T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BiRiMi

ATP2B1 Kalmodiilin Kalsinérin ve cMyc Proteinlerinin Arasindaki iliskilerin Tiimér

Hiicrelerinde In vitro Incelenmesi

Proje N0:8353

Proje Tiirti

Normal Arastirma Projesi

SONUC RAPORU

Proje Yiriitiiciisii:
Armagan CANER
Tip Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Biyofizik AD.
Aragtirmacilar
Miige Giilcihan ONAL
Nazmiye BITGEN
Giilay SEZER
Bu Proje TSA-2019-8353 no ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir.
Subat 2021
KAYSERI







Rapor:

2018 yilinda Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine
bagvurusu yapilan bu proje Nisan 2919 tarihinde kabul edilerek ¢alismalart baglatildi. Bu
projeye 28.133,82 TL destek saglandi. Biitgenin 27.076,89 TL ile sarf malzemeler alindi. Biitiin
alinan malzemeler etkin bir sekilde kullanilmustir.

Projede vaat edilen biitiin ¢alismalar yapildi. Projenin amaci Plazma membrani kalsiyum
pompasi ile c-Myc transkripsiyon faktorii arasindaki iliskiyi meme kanseri hiicrelerinde
belirlemektir. Yapilan calismalar dogrultusunda, inhibe edilen PMCA, cMyc’nin kanser
hiicrelerindeki ekspresyonunu down regiile etmektedir. CaM’nin artan ekspresyonu PMCA1
artisina katki saglamasa da cMyc’i baskilamigtir. CaN’nin meme kanserinde cMyc iizerinde
dolayli etkisi de gosterildi. CaN artisi ile cMyc inhibe olmaktadir. PMCA inhibe oldugu zaman
kanser hiicrelerinin apoptoza gitme oranlar1 artmis, hiicrelerin migrasyou yavaslamaistir.

Proje siiresince malzemelerin gecikmesi disinda bir sorun yasanmamustir. Beklenen sonuglar
elde edilmistir. Proje kalsiyum yolagim iki farkli uygulama ile kanser hiicreleri igin terapotik
hedef olarak gosterdigi i¢in iki makale yayinlanmasi hedeflenmektedir.

Bu projeden elde edilen veriler 1s1ginda yeni bir proje planlamasi yapilmistir.
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Ozet:

PMCA pompasinin farkli proteinler, enzimler ve transkripsiyon faktorleri ile kanser hiicreleri
igin terap6tiik bir yolak oldugu ve hiicrelerinde PMCA pompasinin gérevi netlesirse tedavi i¢in
hedef olabilecegi gibi uygulanan tedavinin az dozda daha etkili olabilmesine yardimci
olabilecegi de diistiniilmektedir. Bu projede PMCA pompasi ve direkt etkilesimde oldugu
Kalmodulin (CaM) proteini ve CaM sayesinde dolayli olarak etkilesim igerisinde oldugu
diistiniilen Kalsinorin (CaN) ve c-Myc yolu agiga ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bunun i¢in MDA-
MB-231 meme kanseri hiicreleri PMCA ve CaN inhibitorleri ile inhibe edildi. PMCA’nin
inhibe edilmesi i¢in ortovanadat, CaN’nin inhibe edilmesi i¢in siklosporin A kullanilds. Ilag doz
cevap egrileri belirlendi ve 1C50 degerleri hesaplandi. PMCA ve CaN inhibe edildigi zaman
kanser hiicrelerinin apoptoza gitmeleri, koloni olusumlar1 ve migrasyonlari arastirildi. Western
blot analizleri ile PMCA, CaN, kalmodulin (CaM) ve cMyc proteinlerinin ekspresyonlari
belirledin. Hiicre ici Ca*? konsantrasyonlari Indo 1FF AM kalsiyum indikatdrii ile hesapland.
Biitiin bu caligmalara gore inhibe edilen Ca™ pompast cMyc’nin kanser hiicrelerindeki
ekspresyonunu down regiile etmektedir. CaM’nin artan ekspresyonu PMCALI artisina katki
saglamasa da cMyc’i baskilamistir. CaN’nin meme kanserinde cMyc iizerinde dolayl etkisi de
gosterildi. CaN artig1 ile cMyc inhibe olmaktadir.

