kullanilacagi yerlerden kesildi. Sandvi¢ hazirlanitken siingerler ve
membrana destek saglayan whatmann kagitlar1 transfer bufferda islatildi. PVDF
membran jel boyutuna yakin olacak sekilde kesildi ve yaklasik 1 dakika metanolde
bekletildi. Sirasiyla siyah ylizey-siinger-whatmann kagidi (3 kat)-jel-membran-whatman
kagid1 (3 kat)-siinger-beyaz yiizey olacak sekilde sandvi¢ hazirlandi. Her bir katmanlar
arasinda hava kabarcig1 kalmamas: i¢in roller ile her katin iizerinden gegildi ve siki bir
sekilde sandvi¢ kapatildi. Sandvigin siyah yiizeyi transfer tankinin siyah yiizeyine
kirmiz1 yiizeyi kirmiziya gelecek sekilde yerlestirildi. Hazirlanan transfer buffer tankin
icine eklendi ve siyah kutup siyaha kirmizi kutup kirmiziya yerlesecek sekilde kapagi
kapatildi. Tank gece boyu 40 V akim ile birakildi.

3.1.9. Boyama islemi

Transfer sonucunda sandvi¢ siyah yiizeyi liste gelcek sekilde acildi. Jel 10 dakika
commasie blue boyasiyla, membran ise 3 dakika pons boyasiyla boyandi. Boylece
bantlar gorliniir hale getirildi. Boyama islemi sonrasinda membran 1 x TBS-T ile

yikandi.
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3.1.10. Bloklama islemi
Bloklama soliisyonu %1 BSA olacak sekilde 1xTBS-T karisiminda hazirlandi. Membran

oda 1s1sinda bu bloklama soliisyonu ile 3 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

3.1.11. Blotlama islemi

Non-spesifik baglanmalar1 engellemek icin yapilan bloklama isleminden sonra membran
antikorda inkiibasyona birakildi. Antikorlar %1 BSA iceren 1xTBS-T i¢inde hazirlandi.
Membran primer olarak 1/1500 TRPV1, 1/1000 TrkA,1/2000 p75 primer antikorlar;
sekonder olarak ise sirasityla anti-rabbit 1/3000, 1/50000 ve 1/40000 kullanildi.
Housekeeping protein olarak GAPDH bakildi. inkiibasyondan sonra membran ECL

(Electrochemiluminescence) ile 4 dakika inkiibe edildi ve goriintiileme islemine gegildi.

3.1.12. Goriintiileme islemi
Membran goriintiilemeleri goriintiileme cihazinda (Azure Biosystems-Azure 280)
yapildi. Membran cihazin kendisine ait aparatinin siyah yiizeyinin iistiine kondu ve

goriintiileme islemi gergeklestirildi.
3.2. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi ve Takibi

Calismada fare meme kanseri hatt1 olan 4T1 hiicresinin kalbe(4THM) ve beyne(4TBM)
metastaz yapmig metastatik alt gruplart kullanilmistir. 4T1 hiicre hatti, Balb-c fare
modelinde kendiliginden olusmakta ve olduk¢a agresif olan metastatik meme kanseri
hiicre modelidir. 4THM diye adlandirilan hiicre alt grubu, fareye enjekte edilen
metastatik 4T1 hiicre hattinin kalbe metastazindan elde edilmistir. 4TBM ise metastatik
4T1 hiicre hattindan elde edilen 4THM hiicresinin beyne metastaz yaptig1 hiicreler

olarak adlandirilmstir.

Hiicre kiiltiirli galigmalarin hepsi steril laminar akimli kabinde yapildi. Elde edildikten
sonra s1vi nitrojende saklanan hiicreler dnce 37°C sicakliktaki su banyosunda ¢oziiliip
sonra da 10 mm lik hiicre kiiltiir petrilerine ekildi. DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/Ham’s with L-glutamine) besiyerine %5 fetal sigir serumu (FBS), 1 mM

sodyum piruvat, 0,02 mM non-esansiyal amino asit ve 40 mg/ml gentamisin olacak

23



sekilde eklenip hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini siirdiirmesi ve ¢ogalmasi i¢in
uygun ortam saglandi. Besiyerine ekilen hiicreler 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve nem igeren
etlivde cogalmaya birakildi. Hiicre hatlar1 canlilik, ¢ogalma ve kontaminasyon adina
inverted mikroskopta giinliik olarak takip edildi. Hiicreler petrilerde %80 nin iizerinde

bir cogunluk gosterdiginde pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.2.2. Hiicrelerin Sayilmasi

Petrilerde ¢ogaltilan metastatik 4TBM ve 4THM hiicre hatlari, petri zeminine tutunma
Ozelligine sahip oldugundan once petri zemininden ayirilmasi saglandi. Bunun ig¢in
oncelikle hiicreler i¢inde bulundugu besiyeri ¢ekilip atildi. Petriye 1 mL Tripsin-EDTA
eklenip hiicrelerin petri zemininden ayrilmasi saglandi ve 15 ml lik steril sentrifiyj
tiiplerine aktarildi. Daha sonra 1:3 oraninda besiyeri ile petride kalan hiicreler de alinip
ayn1 15 ml lik tiipe eklendi. 15 ml’lik tiip, Tripsin-EDTA l1 besiyerini uzaklastirmak i¢in
700 rpm’de 3 dakika sentrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. Dipte yapisik kalan
hiicreler hiicre miktarina bagli olarak besiyeri ile homojenize edildi. Sayimi
kolaylastirmak adina bu siispansiyondan 1:10 olacak sekilde besiyeri ile yeni bir hiicre
stispansiyonu elde edildi. Hemasitometre (Thoma lami) ile hiicre sayim1 gergeklestirildi.
Bu sayimla 1 ml’deki hiicre sayis1 belirlendi ve 200 pL. de 1000 ve 4000 hiicre olacak
sekilde yeni hiicre siispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan hiicre siispansiyonlarla 96

kuyucuklu petrilere ekim yapildi.

3.2.3. Hiicre Sayisini Belirlemek icin Standart Hazirlanmasi

Hiicre varligi testinde kullanmak iizere her hiicre hatti icin standart hazirlandi. 10
mm’lik petrideki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreleri zeminden ayirmak i¢in 1 ml Tripsin-
EDTA kullanildi. Hem petride kalan hiicreleri toplamak i¢in hem de Tripsin-EDTA’nin
etkisini nétralize etmek icin besiyeri eklendi. Thoma laminda hiicreler sayildiktan sonra
ilk standart 120.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu petrilere ekim yapildi. Her bir
kuyuda bir dnceki standarttaki hiicre sayisinin yaris1 olacak sekilde seyretilerek petriye
ekildi. Sonra petriler 37°C sicakliktaki %5 CO: iceren etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. 24 saat sonunda her bir kuyucuga 100 uL %5 FBS iceren DMEM/F12 ile
hazirlanan %10’luk WST-1(Water Soluble Tetrazolium Salt) soliisyonu eklendi. 3 saat
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inkiibasyondan sonra spektrofotometrede 440 nm dalga boyunda absorbans degeri elde

edildi. KCjunior (BIO-TEK) programi kullanarak hiicre sayis1 hesaplanildi.

3.2.4. Kullanilan Ajanlarin ve Muamele Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi
Amitriptyline hydrochloride (Sigma-A8404) 10 gr: 10 mM olacak sekilde 5 mg
Amitriptilin 1597 pL steril distile suda ¢oziildii ve alikotlandi.

AMG 9810 (Cayman-14715) 10 mg: 10 mM olacak sekilde 10 mg AMG-9810 2,96 mL
DMSO da ¢oziildii ve alikotlanda.

Olvanil (Tocris—0934): 10 mg, 10 mM olacak sekilde 2.4 mL dimetil siilfoksit (DMSO)
ile ¢oziildii. Deneyde kullanmak {izere steril laminar kabinde 50 pL olarak alikotland1 ve

-20°C’de saklanda.

GW 441756 (Cayman-16915): 10 mg, 36 mM olacak sekilde 1 ml DMSO ile ¢oziildii.
Deneyde kullanmak iizere steril laminar kabinde 50 pL olarak alikotlandi ve -20°C’de

saklandi.