Bu proje Cat+2, CaM, CaN, PMCA ve cMyc iliskisini gostermis olsa da sadece ¢ok kiiciik bir
béliimiine 151k tutmustur. leriki ¢alismalarimiz i¢in temel ve cok olumlu veriler elde edilmistir.
Bu projeden elde edilen veriler 151831Inda MDA-MB-231 hiicreleri i¢in bu yolak iizerinde

terapatik etkiler arastirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kalsiyum, Meme Kanseri, PMCA, cMyc, Kalsinorin



Abstract

The PMCA pump is a therapeutic pathway for cancer cells with different proteins, enzymes,
and transcription factors. If the role of the PMCA pump in their cells becomes clear, it can be
a target for treatment, and it can also help the treatment to be more effective with fewer doses.
The project is aimed to reveal the Calcineurin (CaN) and c-Myc pathway, which is thought to
be in direct interaction. For this, MDA-MB-231 breast cancer cells were inhibited by PMCA
and CaN inhibitors. Orthovanadate was used to inhibit PMCA and cyclosporine A was used to
inhibit CaN. Drug dose-response curves were determined and 1C50 values were calculated.
When PMCA and CaN are inhibited, cancer cells undergo apoptosis, colony formation, and
migration were investigated. Determine the expressions of PMCA, CaN, calmodulin (CaM),
and cMyc proteins by Western blot analysis. Intracellular Ca?* concentrations were calculated
with Indo 1FF AM calcium indicator. According to all these experiments, the inhibited Ca + 2
pump down-regulates the expression of cMyc in cancer cells. Increased expression of CaM
suppressed cMyc although it did not contribute to PMCAL increase. The indirect effect of CaN
on cMyc in breast cancer has also been demonstrated. With the increase in CaN, cMyc is
inhibited. Although this project showed the relationship of Ca?*, CaM, CaN, PMCA, and cMyc,
it shed light on only a very small part. Basic and very positive data have been obtained for our
future studies. The therapeutic effects on this pathway for MDA-MB-231 cells will be
investigated in light of the data obtained from this project.

Keyword: Calcium, Breast Cancer, PMCA, cMyc, Calsineurin



GIRIS
Ca*2 iyonu hiicresel fonksiyonlarin devam etmesi i¢in dnemli bir iyon olsa da hiicre icerisindeki
konsantrasyonundaki ufak bir artis dogal devam eden hiicresel fonksiyonlarin aksamasina

sebep olmaktadir. Hiicre igerisindeki Ca*? iyon konsantrasyonu arttik¢a da hiicre icin

toksik bir durum meydana gelmektedir.

/_av AT TRIC

e ) Q™ (=3
e Y YV wa
a u\l/ |

c.,'
o™ ™ ™ o

\ “~Mitochondria / selal 1. Hitere 351 Kalsiyom harekethlifinin gematik

ghsteriin

Hiicre i¢in ¢ok iyi olan bir iyon, dengesiz artisinda hiicre i¢in zehir olabilmektedir. Normal bir
hiicre bu tehlikeden kendisini korumak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Hiicre disaridan
Na* iyonu almasi karsiliginda hiicre icinden Ca*? iyonu cikartan Na*/Ca*? degistiricisi, en
bilinen hiicre i¢i Ca*? dengesini saglayan mekanizmadir. Bunun yani sira sadece ATP ile calisan
ve tek gorevi hiicre i¢i Ca*? iyonlarini hiicre disina ¢ikartan plazma membran1 Ca*™? ATPaz
(PMCA) pompalar1 da hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu dengede tutma gérevini iistlenmistir.
Normal bir hiicre icin Ca*?’nin toksitesi sikintili bir durum olmasina ragmen tiimér hiicrelerinde
Ca? iyonlarinin hiicre icerisindeki bu konsantrasyon fazlaligi teropatik hedef haline
getirilebilir. Timor hiicrelerinde PMCA pompasinin nasil bir pozisyonda oldugu net olmasa da
cesitli hipotezlere gore hiicrenin apoptoza mi yoksa nekroza mi1 gidecegi karar noktasinda kritik
bir gorevi vardir (Bruce 2017). Calismamizdaki hipotezimiz, PMCA pompasun farkh

proteinler, enzimler ve transkripsivon faktorleri ile bu gorevini verine getirdigidir. Tumor

hiicrelerinde PMCA pompasimin gorevi netlesirse tedavi icin hedef olabilecegi gibi
uygulanan tedavinin az dozda daha etkili olabilmesine yardimeci olabilecegi de

diisiiniilmektedir. Bu yiizden ¢calismamizda PMCA pompasi ve direkt etkilesimde oldugu



Kalmodulin (CaM) proteini ve CaM sayesinde dolayh olarak etkilesim i¢erisinde oldugu

diisiiniilen Kalsinorin ve c-Myc yolu a¢iga cikarilmasi amac¢lanmistir.