Recombinant Mouse beta-NGF Protein (R&D SYSTEM- 1156NG): 100 ug, 100 ug/ml
olacak sekilde %0,1 bovin serum albliimin (BSA) iceren fosfat tampon soliisyonu
(Phosphate buffered saline, PBS) ile ¢oziildii. Deneyde kullanmak {izere steril laminar

kabinde 50 pL olarak alikotlandi ve -20°C’de sakland.

4TBM ve 4THM hiicre hatlar1 kuyucuk basma 1000 ve 4000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu petrilere ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra baslangi¢ sayisini belirlemek
icin petrinin bir sirasma her bir kuyuya 100 ul %10 WST-1 koyuldu.3 saat etiivde
inkiibasyonundan sonra 440 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri
Olciildii ve bu grup time zero(TO) olarak adlandirildi. Her iki hiicre hattinda da
kullanilacak ajanlar belirlenen konsantrasyonlarla (TrkA inhibitdrii Amitriptilin
hydrochloride 1-50 uM, TRPV1 agonisti Olvanil 0,1-30 uM, TRPV1 Antagonisti AMG-
9810 dozu, TrkA ligandi NGF Protein 1-500 ng/ml, TrkA inhibitorii GW 441756 0.1-20
uM) muamele edildi. Ajanlar 1000 hiicre i¢in %5 FBS igeren besiyeri ile hazirlanip

25



hiicrelere muamele edilirken 4000 hiicre ise %0,2 FBS iceren besiyeri ile hazirlanip

hiicrelere 200 uLL hacminde uygulandi.

3.2.5. Hiicre Varhgi Testi (WST-1)

Kullanilan ajanlarin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢cin WST-1
soliisyonu kullanildi. Hiicrelerin iizerine uygulamak tizere 1:10 oraninda olacak sekilde
%5 FBS iceren DMEM/F12 ile hazirlandi. 96 kuyucuklu petrilerdeki supernatantlar
cekilip her kuyucuga 100 uL WST-1/DMEM karisimi eklendi. Daha sonra 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir petrileri etiivde 3 saat inkiibasyona birakildi. Absorbans degeri, 440 nm
dalga boyu araliginda 3 saat sonunda spektrofotometre ile 6l¢iildii. Bu islem 1000 hiicre
icin ajan muamelesinden 72 saat sonra yapilirken 4000 hiicre i¢in ise 48 saat sonra
yapildi. Elde edilen absorbans degerleri ile KCjunior programi kullanilarak hiicre
standardina gore hiicre sayilari hesaplandi. Microsoft Excel programinda her grubun

ortalama, standart sapma ve standart error degerleri hesaplanarak grafik haline getirildi.

3.2.6. ilag-ila¢ Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Hiicre varligi deneylerinden elde edilen ortalamalar her deneyin kendi kontroliine
oranlanarak hiicre varlig1 yiizdesi hesaplandi. Bulunan deger 100°den c¢ikarilinca
inhibisyon yiizdesi bulundu. Ilaglarin doz-etki grafigi ¢ikarmak icin her bir dozun hiicre
varlig1 ylizdesinin ortalamasi, standart sapmasi ve ortalamanin standart hatasi bulundu.
Bu grafigi c¢ikarmak i¢in Graphpad Prism 8 programi kullanildi. Doz-etki grafiginden
elde edilen EC50 degerleri ve grafik egimleri, ilaglarin kombine kullanilimda elde edilen

etkiyi ilacin tek baslarina hangi dozda olusturdugunun hesaplanmasi i¢in kullanildi.

Xr Y= Etki
Y = 100 x X= ilacin dozu
(EC 50)" + X" r = Doz-etki grafiginde elde edilen egim

Sekil 3.1. Doz-Etki Grafigi i¢in Kullanilan Formiil
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Kombine edilen ilaglar i¢in elde edilen degerlerle izobologram grafigi c¢ikarildi.
Matematiksel olarak degerlendirmek amaciyla Kombinasyon Indeksi (Combination

Index-CI) degerleri hesaplanildi.

Kombine A dozu Kombine B dozu Cl<1  Sinerjistik
= — + — Cl=1 Additif

Tek A dozu Tek B dozu Cl>1 Antagonistik

Sekil 3.2. Kombinasyon Indeks Formiilii

I[sobologram grafigi ve CI degerlerine gore ilaglarin birbirleriyle etkilesiminin

matematiksel ifadesi olarak yani sinerjistik veya antagonistik etkilesimi belirlendi.

3.3. Genel Istatiksel Analizler

Her bir deney en az 3’er tekrarli olarak gergeklestirildi. Anlamlilik degerlendirmesi
Student’s t testi ve tek yonliit ANOVA testleri Graphpad Prism 8 programi kullanilarak
yapildi. p<0,05 olanlar anlamli kabul edildi.

3.4. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler, Kimyasallar ve Cihazlar
Bu ¢alismada kullanilan biitiin gerecler Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma
ve Uygulama Merkezi laboratuvarinda saglandi ve yapilan deneyler bu arastirma

laboratuvarinda yiiriildii.

3.4.1 Kullanilan Sarf Malzemeler
» Hiicre kiiltiir petrisi (Corning)
* 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir petrisi (Corning)
* 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir petrisi (Tocris)
* 15 ml ve 50 ml’ lik deney tiipleri (Falcon)
= Steril pipet uglar1 (10 pL, 100 pL, 200 uL,1000 pL) (Thermo scientific)
= Akis sitometrisi tiipleri (Sarstedt)
* 1,5 ml’lik deney tiipleri (Axygen)
* PVDF membran (Amersham-cat no:10600029)
* Thoma lam1 (Marienfeld, C964730)
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3.4.2. Kullamlan Kimyasallar

Fetal Bovine Serum (FBS)-(Gibco,10270106)
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)-(Gibco)
Sodyum Piruvat (Santacruz)

Non-essential Amino Asit (BiochromK0293)
Gentamisin (nyztech MB16601)

Trisbase (AppliChem-77-86-1)

Tripsin-EDTA (%0,25) (Thermo)

Sodyum Kloriir (NaCI) (Carlo Erba)
Sodyumdodesilsiilfat (SDS)

Tween20 (merck)

Bromofenol blue (25 gr) (Sigma, B0126)

Bovine Serum Albumin (BSA) (100 gr) (Sigma, A7906)
3-mercaptoethanol (Merck)

Amonyumpersiilfat (APS) (Applichem, 7727-54-0)
Gliserol (Biotech)

Glisin (Sigma, 85H07821)

Akrilamid/Bisakrilamid (%40)

Commasie Blue

Metanol (merck)

Temed (merck)

ECL (Biorad)

Cell Proliferation Reagent (WST-1)

Protein Ladder (Marker)

Bradford Dye Reagent 5X (Biorad)

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche)

TrkA Antikoru (Genetex-GTX81329)

P75 Antikoru (YLbiont-YID3695)

GAPDH

Sekonder antikor Anti-Rabbit

Sekonder antikor Anti-Mouse
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Asetik Asit

Amitriptyline hydrochloride (Sigma- A8404) 10 gr
AMG 9810 (Cayman- 14715) 10 mg

Olvanil (Tocris- 0934) 10 mg

GW 441756 (Cayman- 16915) 10 mg

3.4.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Santrifiij ve Mikro Santrifiij (Eppendorf)
Class II Lamin Air (Esco)

CO2 inkiibator (%5 CO2) (Thermo)
Inverted mikroskop (Olympos)
Buzdolab1 (+4 ve -20 °C) (Beko)

-80 °C Derin Dondurucu (Thermo)
Vorteks (Velp)

Su banyosu (Memmert)

Transfer Cihazi (Amersham)

Otoklav (Niive)

S1v1 azot tanki

Elektroforez gii¢ kaynagi (Amersham)
Sogutmali mikrosantrifiij (Thermo)
Spektrofotometre (Thermo)

Hassas Terazi (Denver instrument)
Distile Su Cihaz1 (GFL)

Buz makinesi (Ugur)

Jel yiiriitme tanki (Biorad)

pH metre(isolab)

Isitmali Manyetik Karistirict (Ika RH Basic)
Ceker ocak
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4. BULGULAR

4.1.Meme Kanseri Hiicrelerinde TrkA ve TRPV1 Ekspresyonunun
Gosterilmesi

Non-metastatik meme kanseri hiicre hatti 67NR, metastatik meme kanseri hiicre hatti
4T1 ve 4T1 in alttipleri olan 4TBM, 4THM, 4TLM hiicre hatlarinda TRPV1 ve TrkA

ekspresyonun varligt Western blot yontemiyle gosterildi.

x E E
A ¢ 2 T 2o g
S T <« o < 5
124 - - : —
. TRPV1
80 .
36 GAPDH
B
2 S
: £ B I:
S 5 & § § &
) TrkA
eedend § § B
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44 .
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e coe A .~ S GAPDH

Sekil 4.1. 67NR, 4T1 hiicre hatt1 ve 4T1 in alttipleri 4TBM, 4THM ve 4TLM’de TRPV1 (A) ve TrkA (B)
reseptorlerinin ekspresyonu. Pozitif kontrol olarak beyin dokusu (cortex) kullanilmigtir. TRPV1 hemen
hemen hepsinde ayni1 miktarda eksprese edilirken 67NR nin TrkA ekspresyonu metastatik hiicre hatlarina
gore daha diistiktiir. p75 reseptorii de hem 67NR de hem de metastatik meme kanseri hiicrelerinde
eksprese edilmedigi gorilmistiir.
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Sonuglara gore tiim hiicre hatlarinin hem TRPV1 hem de TrkA eksprese ettigi
goriilmiistiir. Hiicre hatlarinin hepsi TRPV1 reseptoriinii ayn1 diizeyde eksprese ettigi;
metastatik hiicre hatlarinin TrkA reseptoriinii 67NR’den daha fazla eksprese ettigi
gbzlemlenmistir. TrkA’nin coreseptorii olan p75 i¢in ise hem 67NR’de hem de

metastatik gruplarda p75 reseptoriiniin eksprese edilmedigi goriilmiistiir. (Sekil 4.1)

42.TrkA Agonisti Amitriptilin’nin Tek Basina 4TBM ve 4THM Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyine ve kalbe metastaz
yapmis metastatik altgruplart 4TBM ve 4THM hiicrelerine %0,2 FBS ve %5 FBS iceren
besiyeri ortaminda 0,1 ve 50 puM arasit degisen konsantrasyonlarda TrkA agonisti
Amitriptilin  uygulandi. Amitriptilinin  hiicre proliferasyonu {izerine etkisinin
belirlenmesi adina WST-1 kiti ile 440 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kaydedildi ve var olan hiicre sayilar1 grafiklendirildi. Sonuglara gore %5 FBS igeren
ortamda yiiksek konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da hiicre proliferasyonunda
baskilanma  goézlenirken  diisiik  Amitriptilin =~ konsantrasyonlarinda  hiicre
proliferasyonunda kontrole gore degisiklik goézlemlenmemistir. %0,2 FBS igeren
ortamda ise diisiik Amitriptilin konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunda kontrole

gore bir baskilanma oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. %5 FBS ve %0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda Amitriptilin konsantrasyonlarinin 4TBM ve
4THM hiicre proliferasyonuna etkisi. (A) %5 FBS igeren besiyeri ortaminda 4TBM hiicre
proliferasyonunda en yiiksek konsantrasyonda kontrol grubuna goére anlamli bir baskilanma goriilmiistiir.
(B) %S5 FBS igeren besiyeri ortaminda 4THM hiicre proliferasyonunda yiiksek konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore baskilanma gozlemlenmistir. (C, D) %0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda 4TBM ve 4THM
hiicre hatlarinda ise kontrol gruplarina kiyasla doza bagli bir baskilanma goriilmiistiir. Analizler kontrol
gruplarma gore yapilmistir ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edilmistir. *p=0,020, **p=0,019,
****p<0,0001

Elde edilen sonuglara gore anlamli olarak baskiladigi goriilen TrkA agonisti
Amitriptilin’nin %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki etkisi ile
doz-etki grafigi cikarilmigs ve ilacin her iki hiicredeki IC50 degerleri Sekil 4.3’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. TrkA agonisti Amitriptilin’nin %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerinde
gosterdigi etki ve EC50 degerleri.

4.3. TRPV1 Agonisti Olvanil’in Tek Basmma 4TBM ve 4THM Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyine ve kalbe metastaz
yapmis metastatik altgruplart 4TBM ve 4THM hiicrelerine %0,2 FBS ve %5 FBS iceren
besiyeri ortaminda 0,1 ve 30 uM aras1 degisen konsantrasyonlarda TRPV1 agonisti
Olvanil uygulandi. Olvanilin hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi adina
WST-1 kiti ile 440 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedildi ve var olan hiicre
sayillar1  grafiklendirildi. Sonuglara goére %5 FBS igeren ortamda yiiksek
konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da hiicre proliferasyonunda baskilanma
gozlenirken diisiik Olvanil konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunda kontrole gore
degisiklik gozlemlenmemistir. %0,2 FBS igeren ortamda ise disiik Olvanil
konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunda kontrole gore bir baskilanma oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. %5 FBS ve %0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda farkli Olvanil konsantrasyonlarinin 4TBM ve
4THM hiicre proliferasyonuna etkisi. (A, B) %5 FBS igeren besiyeri ortaminda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin proliferasyonunda yiiksek konsantrasyonda anlamli bir baskilanma goriilmistiir. (C, D) %0,2
FBS igeren besiyeri ortaminda 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinda doza bagli bir baskilanma goériilmiistiir.

Analizler kontrol gruplarina gore yapilmistir ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edilmistir.

****p<0,0001

**%p<0.0002,

Elde edilen sonuglara goére anlamli olarak baskiladigi goriilen TRPV1 agonisti
Olvanil’in %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki etkisi ile doz-etki

grafigi ¢ikarilmis ve ilacin her iki hiicredeki EC50 degerleri Sekil 4.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. TRPV1 agonisti Olvanil’in %0,2 FBS iceren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerinde gosterdigi

etki ve EC50 degerleri.
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4.4. TRPV1 Antagonisti AMG-9810’un Tek Basina 4TBM ve 4THM Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyine ve kalbe metastaz
yapmis metastatik altgruplart 4TBM ve 4THM hiicrelerine %0,2 FBS ve %35 FBS iceren
besiyeri ortaminda 0,5 ve 10 uM arasi1 degisen konsantrasyonlarda TRPV1 antagonisti
AMG-9810 uygulandi. AMG-9810’un hiicre proliferasyonu {iizerine etkisinin
belirlenmesi adina WST-1 kiti ile 440 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kaydedildi ve canli hiicre sayilari grafiklendirildi. Sonuglara gore %5 FBS igeren
ortamda yiiksek konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da hiicre proliferasyonunda
baskilanma  gozlenirken  diisik  AMG-9810  konsantrasyonlarinda  hiicre
proliferasyonunda kontrole gore degisiklik goézlemlenmemistir. %0,2 FBS igeren
ortamda ise diisiik konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunda kontrole gore bir

baskilanma oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. %5 FBS ve %0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda farkli AMG-9810 konsantrasyonlarinin 4TBM
ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi. (A, B) %5 FBS iceren besiyeri ortaminda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin proliferasyonunda yiiksek konsantrasyonlarda anlamli bir baskilanma goriilmiistiir. (C, D)
%0,2 FBS iceren besiyeri ortammda 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinda doza bagli bir baskilanma
gorilmiistiir. Analizler kontrol gruplarina gore yapilmistir ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edilmistir.
**p=0.0016, ****p<0.0001.
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Elde edilen sonuglara gore anlamli olarak baskiladigi goriilen TRPV1 antagonisti AMG-
9810’un %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki etkisi ile doz-etki
grafigi ¢ikarilmis ve ilacin her iki hiicredeki EC50 degerleri Sekil 4.7.de gosterilmistir.