Kapsam

Calismamizin ilham kaynag: hiicre ici Ca*? iyonu ve onun degisen konsantrasyonunun timor
hiicrelerinin apoptoza gitmesi iizerindeki etkisidir. Kanser tedavisinde tiimor hiicrelerinin
proliferasyonlarinin azalmasi apoptoza gitmelerinin ¢ogalmasi amaclanir. Ancak bireysel
temelli diisiiniildiigi zaman her tiim6r hiicresinin huyu bireyler arasinda degisiklik
gostermektedir. Bunun bircok sebebi olabilir. Hiicre ici Ca*? iyonunun konsantrasyonu da
bunlardan biri olabilir. Kanser hiicrelerini tedavi amagl kullanilacak ilaglarin etkisinin fazla,
toksitesinin az olmast istenilen bir durumdur. Hiicre i¢i Ca*? iyonlarinin konsantrasyonunun iyi

yonlendirilmesi kanser tedavisinde ilaca verilecek cevabi da etkileyebilir.

Hiicre i¢i Ca*? iyon konsantrasyonlar: arastirilmaya baslandigi zaman hiicre i¢i Ca*? iyon

konsantrasyonunu dengede tutmak ile gorevli PMCA iizerine gitmek gerekmektedir (Sekil 1).

PMCA pompasinin bir izomeri olan ATP2B1 proteininin MDA MB 231 meme kanseri
hiicrelerinde eksprese oldugu bilinmektedir (Lee et al. 2002). Tiimér hiicrelerinde Ca*? iyonu
birikmesinin ATP2B1 proteini {izerinde ne gibi etkisi oldugunu belirlemek i¢in bir PMCA
pompasi Kapaticist olan orto-vanadate (OV) kullanilacaktir.

Ca*? iyonu ve PMCA pompasi dogrultusunda ilerlendigi zaman PMCA pompasinin Ca*2
iyonlarint hissetmesini saglayan bir sitoplazmik protein olan Kalmodulin’in (CaM) de goz
oniine alinmas1 gerekmektedir.

Belirtildigi gibi CaM, PMCA pompasinin aktive olmast i¢in baslangic noktasindadir. Hiicre
icerindeki Ca*? iyonlar1 CaM proteinine baglanarak bir Ca*?+CaM kompleksi olusturur. Bu
kompleks PMCA iizerindeki CaM baglanma noktasina baglandigi zaman pompa hiicre
icerisinden Ca*2 iyonlarini disar1 ¢ikarmak igin ¢alismaya baslar. OV ile PMCA pompasi
kapatilarak hiicre i¢i Ca*? iyon birikmesi durumunda CaM proteininin durumu incelenecektir.
Bu calismalar sirasinda hiicre i¢i Ca*?iyon goriintiilenmesi yapilarak asama asama Ca*? iyon
degisimi gozlenecektir.

Ca*? iyonlar1 ile ATP2B1 ve CaM proteinlerinin hiicrenin apoptoza gitmesinde etkisi
bulunmaktadir ama bunu nasil sagladigi net degildir (Bruce 2017). Dolayisiyla CaM
proteininden ve Ca*? iyonunun hiicre igerisindeki artisindan etkilenen bir protein daha vardir;
Kalsinorin (Sekil 2.).



Sekil 1. Ca*?, CaM ve CaN arasindaki iliskinin sematik gdsterimi (Mann et al. 2004).

Kalsinoriin inhibitérli uygulanan tiimor hiicrelerinde ATP2B1 ve CaM proteinlerinin nasil
etkilendigi incelenecektir. Ayrica OV uygulanan hiicrelerde kalsiyum birikmesinden dolay1

CaN proteininin nasil etkilendigi incelenecektir.

GENEL BILGILER

Ca*?, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, sinyal iletimi gibi hiicrenin dengeli bir sekilde yasamasinda

gorevli olan bir iyondur.

Hiicre i¢i Ca*? sinyalleri, ii¢ ana kategoride gruplandirilabilen mekanizmalar tarafindan kontrol
edilir:
1. Ca*?’un sitoplazma igerisine alinma mekanizmasi,

2. Ca*?’un sitoplazma digina aktarilma mekanizmasi ve

3. Ca™’un sitoplazmada tutulma mekanizmas.

Bu mekanizmalar birbirleri ile dengeli bir sekilde ¢alisarak, sitozolik Ca*? sinyallerini kontrol
eder ve boylece cogalmay, aktivasyonu ve apoptozu diizenlerler. Genel olarak sitozolik Ca*?'un
gecici bir sekilde ¢cok az yiikselmesi (nM seviyede) hiicre cogalmasini artiracak, buna karsin
stirekli bir sekilde fazlaca yiikselmesi (nM’da nuM’a ¢ikmast) apoptozu indiikleyecektir (Qu et

al. 2011). Bu nedenle, Ca*?, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve apoptozunu modiile etme
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potansiyeline sahiptir (Schwarz, Qu, and Hoth 2013). Hiicre i¢i kalsiyum dengesinde en temel
gorevde yer alan yap1 plazma membranidir. Plazma membrani kalsiyum giris ¢ikisini tizerinde

bulunan kanal ve pompalar vasitasiyla saglar.

Iyon konsantrasyonu degisiklikleri yoluyla olusan ozmotik degisiklikler hiicre hacmi
diizenlemesini kontrol ettigi gibi buna ek olarak, kanallar ve tastyicilar hiicresel pH kontrol
eder. Tim bu faktorler, kanser hiicresi biiyiimesini ve fonksiyonunu etkileyebilir. Bununla
birlikte, Ca*2 kanallar1 ve pompalar1, kanser hiicresinin cogalmasini ve apoptozunu degistirmek

icin farmokolojik hedeftirler (Schwarz, Qu, and Hoth 2013).

Plazma zar1 boyunca Ca*?un hiicre disina akisi, hem Na*/Ca*? degistiricileri hem de PMCA
pompast yoluyla saglanabilir. Hiicre dengesini en ¢ok PMCA pompa'larin disariya
pompaladiklart kalsiyum ile sagladigi bilinmektedir. PMCA pompalar1 dort gen (PMCA1-4)
tarafindan kodlanir (Monteith, Davis, and Roberts-Thomson 2012). PMCA1 (ATP2B1) ve
PMCA4 (ATP2B4) her yerde eksprese edilirken, PMCA2 (ATP2B2) ve PMCA3 (ATP2B3)
esas olarak uyarilabilir hiicrelerde daha dokuya spesifik bir ekspresyona sahiptir (Bruce 2017).
PMCA pompasi, Ca*?igin yiiksek afinitesi (Kd~0.2 pM) nedeniyle (Carafoli 1991) sitozolik
Ca*? konsantrasyonunun 300 nM'nin altinda yaklasik 100 nM civarinda tutar (Bruce 2017).
Hiicrenin canliligina devami veya apoptoza gitmesi i¢in PMCA pompalar1 6nemli bir noktadir.
Ca*"?un asin1 yiiklenmesine bagli olan apoptozu &nler. ATP ile galisan bir pompa oldugu igin
ve ATP tikkenmesinden dolay1 PMCA pompa aktivitesi diiser ve bu yiizden apoptoz gelisecegi
gibi ayn1 zamanda ATP tiikenmesinden dolay1 nekrozda gelisir (Curry et al. 2012). PMCA
pompasinin aktivitesi, bircok hastalik siirecinin belirleyicisi olan apoptoz ile nekrotik hiicre
Oliimii arasinda 6nemli bir gegis gorevi goriir. PMCA pompasinin hiicre dliimiindeki roliinii
daha iyi anlamak icin bazi 6nemli yapisal Ozelliklerin ve diizenleyici mekanizmalarin
incelenmesi gerekir. Yapisal olarak, PMCA pompalari, 10 transmembran bolge, hem N hem de
C terminal sitozolik kuyruklari olan iki sitozolik halkadan olusur (Strehler and Zacharias 2001,
Monteith, Wanigasekara, and Roufogalis 1998). C terminal kuyrugu Kalmodiilin (CaM)
icerdigi i¢in fonksiyonel olarak énemlidir (James et al. 1988). Ca*? konsantrasyonu hiicre i¢inde
yukseldigi zaman, C ucunda bulunan ve inhibitor gérevi olan CaM baglama motifine baglanma
afinitesi azalir ve bu durumda PMCA pompas: aktifleserek Ca*? tasinmasi artiriliyor. Eger
hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu diiserse bu CaM baglama motifi PMCA pompasini bastirmak