A B
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80+ 80—
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Sekil 4.7. TRPV1 antagonisti AMG-9810’un %0,2 FBS ig¢eren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki
etkisiyle elde edilen doz-etki grafigi ve EC50 degerleri. (A, B)

4.5. TRPV1 Ajanlarimin TrkA agonisti Amitriptilin ile Kombine Kullaniminin
4TBM ve 4THM Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

451 TRPV1 Agonisti Olvanil ile TrkA Agonisti Amitriptilin ile Kombine
Kullaniminin 4TBM ve 4THM Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyine ve kalbe metastaz
yapmis metastatik altgruplari 4TBM ve 4THM hiicrelerine %5 FBS ve %0,2 FBS igeren
besiyeri ortaminda 5 pM konsantrasyonunda TRPV1 agonisti Olvanil ile aym
konsantrasyonda TrkA agonisti Amitriptilin tek ve kombine olarak uygulandi. Iki ilacin
kombine kullaniminin hiicrelerin proliferasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi igin
WST-1 kiti ile 440 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedildi ve var olan hiicre
sayilar1 grafiklendirildi.
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Sekil 4.8. TRPV1 agonisti 5 uM Olvanil ile TrkA agonisti 5 uM Amitriptilin’in kombine kullaniminin %5
FBS iceren ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) Iki ilacin kombine
kullanimmin kontrol gruplarina goére hiicrenin proliferasyonunu baskilandigi 4TBM hiicresinde
goriilmiisken 4THMde etki gozlenmemistir. **p<0,05

Sonuglara gore %5 FBS igeren ortamda iki ilacin kombine kullaniminin kontrol
gruplarina gore hiicrenin proliferasyonunu baskilandigi 4TBM hiicresinde goriilmiisken

4THM de gozlenmemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. TRPV1 agonisti 5 uM Olvanil ile TrkA agonisti 1 uM Amitriptilin’in kombine kullaniminin
%0,2 FBS iceren ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) Amitriptilin ve Olvanil
ilaglarinin kombine kullanimi1 anlamli sekilde kontrol gruplarina gore proliferasyonu baskiladig: her iki
hiicre hattinda goriilmiis, 4THM hiicre hattinda kombine kullanim Olvanil’in etkisini arttirdig1
gozlemlenmistir. ***p=0,0009, ****p<0,0001

%0,2 FBS iceren ortamda ise 1 pM Amitriptilin tek basina uygulandiginda kontrole goére
hiicre proliferasyonundaki etkisi goriilmezken 5 uM Olvanil tek basia uygulandiginda
kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunu her iki hiicre hattinda da anlamli Slgiide
baskilamistir.  Ilaglarm  bu  konsantrasyonlarda  kombine  kullanimi  hiicre
proliferasyonunu kontrol grubuna goére belirgin Olclide baskiladigr gézlemlenmistir
4TBM hiicre hattinda 1 pM Amitriptilin+ 5 uM Olvanil kullanimi, Olvanil’in tek basina
yaptig1 etkiyi degistirmezken 4THM hiicresinde ise Olvanil’in etkisini arttirdig
goriilmistiir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. TRPV1 agonisti 5 uM Olvanil ile TrkA agonisti 5 uM Amitriptilin’in kombine kullaniminin
%0,2 FBS igeren ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B). Amitriptilin ve Olvanil
ilaclar1 ayr1 ayr1 uygulandiginda kontrol gruplarina gore proliferasyonu anlamli 6l¢lide bastirmis, kombine
kullanimda bu etki daha da belirgin gézlemlenmistir. ***p=0,0002, ****p<0,0001

%0,2 FBS iceren ortamda hem 5 uM Amitriptilin hem de 5 uM Olvanil’in tek basina
uygulandiginda yine kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da hiicre
proliferasyonunu anlaml 6l¢iide baskilamustir. ilaglarm bu konsantrasyonlarda kombine
kullanimi1 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonunda daha belirgin bir baskilanmay1
ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.10).

Elde edilen sonuglara gore 4TBM ve 4THM hiicresinde proliferasyonunu anlamli olarak
baskiladigi goriilen Amitriptilin-Olvanil kombine konsantrasyonlarinda iki ilacin
birbirleriyle etkilesimini belirlemek igin izobologram grafikleri ¢ikarildi ve CI degerleri

hesaplanildi.
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Sekil 4.11. 4TBM hiicresinde %0,2 FBS igeren ortamda Amitriptilin-Olvanil kombine dozlariyla ¢ikarilan
izobologram grafikleri ve CI degerleri. (A, B)

Grafiklere gére 4TBM hiicresinde 5 uM Olvanil’in 1 pM Amitriptilin ile kombine
kullanildiginda Olvanil’in etkisini degistirmedigi, 5 pM Amitriptilin ile kombine
kullanildiginda ise sinerjistik etkilesim gosterdigi gorildi. Bu etkilesimlerin
matematiksel ifadesi olarak bilinen CI degerleri Ami 1+Olv 5 i¢in 1,9 iken Ami 5+Olv 5
i¢in 0,6 bulunmustur. CI degeri 1 olan additif etki olarak kabul edilirken CI degeri 1’den
kiigiik ise sinerjistik etkilesim olarak belirtilmistir (Sekil 4.11.).

4THM hiicresinde ise 5 pM Olvanil + 1 uM Amitriptilin ve 5 pM Olvanil + 5 uM
Amitriptilin olarak kombine kullanimi ile iki ilacin birbiriyle additif etkiye yakin
etkilestigi goriilmiistiir. Bu etkilesimlerin matematiksel ifadesi olarak bilinen CI
degerlert Ami 1+Olv ve Ami 5+Olv 5 i¢in 1 bulunmustur. CI degeri 1 olan additif etki
olarak kabul edilirken CI degeri 1’den kiigiik ise sinerjistik etkilesim olarak belirtilmistir

(Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. 4THM hiicresinde %0,2 FBS igeren ortamda Amitriptilin-Olvanil kombine dozlariyla ¢ikarilan
izobologram grafikleri ve CI degerleri. (A, B)

4.5.2.TRPV1 Antagonisti AMG-9810 ile TrkA Agonisti Amitriptilin ile Kombine
Kullaniminin 4TBM ve 4THM Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyine ve kalbe metastaz
yapmuis metastatik altgruplar1 4TBM ve 4THM hiicrelerine %5 FBS ve %0,2 FBS igeren
besiyeri ortaminda 5 pM konsantrasyonunda TRPV1 agonisti Olvanil ile ayni
konsantrasyonda TrkA agonisti Amitriptilin tek ve kombine olarak uygulandi. ki ilacin
kombine kullaniminin hiicrelerin proliferasyonu Ttizerine etkisinin belirlenmesi i¢in
WST-1 kiti ile 440 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedildi ve var olan hiicre
sayilar grafiklendirildi.
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Sekil 4.13. TRPV1 antagonisti 5 uM AMG-9810 ile TrkA agonisti 5 pM Amitriptilin’in kombine
kullanimmin %5 FBS iceren ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) iki ilacin
kombine kullaniminin kontrol gruplarina goére hiicrenin proliferasyonunu anlamli olarak baskilandigt
4TBM ve 4THM hiicrelerinde gézlemlenmistir. ***p<0,02, ****p<0,001

Sonuglara gore %5 FBS iceren ortamda 4TBM ve 4THM hiicresinde iki ilacin kombine
kullaniminin kontrol gruplarina gore hiicrenin proliferasyonunu anlamli olarak
baskilandigr fakat 5 pM Amitriptilin’in  AMG-9810’un etkisini degistirmedigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.14. TRPV1 antagonisti 1 pM AMG-9810 ile TrkA agonisti 1 uM Amitriptilin’in kombine
kullaniminin %0,2 FBS igeren ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) iki ilacin
kombine kullaniminin kontrol gruplarma gore hiicrenin proliferasyonunu anlamli olarak baskilandigi her
iki hiicre hattinda goriilmiis, kombine kullanimda AMG-9810 ilacinin etkisini arttirdig1 gézlemlenmistir.

*p=0,0249, ***p<0,0007 ****p<0,0001

%0,2 FBS igeren ortamda ise 4TBM de 1 uM Amitriptilin tek basina uygulandiginda

hiicre proliferasyonundaki baskilanma goriilmezken 1 uM AMG-9810 tek basina

uygulandiginda kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunu her iki hiicre hattinda da

anlamli Sl¢iide baskilamistir. Ilaglarin bu konsantrasyonlarda kombine kullanimi hiicre

proliferasyonunu hem kontrol grubuna gére baskilamis hem de 1 uM Amitriptilin, 1 uM

AMG -9810’un antiproliferatif etkisini arttirmigtir. (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.15. TRPV1 antagonisti 1 uM AMG-9810 ile TrkA agonisti 5 pM Amitriptilin’in kombine
kullanimimin %0,2 FBS iceren ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B) Iki ilac
tek basina uygulandiginda kontrol grubuna gore proliferasyonu anlamli 6lgiide baskiladigi, iki ilacin
kombine kullanimi ise bu etkiyi daha da belirginlestirdigi goriilmiistir. *p=0,0182, ***p=0,0002
****p<0,0001

%0,2 FBS iceren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerinde 5 uM Amitriptilin tek bagina
uygulandiginda kontrol grubuna goére hiicre proliferasyonunda anlamli bir baskilanma
gozlemlenirken 1 pM AMG-9810 ile kombine kullanildiginda AMG’nin anti-proliferatif
etkisini arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 4.15.).

Elde edilen sonuglara gore hiicre proliferasyonunu anlamli olarak baskiladigi goriilen
kombine Amitriptilin - AMG-9810 konsantrasyonlarinda 4TBM ve 4THM hiicresinde
iki ilacin birbirleriyle etkilesimini belirlemek i¢in izobologram grafikleri ve CI degerleri

hesaplanildi.
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Sekil 4.16. 4TBM hiicresinde %0,2 FBS iceren ortamda Amitriptilin ve AMG-9810’un kombine
dozlariyla ¢ikarilan izobologram grafigi ve CI degerleri. (A, B)

[ Cl=5/10,3+1/2=1 J

Grafige gore 4TBM hiicresinde 1 uM AMG-9810’nun 1 pM ve 5 uM Amitriptilin ile
kombine kullanildiginda antiproliferatif etkinin arttigi goriildii. Bu etkilesimlerin
matematiksel ifadesi olarak bilinen CI degerleri Ami 1+AMG 1 i¢in 1,1 iken Ami 5+
AMG 1 iginse 1 bulunmustur. CI degeri 1 olan additif etki olarak kabul edilirken CI
degeri 1’den kiigiik ise sinerjistik etkilesim olarak belirtilmistir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.17. 4THM hiicresinde %0,2 FBS iceren ortamda Amitriptilin ve AMG-9810’un kombine
dozlariyla ¢ikarilan izobologram grafigi ve CI degerleri. (A, B)

4THM hiicresinde ise 1 pM AMG-9810’nun antiproliferatif etkisi 1 ve 5 uM
Amitriptilin ile arttig1 goriilmiis ve 5 uM Amitriptilin ile kombinesinde daha belirgin bir
sinerjistik etkilesim goézlemlenmistir. Bu etkilesimlerin matematiksel ifadesi olarak

bilinen CI degerleri Ami 1+Amg 1 ve Ami 5+Amg 1 i¢in 0,6 bulunmustur. CI degeri 1
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ise additif etki olarak kabul edilirken CI degeri 1’den kiigiik ise sinerjistik etkilesim
olarak belirtilmistir. (Sekil 4.17.).

4.6.TrkA Reseptor Ligandi NGF ile TrkA Inhibitorii GW441756 Kullaniminin
4TBM ve 4THM Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

4.6.1.TrkA Reseptor Ligand1 NGF ile TrkA Inhibitorii GW441756’nin Tek Basina
Kullaniminin 4TBM ve 4THM Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyne ve kalbe metastaz
yapmis metastatik altgruplart 4TBM ve 4THM hiicrelerine %5 FBS ve %0,2 FBS igeren
besiyeri ortaminda 1 ve 500 ng/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda TrkA reseptor
ligandi NGF ve 0,01-20 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda TrkA inhibitorii
GW441756 tek basina uygulandi. Iki ilacin hiicrelerin proliferasyonu iizerine etkisinin
belirlenmesi igin WST-1 kiti ile 440 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedildi
ve var olan hiicre sayilar1 grafiklendirildi. Sonuglara gore %5 FBS igeren ortamda TrkA
reseptor ligandi NGF nin 1,10,100 ve 500 ng/mL degisen konsantrasyonlarda tek bagina
uygulandiginda kontrole gore anlamli bir degisiklik gézlemlenmezken TrkA inhibitorii
GW441756 nin 0,01,0,1,1,10 ve 20 uM degisen dozlarda uygulandiginda ise kontrole
gore her iki hiicrede de proliferasyonu doza bagl olarak baskilandigi gozlemlenmistir
(Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. TrkA ligandi NGF ile TrkA inhibitériit GW441756 nin tek basina kullaniminin %5 FBS igeren
ortamdaki 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B, C). NGF tek basina kullanildiginda
anlaml bir degisiklik gézlemlenmezken, GW441756 ise tek basina uygulandiginda kontrol grubuna gore
proliferasyonu doza baglh olarak baskiladigi her iki hiicrede de goriilmiistiir. **p=0,0023, ****p<0,0001.

Tek basina elde edilen sonuglara gére anlamli olarak baskiladigi goriilen TrkA inhibitorii
GW441756 ilacinin %5 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki etkisi ile
doz-etki grafigi ¢ikarilmis ve ilacin her iki hiicredeki IC50 degerleri Sekil 4.19.°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.19. TrkA inhibitéri GW441756 ilacinin %35 FBS iceren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki
etkisi ile elde edilen hiicre varlig1 yiizdesi-konsantrasyon grafigi ve IC50 degerleri. (A, B)
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%0,2 FBS igeren ortamda ise her iki hiicrede TrkA reseptor ligandi NGF 100 ng/ml
konsantrasyonunda uygulandiginda kontrole gére anlamli bir baskilanma goriilmiistiir.
GW441756 uygulandiginda ise 4TBM hiicre proliferasyonunda 1,5,10 pM
konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli bir baskilanma gézlemlenirken 4THM hiicre
proliferasyonunda ise 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda baskilanma goriilmistiir (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. TrkA ligandi1 NGF ile TrkA inhibitérii GW441756 nin tek basina %0,2 FBS igeren ortamda
4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi (A, B, C, D). Analizler kontrol grubuna gére yapilmustir.
**p<0,05, ****p<0,0001

Tek basina elde edilen sonuglara gére anlamli olarak baskiladig: goriilen TrkA inhibitorii
GW441756 ilacinin %0,2 FBS i¢ceren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerindeki etkisi ile
doz-etki grafigi ¢ikarilmis ve ilacin her iki hiicredeki IC50 degerleri Sekil 4.21.°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.21. TrkA inhibitori GW441756 ilacinin %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM
hiicrelerindeki etkisi ile elde edilen doz-etki grafigi ve IC50 degerleri (A, B).

4.6.2. TrkA reseptor ligand1 NGF ve TrkA inhibitorii GW441756’nmin On Tedavili
Kullaniminin 4TBM ve 4THM Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Balb-c fare modelinde olusan 4T1 meme kanseri hiicrelerinin beyne ve kalbe metastaz
yapmis metastatik altgruplart 4TBM ve 4THM hiicrelerine %0,2 FBS igeren besiyeri
ortaminda 1 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarda TrkA reseptor ligandi NGF ve 1 ve 10
uM konsantrasyonlarda TrkA inhibitorii GW441756 nin 6n tedavili kullanimindan sonra
Amitriptilin ile kombine uygulandi. Hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi i¢in
var olan hiicre sayilar1 grafiklendirildi. Sonuglara gore %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM
ve 4THM hiicrelerine 1 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarda on tedavili olarak NGF
uygulanan grupta kontrole goére anlamli bir baskilanma goézlenmis; tek basina
Amitriptilin uygulanan gruplara gore ise sadece 4TBM hiicresinde 100 ng/mL NGF ile

on tedavi gormiis 15 uM Amitriptilin uygulanan grupta antiproliferatif etki artmistir.
(Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. %0,2 FBS igeren ortamda 10 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarda NGF ile 6n tedavi uygulanan
gruplarm 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi. (A)4TBM hiicresinde sadece 100 ng/mL NGF
ile 6n tedavi edilen sonrasinda 15 pM Amitriptilin uygulanan grupta tek Amitriptilin uygulanan gruba
gore anlamli bir baskilanma gorillmiistiir. (B)4THM hiicresinde 10 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarda 6n
tedavili olarak uygulanan TrkA reseptor ligandi NGF, 100 ng/mL konsantrasyonda kontrole gére anlamli
bir baskilanma gozlenirken tek basina Amitriptilin uygulanan gruplarina gore ise anlamli bir degisiklik
goriilmemigtir. * p<0.05, #p<0.0
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Sekil 4.23. %0,2 FBS igeren ortamda 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda GW441756 ile 6n tedavi uygulanan
gruplarm 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonuna etkisi. (A, B) %0,2 FBS iceren ortamda 4TBM ve
4THM hiicrelerinde 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda 6n tedavili olarak uygulanan TrkA reseptér inhibitorii
GW441756, her iki konsantrasyonda kontrole gore anlamli bir baskilanma gozlenirken sadece 10 uM GW
konsantrasyonunda tek bagina Amitriptilin uygulanan gruplara gore antiproliferatif etkide artig
gorillmistir.
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Sonuglara gore %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerinde 10 pM
konsantrasyonda ve o6n tedavili olarak GW441756 uygulanan gruplarin hepsinde
kontrole gdre anlamli bir baskilanma gdzlenmistir. On tedavili 1 uM GW uygulanmis
grupta her iki hiicre hattinda da tek basina Amitriptilin uygulanan gruplara gére anlamli
bir baskilanma goriilmemistir. Iki hiicrede de 10 pM GW441756 6n tedavili olarak
uygulan grupta Amitriptilin uygulanan gruplara gore antiproliferatif etki artmistir. (Sekil
4.23).
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5. TARTISMA