i¢in harekete gecer (Bruce 2017).
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PMCA pompasinin hiicrenin hayatta kalma veya apoptozu igin énemini anlamak igin Ca*?
iyonuna bagli olan hiicre 6liim mekanizmasini anlamak 6nemlidir. Hiicre &liimiin de Ca*2 iyonu
onemli ama karisik bir noktadir. Sadece sitoplazmadaki Ca*? iyonu degil ayn1 zamanda
endoplazmikretikulum ve mitokondrideki Ca*? iyonu hiicrenin 6liime programlanmasina katki
saglar (Bruce 2017). Sekil 3’de Ca* iyonu ve PMCA pompasmin hiicre dliimiine etkisi
belirtilmistir.

,.l

2+ . ATP
Ca depletion

.....
o*
o

Apoptosome
complex
v

: = : o
5 ;o
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.
.
.

- .
» GRS -» apoptosis necrosis

Sekil 3. PMCA pompasi ve Ca*? iyonunun apoptoz ve nekroz yolaklarin1 sematize gosterimi
(Bruce 2017).

Mitokondride bulunan tBid, Bak ve Bax’a baglanir (Eskes et al. 2000). Bu baglanmadan dolay1
mitokondri membran porlart genisler ve sitokrom C, mitokondriden hiicrenin sitoplazmasina
sizar. Sitokrom C kaspazlar1 aktive eden apoptozom kompleksinin bir boliimiine baglanir
(Orrenius, Zhivotovsky, and Nicotera 2003). Bu sekilde geri doniisiimii olmayan apoptotik
kaskat1 baglatir (Bruce 2017).

Bax, Bak ve Bad proteinleri pro-apoptotiktir. Bcl-2 proteinleri, anti apoptotiktir. Pro-apoptotik
ve anti-apoptotik denge sayesinde hiicre apoptoza gider veya gitmez. Bad’in
fosforilizasyonu apoptoz igin ¢ok kritik noktadadir (Datta et al. 2002). Cesitli ara yollar
sayesinde Bad proteini mitokondriden sitoplazmaya gectigi zaman, fosforilize oldugunda Bcl-

2’nin inhibe edilmesini 6nlemektedir. Yani Bcl-2’nin aktive olmasii saglayarak apoptozu
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engellemektedir. Bad proteinin defosforilize oldugu zaman Bcl-2 inhibe olur ve hiicrenin

apoptoza gitmesi tetiklenir (Zha et al. 1996) .

Bad proteininin defosforilize olmasinda kalsiyum bagimli calcineurin goérev alir (H.-G. Wang
et al. 1999). PMCA pompasi bloke edildigi zaman Ca*? iyonu/calcineurin aktive olur. Bad
proteinin defosforilize olur. Bcl-2, baskilanir ve hiicre apoptoza gider (Bruce 2017). PMCA
pompasinin, Ca*? iyonuna bagh olarak hiicrenin apoptoza gitmesine bu sekilde katkis

olmus olur.

Sitoplazmada Ca*? iyonunun asir1 birikmesi hem apoptozu hem de nekrozu destekleyebilir.
Buna gére PMCA pompasimin aktivitesinin veya ekspresyonunun azalmasi Ca*? iyonu

aracil hiicre oliimiinii desteklemesi beklenir (Bruce 2017).

PMCA pompalarimin aktivasyonu yukarida da bahsedildigi gibi CaM proteinleri ile
gerceklesmektedir. CaM, kalsiyum baglayici protein olarak bilinmektedir. Hiicre igerisindeki
konsantrasyonu ve lokasyonu hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir(Chin and Means 2000). Hiicresel Ca*? sinyallerini iletilmesindeki aracidir. Ca*?
sinyallerini ¢ok sayidaki hedef proteinlerine ileterek sinyallesmeyi diizenlemektedir (Berchtold
and Villalobo 2014).

CaM, biyolojik farklilasma siiresince ¢ok iyi korunmus 17kDa agirligida Ca*? baglayici bir
molekiildiir. N ve C uglarindan olusur ve CaM farkli hedeflere baglandig1 zaman bu uclar
sayesinde baglandigi hedeflere uyum saglamaktadir (Swulius and Waxham 2008).