Uzun yillar boyunca kadinlarda meme kanseri en ¢ok rastlanan kanser ¢esidi olmustur
ve mortalite oran1 halen oldukg¢a yiiksektir. Giiniimiize kadar primer meme tiimoriinii
hedefleyen stratejiler iyi sonu¢ vermis fakat diger organlara metastazi onlemek ig¢in
sistemik tedavilerle istenilen sonug elde edilememistir. Kisiden kisiye degisen 6zellikleri
ve metastaz yapana kadar teshisinin zor olmasi metastatik meme kanserinin tedavisini
tedavi edilemez olarak kabul edilmistir. Ozellikle 4. evre meme kanseri olarak bilinen
metastatik meme kanseri hiicrelerinin giinlimiizde uygulanan tedavilere direng gelistirip
yanit vermemesi ya da tedaviden yillar sonra tekrarlayabiliyor olmasi yeni tedavi

arayislarina yonlendirmektedir (Redig ve McAllister, 2013; Feng ve ark., 2018).

Literatiirde meme kanseri dahil prostat kanseri, tiroid karsinoma, glioma gibi bircok
kanser ¢esidinde TRPV1’in ekspresyonu gosterilmistir (Sanchez ve ark., 2005; Vercelli
ve ark., 2014; Vercelli ve ark., 2015; Weber ve ark., 2016; Xu ve ark., 2018). Weber ve
ark. (2016), tgli negatif meme kanseri hiicresinde yaptig1 bir ¢alismada TRPV1
ekspresyonunun upregiile edildigini bildirmistir (Weber ve ark., 2016). Bizim
calismamizda da hem nonmetastatik hiicre hatt1 67NR hem metastatik hiicre hatt1 4T1 ve

alttiplerinin TRPV1 kanalini eksprese ettigi goriilmiistiir.

Noronal hiicrelerin gelisimi ve sag kalimi i¢in ndrotrofin sinyalini olusturan Trk
reseptorlerinin insan kanserlerinde onkojenik potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir.
Literatiirdeki bu calisma TrkA’nin kanserdeki kesfine yol agmistir (Barbacid ve ark.,
1991). Literatiirde TrkA reseptoriiniin melonama, glioblastoma, prostat, pancreas ve
meme kanseri dahil birgok kanser ¢esidinde de ekspresyonu belirtilmistir (Z. Zhu ve
ark., 2002). Biz de bu ¢alismamizda 4T1 metastatik meme kanseri hiicresinin alttipleri
olan 4TBM,4THM ve 4TLM hiicrelerde ve non-metastatik hiicre hatti olarak kabul
edilen 67NR meme kanseri hiicresinde literatiirde ilk defa TrkA ekspresyonunun

varligini gosterdik.

53



Meme kanserinde hem p75 hem de TrkA ekspresyonu gozlemlenmistir (Aragona ve
ark., 2001). Bu iki reseptoriin arasindaki denge kanser hiicresinin sag kalimimi ya da
olimiinii belirlemektedir. Meme kanseri ile ilgili bir ¢alismada meme tiimoriinde TrkA
reseptoriiniin upregiilasyonu ve p75 in downregiilasyonu rapor edilmistir (Davidson ve
ark., 2004). Prostat kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada epitel hiicrelerin NGF ya
da TrkA ekspresyonu degismezken p75 ekspresyonu azaltmasi timor gelisimini ve
invazyonunu TrkA iizerinden destekledigini diistindiirmektedir (Molloy ve ark., 2011).
Akciger kanserinde ise tiimorde TrkA ekspresyonu varken p75 ekspresyonuna
rastlanmamuistir ve tiimor gelisimini TrkA reseptorii ile desteklemektedir (Demir ve ark.,
2016). Bu galismalardan yola ¢ikilarak kanser hiicresinin TrkA/p75 dengesini kendi
lehine ¢evirdigi disiiniilillebilir. Bizim caligmamizda da kullandigimiz 67NR ile
metastatik meme kanseri hiicresi 4T1 ve alttiplerinde literatiirle benzer sekilde apoptoz
reseptorii olan p75 ekspresyonuna rastlanmazken TrkA reseptOriinii exprese ettikleri
gbzlemlendi. Dolayisiyla meme kanseri hiicrelerinin TrkA ekspresyonunu arttirarak

kanser hiicresinin proliferasyonunu, sag kalimini ve metastazi destekledigi diisiiniilebilir.

Yapilan c¢alismalarda NGF’nin TrkA ya baglanmasiyla hiicre sag kalimini,
proliferasyonunu hem ndronal hem de noronal olmayan hiicrelerde diizenledigi
belirtilmistir (Com ve ark., 2007). Pankreas kanserinde ve noroblastomada hiicre
biiytimesi NGF/TrkA sinyali ile iliskilendirilmistir ve bu yolagin bloke edilmesi tiimor
biiytimesini anlamli sekilde baskilamigtir (George ve ark., 1998; Z. W. Zhu ve ark.,
2001; Brodeur ve ark., 2009). Meme kanseri hiicreleriyle yapilan bir caligmada ise TrkA
ligandi olan NGF’nin TrkA’nin siirekli aktif kalmasina ve hiicre proliferasyonunda artisa
neden oldugu gosterilmistir (Lagadec ve ark., 2010). Yine meme kanseriyle yapilan in
vitro ve in vivo calismalarda TrkA reseptoriiniin stimulasyonun meme kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu destekledigini belirtmistir (Nakagawara, 2001; Lagadec
ve ark., 2009; Hondermarck, 2012). Meme kanserinin hem NGF’yi otokrin olarak
eksprese etmesi (Adriaenssens ve ark., 2008) hem de TrkA reseptoriinii overeksprese
etmesi (Dolle ve ark., 2003) yapilan ¢alismalarda anti-NGF, SIRNA ve TrkA
inhibitorlerinin kullanilmasina olanak saglamistir. Ancak literatiirde TrkA ligandi
ektopik NGF’nin farkli 6zellikteki glioma hiicrelerinde proliferasyonu baskiladigi bunu

da hiicrelerin yaslanmasini indiikleyerek sagladigini ortaya atan bir ¢alisma da vardir
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(Meco ve ark., 2019). Bizim calismamizda da TrkA agonisti oldugu literatiirde
belirtilmis olan (Jang ve ark., 2009; Dai ve ark., 2017; L. Zhang ve ark., 2020).
Amitriptilin’nin literatiirdeki bir¢ok calismadan farkli olarak hem %35 FBS ortaminda
hem de %0,2 FBS ortaminda hiicre proliferasyonunu baskiladig1r goriilmiistiir. Bu

sonugtan yola ¢ikarak Amitriptilinin bu etkiyi TrkA iizerinden yaptig1 diisiiniilmektedir.

TRPV1 ekspresyonundaki degisiklikler aslinda kanser hiicresinin tiimorijenezi ve
prognozunu belirlemektedir. Bir¢ok kanser cesidinde TRPV1 ekspresyonun upregiile
olmas1 kanser hiicresinin bu kanal1 kendi progresyonu i¢in kullandigini diisiindiirmiistiir
(Czifra ve ark., 2009). Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma kanser hiicrelerinin capsaisin,
anandamide gibi TRPV1 agonistlerini kullanarak kanalin ag¢ilmasini sagladigini, hiicreigi
Ca miktarin1 arttirdigi ve bircok proteinin aktivasyonuyla hiicre proliferasyonunu
destekledigini 6ne siirmektedir (Zhai ve ark., 2020). Fakat TRPV1’in siirekli uyarima
kars1 desentizasyona ugramasi hem agonistin hem de antagonistin etkisinin olabilecegini
distindiirmektedir. Bunun {izerine yapilan bir ¢alismada birgok kanser ¢esidiyle yapilan
calismalarda TRPV1 agonisti capsaisin nin kanser hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii
gosterilmistir (Paez Borda ve ark., 1998; Chueh ve ark., 2004; Mori ve ark., 2006; Oh ve
ark., 2008; Thoennissen ve ark., 2010; Diaz-Laviada ve Rodriguez-Henche, 2014). Uglii
negatif meme kanseri ile yapilan bir ¢alismada TRPV1 in artmis ekspresyonuyla beraber
TRPV1 agonisti Capsaisin uygulandiginda hiicre proliferasyonunda baskilanma
gozlemlenmis ve hiicrei¢ci homeostazisinin bozulmasiyla apoptoza ya da nekroza gittigi
rapor edilmistir (Weber ve ark., 2016). Panreas kanserinde yapilan c¢aligmalarda
capsaisin gibi bir vanilloid analogu olan resinferatoxin nin kanser hiicrelerini apoptoza
gotiirdiigii in vitro olarak gosterilmistir (Hartel ve ark., 2006; Ziglioli ve ark., 2009). Bu
caligmalara destek olacak olan Vercelli ve ark.” larmin (2014) MCF-7 insan meme
kanseri hiicresinde yaptigi bir calismada hem TRPV1 agonistleri capsaicin ve
resinferatoxin hem de TRPV1 antagonistleri capsazepine ve 5-iodoresinferatoxin hiicre
proliferasyonunu anlamli bir sekilde baskiladigi belirtilmistir. Mekanizmasimin da
TRPV1 agonistin reseptorii desentizasyona siiriikledigi; antagonistin ise reseptoriin
fonksiyonel blokaji ile hiicre homeostazinin bozuldugu disiiniilmektedir (Vercelli ve
ark., 2014). Dolayisiyla literatiire bakildiginda agonistlerin ve antagonistlerin timor

hiicrelerinde TRPV1 modiilatérleri gibi islev gordiigii gozlemlenmistir. Literatiirden
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yola ¢ikarak tek basina hem TRPV1 agonisti Olvanil hem de antagonisti AMG-9810 ile
muamele ettigimiz 4TBM ve 4THM metastatik meme kanseri hiicrelerinde anlamli
sekilde hiicre proliferasyonunun baskilandigin1 gordiik. TRPV1 Agonisti Olvanilin
4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonundaki inhibisyonu %5 FBS iceren serumlu
ortamda 10 ve 30 uM dozlarda anlamli olarak gozlemlenmistir. %0,2 FBS iceren
hiicrelerin otokrin faktorlerle prolifere oldugu ortamda ise inhibisyon 2,5 uM ve {istii
konsantrasyonlarda doza bagli olarak daha belirgin sekilde ortaya ¢ikmistir. TRPV1
Antagonisti AMG-9810 un hiicre proliferasyonundaki inhibisyonunda %5 FBS igeren
serumlu ortamda 1-10 pM arasi degisen konsantrasyonlarda doza bagl olarak
baskilanma s6z konusu olmustur. %0,2 FBS igeren ortamda ise 0,5 uM ve disti

konsantrasyonlarda ayn1 sekilde doza bagl olarak inhibisyon goriilmiistiir.

Literatiir incelendiginde dorsal root ganglionlarda TrkA ligandi olan NGF nin PI3K
yolagini kullanarak TRPV1 sensitizasyonunu arttirdigi bildirilmistir. Baska bir
calismada hem dorsal root ganglionlarda hem de kronik prostat iltithabinda NGF nin
TRPV1 ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir (Zhuang ve ark., 2004; J. Zhang ve
ark., 2019). Donatien ve ark. (2018) yaptigi bir ¢alismada ise NGF’nin p38 MAPK
yolagi ile TRPV1 sensitizasyonunu sagladigi rapor edilmistir (Donatien ve ark., 2018).
Duyusal néronlarda yapilan bir ¢alismada ise NGF’nin TrkA {izerinden fosfolipaz
C(PLC) yi aktive ettigi, PLC’nin PIP2 yi hidrolize ederek TRPV1 sensitizasyonunu
arttirdi@1 belirtilmistir (Chuang ve ark., 2001). Noronlarda yapilan ¢aligmalar géz oniine
alindiginda TrkA reseptoriiniin TRPV1 kanalini etkiledigi agiktir fakat literatiirde kanser
hiicreleri ile yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim g¢alismamizda bu iki
reseptOriin beraber kullaniminda metastatik meme kanseri hiicre proliferasyonundaki
etkiyi gosterebilmek icin 4TBM ve 4THM hiicresine hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi bilinen TrkA ligandi Amitriptilin ile TRPV1 modiilatérlerini kombine olarak
uygulanmistir. Etkiyi degerlendirebilmek adina isobologram grafigi ve CI degerlerini
karsilastirildi. Sonuglara gore %5 FBS igeren ortamda Amitriptilin ile TRPV1 agonisti
Olvanil ya da TRPV1 antagonisti AMG-9810 kombine kullanildiginda etki
gozlemlenmezken %0,2 FBS igeren ortamda ise iki ilacin kombine kullaniminin hiicre
proliferasyonundaki baskilayic1 etkiyi arttirdigi gozlemlendi. %0,2 FBS ortaminda
4TBM ve 4THM metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda 5 pM Amitriptilin ile 5 puM
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Olvanil kombine uygulandiginda bu ilacin birbirleriyle sinerjistik etkilestigini hem
isobologram grafigi ile hem de CI degeri ile ortaya kondu. AMG9810 ilacinda ise %0,2
FBS igeren ortamda 1 uM Amitriptilin ile 1 uM AMG9810 kombine kullaniminda bu
konsantrasyonlarda iki ilacin additif etkilestigini, 5 uM Amitriptilin ile 1 pM AMG9810
un kombine kullaniminda iki ilacin birbirleriyle agik bir sekilde sinerjistik etkilestigi
goriildii. Dolayistyla metastatik meme kanseri hiicrelerinde TrkA reseptorii ile TRPV1
kanalinin mekanizmasi bilinmeyen bir sekilde etkilestigi ve beraber kullanilinca anti-

proliferatif etkinin arttig1 soylenebilir.

2019 yilinda yapilan bir ¢alisma 100 ng NGF’nin glioma hiicresini yaslanmaya
indiikleyip hiicre proliferasyonunu baskiladigini 6ne siiriilmiistiir (Meco ve ark., 2019).
Bizim sonuglarimizda da tek basina 100 ng NGF kullandigimizda metastatik meme
kanseri hiicrelerinden 4TBM ve 4THM hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun
baskilandig1 goriildii. %0,2 FBS igeren ortamda gordiigiimiiz bu etki bize hiicrelerin
otokrin olarak iirettigi NGF’nin kendi hiicre proliferasyonunu saglamasi i¢in yeterli

olmadigini diisiindiirm{istiir.

Kullandigimiz selektif TrkA inhibitorii GW441756’nin bagka bir caligmada TrkA ya
baglanarak pankreas kanseri hiicresinin proliferasyonunu baskiladigi bildirilmistir
(Bapat ve ark., 2016). Farelerde TrkA ya baglanip reseptorii aktive eden mesane agrist
sendromuna neden olan NGF’nin bu etkisinin GW441756 ile geri dondiriilebildigi
goriilmistiir (Dias ve ark., 2019). Noroblastoma hiicrelerinde GW441756’nin TrkA
aktivitesi inhibisyonunun, hiicre dis1 sinyalle aktive olan proteinlerin fosforilasyonunu
baskilandig1 gosterilmistir (E. J. Jung ve ark., 2013). Fakat TrkA ya spesifik olan bu
inhibitériin meme kanseri hiicrelerindeki etkisi ile ilgili bir calisma literatiirde
bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda da literatiirde ilk defa TrkA inhibitorii
GW441756’'nim = 4TBM  ve 4THM metastatik meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu doza bagl olarak inhibe ettigi goriildii. Bu sonucumuzdan yola ¢ikarak
metastatik meme kanseri hiicrelerinin TrkA reseptoriinii kendi lehine cevirerek

proliferasyonunu arttirdig diisiiniilebilir.
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Amitriptilinin hiicre proliferasyonundaki baskilayic1 etkisinin TrkA {izerinden olup
olmadigint arastirmak icin 4TBM ve 4THM hiicrelerine TrkA iizerinden etki eden
ajanlarla 6n tedavi edilen gruba Amitriptilin uygulandi. Sonuglarimiza gore TrkA
agonisti NGF ile 6n tedavi edilen grup ile Amitriptilinin tek basina uygulandigi grup
arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Burdan yola ¢ikarak NGF ile Amitriptilinin TrkA
reseptdriine baglanip reseptorii farkli yerlerden fosforile ettigi diisiiniilebilir. On tedavili
olarak ise GW441756 kullanildiginda 4TBM ve 4THM hiicrelerine 6n tedavili olarak 1
ve 10 uM TrkA inhibitoriit GW uygulanan grup ile tek bagina GW uygulanan grup ayni
miktarda proliferasyonu baskiladigi goriilmistiir. Bu da Amitriptilinin tam agonist

oldugunu isaret etmektedir.