CaM, esnek sekilde birbirine baglanmis kiiresel iki alan icermektedir. Her alan da iki adet EF
hand motif igermektedir. Bu motiflere Ca* iyonu baglanmaktadir. CaM’e, 4 Ca*? iyonu
baglanmaktadir. CaM’e Ca*? baglandig1 zaman CaM de konformasyonel degisimler olur. Hedef
proteinlerin baglanmasi i¢in hidrofobik cepler agilir (Chyan, Irene, and Lin 2017).

CaM’nin enzim aktivitesi yoktur. Onun fonksiyonu Ca*? sinyalini entegre etmek ve diger
enzimlere iletmektir(Swulius and Waxham 2008). Ca*? ile CaM baglandiginda olusan
kompleks yap1 hedef bir proteine baglanma yetenegine sahip olmaktadir.

CaM, hiicredeki toplam proteinlerin %0.1’ini olusturmaktadir. Ozellikle hizli biiyiiyen
hiicrelerde ve hiicre boliinmesi farklilagmis hiicrelerde daha fazla eksprese olmaktadir(Chin and
Means 2000). CaM’nin baglandigi hedeflerden biri Kalsinrin (CaN) proteinidir. CaN,
serin/treonin fosfotazdir. Hiicre icerisinde Ca*? konsantrasyonu yiikseldigi zaman tepki olarak
CaN’e baglanir. CaN, T cell aktivasyonu, sinir sistemi gelisimi, kalp biiyiimesinde 6nemli rol

oynar. CaN, ayn1 zamanda immunsupresan ilaglarin hedefidir (Rumi-Masante et al. 2012).
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CaN’nin iki alt birimi vardir. Katalitik alt birim olarak bilinen CaN A ve regiilator alt birim
olarak bilinen CaN B’dir. CaN A alt birimi, 60 kDa agirligindadir. CaN B, 19 kDa agirligindadir
(Brun and Godbout 2016a; Chyan, Irene, and Lin 2017).

CaN, PMCA pompasi ile CaM aracilig1 ile dolayli yoldan bir iligki igerisindedir. PMCA
pompasinin hiicresel fonksiyonunun da CaN’nin de etkisi bulunmaktadir(Boczek et al. 2017).

CaN, Ca*?/CaM kompleksinin aktivasyonu ile fosforilize olur ve cesitli transkiripsiyon
faktorlerini etkiler. Bunlardan biri de Myc transkripsiyon faktoriidiir (S. Wang et al. 2012;
Singh et al. 2010; Shibasaki and McKeon 1995)

Myec, gen transkripsiyonunu artirmak igin CACCTG veya CACATG igeren gen promoterleri
ile iliskilendirilen transkripsiyon faktoriidiir (Luoto et al. 2010). Pro-onkogen olan Myc ilk
olarak retroviral aracili timér olusumunun etiyolojik ajani olarak kesfedildi. Sonrasinda
Myc’nin Burkitt lenfomada kromozom lokasyonu ile aktive edildigi gosterildi. Myc, biiyiik
Olgiide birgok biyolojik siireci koordine eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Myc, insan
timorlerinin yarisindan fazlasinda eksprese olmaktadir. Myc, aktive oldugu zaman kanserin
baslica belirleyici fonksiyonlarini agiga ¢ikarir (Gabay, Li, and Felsher 2014). Myc, timor
olusumunu destekleyebilen giiclii bir onkogendir (Lin et al. 2012). Myc’nin 6zellikle biylimeyi
destekleyen sinyal transdiiksiyon yollarimin kesisme noktasinda yer aldigi belirlendi. Myc,
tiimor olusumunda tek basina etkili degildir. ilave fonksiyonlara ihtiyaci vardir. In vitro yapilan
calismalarda Myc, inaktif oldugu zaman hiicre proliferasyonunda azalma ve apoptozda artis

belirlendi (Dang 2012).
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GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

10ml DMEM (%10 Fetal Bovine serum, %5 L-glutamin+penicilin ile desteklenmistir)
medyum, 75 cm?2 ’lik flasklara 1 ml de en az 1x106 hiicre olacak sekilde hiicrelerin ekimi
yapildi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 hazirlanilan kiiltiir ortam1 igerisinde, %5 CO2
ve 37 °C sicakliktaki etiivde hiicre flasklar1 inkiibasyona birakildi. Cogalmakta olan hiicreler
%80-90 doygunluga ulasinca yeniden pasajlandi. Bu amagla ¢ogalmakta olan hiicreler istenen
cogunluga ulastiginda; flasklarin igerisindeki hiicreler %25’lik tripsin/EDTA soliisyonu ile
yapistiklart yiizeyden kaldirilarak santrifiij tiipiine alindi ve 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Dipte kalan hiicrelere 10 ml hiicre mediumu eklendi.
75 cm?2’lik flasklara 10 ml’sinde 1x106 hiicre olacak sekilde hiicreler eklendi. Bu flasklar 37°C
’de %5 CO2 inkiibatodriinde inkiibasyona birakildi.