Caligmamizdaki biitiin verilere bakildiginda TrkA ile TRPV1 in birbirleriyle sinerjistik
olarak etkilestigi aciktir. Sonucumuzda TrkA agonisti oldugu bilinen Amitriptilin ile
TRPV1 modiilatorleri olan Olvanil ve AMG9810 un belirli dozlarda additif ya da
sinerjistik olarak etkilestigi goriilmiistiir. Bu sinerjistik etkinin agiklanabilmesi i¢in TrkA
reseptOriiniin TRPV1 kanalimi etkileyen downstream molekiillerindeki degisikliklerin

ortaya konmas1 gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

1) Nonmetastatik hiicre hatt1 67NR, metastatik hiicre hatt1 4T1 ve alttiplerinde TRPV1

ekspresyonu goriilmiistiir.

2) Nonmetastaik hiicre hatt1 67NR, metastatik hiicre hatti 4T1 ve alttiplerinde TrkA

ekspresyonu gosterilmistir.

3) %5 FBS iceren ortamda TrkA agonisti Amitriptilinin 4TBM ve 4THM metastatik
meme kanseri hiicre proliferasyonunu 25 uM ve istiindeki konsantrasyonlarda anlaml
olarak baskilarken %0,2 FBS iceren ortamda ise 1 uM ve istiindeki konsantrasyonlarda

doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu baskiladig1 goriilmiistiir.

4) 4TBM ve 4THM hiicrelerin proliferasyonu baskiladigint gordiigiimiiz TrkA agonisti
Amitriptilinin %0,2 FBS igeren ortamda hiicre proliferasyonundaki inhibisyon ytiizdeleri
doz-etki grafikleri ¢ikarilmis ve EC50’si 4TBM i¢in 6,3 uM, 4THM igin 5 uM

bulunmustur.

5) TRPV1 agonisti Olvanil %5 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM metastatik meme
kanseri hiicre proliferasyonunu 10 uM ve lstlindeki konsantrasyonlarda inhibe ederken
%0,2 FBS iceren ortamda ise 1,25 uM ve istiindeki konsantrasyonlarda doza bagh

olarak hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir.

6) TRPV1 agonisti Olvanilin %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM ve 4THM hiicre
proliferasyonundaki inhibisyon ytizdeleri kullanilarak doz-etki grafigi ¢ikarilmis ve

EC50’si 4TBM i¢in 4,7 uM iken 4THM i¢in 5,2 uM bulunmustur.

7) %5 FBS iceren ortamda TRPV1 antagonisti AMG9810’un 4TBM ve 4THM
metastatik meme kanseri hiicre proliferasyonunu 1 uM ve iistiindeki konsantrasyonlarda
anlamli olarak baskilarken %0,2 FBS iceren ortamda ise 0,5 uM ve istiindeki

konsantrasyonlarda doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu baskiladig: goriilmiistiir.
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8) %0,2 FBS igeren ortamda TRPV1 antagonisti AMG9810’un 4TBM ve 4THM hiicre
proliferasyonundaki inhibisyon yiizdeleri kullanilarak doz-etki grafigi c¢ikarilmis ve
EC50’s1 4TBM igin 1,3 uM iken 4THM i¢in 0,9 uM bulunmustur.

9) %5 FBS igeren ortamda 5 uM Amitriptilin ile 5 uM Olvanil kombine kullaniminda
4TBM hiicre proliferasyonunu anlamli olarak baskilandigi fakat 4THM hiicre

proliferasyonunu ise degistirmedigi gézlemlenmistir.

10) %0,2 FBS igeren ortamda 4TBM hiicre hattinda 1 uM Amitriptilint 5 pM Olvanil
kullanimi, kontrole gére anlamli bir baskilanma goriilmiistiir fakat tek 5 uM Olvanil ile
ayni1 etkiyi olusturmustur. 4THM hiicre hattinda ise kontrole gore anlamli bir baskilanma
gozlemlenmistir. 4THM hiicresinde iki ilacin kombine kullanildig1 konsantrasyonlarda

CI degeri 1 bulunmugtur.

11) %0,2 FBS igeren ortamda 5 uM Amitriptilin+ 5 uM Olvanil kontrol grubuna gore
hem 4TBM hem 4THM hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu anlamli Glgiide
baskilamigtir. 4TBM hiicresinde bu konsantrasyonlarda iki ilacin kombine kullaniminda

CI degeri 0,6 iken 4THM hiicresinde 1 bulunmusgtur.

12) %0,2 FBS igeren ortamda 1 uM TRPVI antagonisti AMG-9810 ile 1 uM TrkA
agonisti Amitriptilin’in kombine kullaniminin 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonunda
kontrole gore anlamli bir baskilanma s6z konusudur. 4TBM hiicresinde kombine

kullaniminda CI degeri 1,1 iken 4THM hiicresinde ise 0,6 bulunmustur.

13) %0,2 FBS igeren ortamda 5 pM Amitriptilin + 1 uM AMG-9810’un 4TBM ve
4THM hiicrelerinde kombine kullaniminda hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna
gore baskilandig1 goriildii. 4TBM hiicresinde CI degeri 1 iken 4THM hiicresinde 0,6

bulunmustur.

14) %5 FBS igeren ortamda tek basina kullanilan TrkA ligandi NGF, 4TBM ve 4THM
hiicre proliferasyonunda etki gostermezken TrkA inhibitérii GW441756’nin tek basina
kullanim1 kontrole gére 4TBM ve 4THM hiicre proliferasyonunu doza bagli olarak
inhibe etmistir. GW441756 ilacinin %5 FBS ortaminda 4TBM ve 4THM hiicresindeki
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inhibisyon yiizdeleri ile doz-etki grafigi ¢ikarimistir ve IC50 degeri 4TBM hiicresinde 3
iken 4THM hiicresinde 1,8 bulunmustur.

15) %0,2 FBS igeren ortamda tek basma kullanilan TrkA ligandi NGF 100 ng/ml
konsantrasyonunda 4TBM ve 4THM hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi
goriilmiistiir. TrkA inhibitori GW441756 ise hiicre proliferasyonunu doza bagli olarak
baskilanmistir. GW441756 ilacinin bu ortamda 4TBM ve 4THM hiicresindeki
inhibisyon yiizdeleri ile doz-etki grafigi ¢ikarilmis ve IC50 degeri 4TBM hiicresinde 6,7
iken 4THM hiicresinde 5 bulunmustur.

16) %0,2 FBS iceren ortamda 4TBM ve 4THM hiicrelerine 1 ve 10 uM TrkA inhibitorii
GW441756 6n tedavili kullanilan Amitriptilin grubunda sadece GW441756’nin etkisi

goriilmiis bu ylizden Amitriptilinin tam agonist oldugu diisiiniilmistiir.

Meme kanseri dahil bir¢ok kanser hiicresinde overeksprese edilen TrkA ve TRPV1
ajanlarinin metastatik meme kanseri hiicrelerinde beraber kullanimimi ilk defa bu
calismamizda gosterilmistir. Literatiirde TrkA’nin TRPV1 kanalini destekledigi agiktir.
Bizim sonuglarimizda da metastatik meme kanseri hiicre proliferasyonunda bu iki
reseptOriin etkilestigini gostermektedir. TrkA’nin TRPV1 kanalim1 nasil etkilediginin
tam olarak belirlenmesi i¢in daha kapsamli molekiiler caligmalara ihtiya¢ duyulmakta

ozellikle bu iki kanalin yolaklarinin nasil etkilestigi ortaya konulmaktadir.
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