Hiicre Hattimin gelisim egrisinin belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicreleri ¢ogaltilarak hiicrelerin gelisim egrilerinin ¢alisilmasia baglandi.
Calismanin diger asamalarinin birbirleri ile kolere ilerlemesi i¢in her seferinde zamanlarina
gore hiicre sayilarinin ayni1 olmasi gerekmektedir. Bu yiizden hiicrelerin 24, 48 ve 72 saatlik
gelisim egrileri hazirlandi. 24 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna ne kadar hiicre ekilecegi
belirlendi. Bunun igin 24 saatlik platelere 500000-15625 hiicre/ml araliginda, 48 saatlik
platelere 250000-7812 hiicre/ml araliginda, 72 saat igin 125000-3905 hiicrel/ml araliginda
hiicreler eklendi. Hiicreler ekildikten sonra ¢ogalarak kuyucuklari tamamen degil %70-80
oraninda doldurulmas1 beklendi. Inkiibasyon siireleri sonunda herbir kuyucuk igerisinde DNA
iceriginin belirlenmesi igcin DNA analizleri yapildi. Hofland ve ark. nin uyguladiklar1 yontem
takip edildi (Hofland, van Koetsveld, and Lamberts 1990). Bunun i¢in her bir kuyucuktaki
hiicreler pargalanarak Hoechts 33258 boyas1 uygulandi ve ¢oklu plate okuma (Multi plate
reader) veriler analiz edildi. Bu analizler sonucunda 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon

siireleri i¢in ¢alisma siiresince kuyucuklara ekilecek hiicre sayilar1 belirlendi.
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Ila¢-doz cevabinin belirlenmesi

Bu asamada, hiicreler iki gruba ayrildi. Bir gruba farkli konsantrasyonlarda OV, diger gruba
farkli konsantrasyonlarda CsA eklendikten 24, 48 ve 72 saat sonra hiicrelerin ilag dozlarina
verdikleri cevaplarin belirlenmesi amaglandi. Bunun igin bir 6nceki asamada belirlenen hiicre
sayilar1 zamanlarina uygun olarak iki gruba ayrilarak 24 kuyucuklu platelere eklendi. Hiicreler
eklendikten 24 saat sonra birinci gruba farkli konsantrasyonlarda OV (10'3M, 10*M, 10°M, 10°
®M ve 107"M), diger gruba farkli konsantrasyonlarda (10*M, 10°M, 10°M, 10"M ve 10M)
CsA hiicrelere uygulandi. Belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda herbir kuyucuk igerisinde
DNA igeriginin belirlenmesi icin DNA analizleri yapildi. Hofland ve ark.'nin uyguladiklar
yontem takip edildi (Hofland, van Koetsveld, and Lamberts 1990). Bunun i¢in her bir
kuyucuktaki hiicreler parcalanarak Hoechts 33258 boyasi uygulandi ve c¢oklu plate okuma
(Multi plate reader) cihazinda elde edilen veriler analiz edildi. Bu analizler sonucunda 24 saat,
48 saat ve 72 saat inkiibasyon siireleri i¢in c¢aligma siiresince kuyucuklara ekilecek hiicre
sayilar1 belirlendi. OV ve CsA konsantrasyonlarina bagl olarak 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
stiresi sonrasinda hiicre ¢ogalma (proliferasyon) grafikleri ¢izildi. Bu ¢alisma farkli zamanlarda

en az li¢ kez tekrar edildi.

ICs0 Degerinin Hesaplanmasi

[lag doz cevabindan elde edilen veriler kullanarak Prism Graph path 8 yazilimi ile OV ve
CsA’nin her bir saat i¢in ICsp degeri hesaplandi. Bunun i¢in Graphpad programinda zamana
gore elde edilen DNA miktar verilerinin nonlineer regresyon grafigi lizerinden hesaplamalar

yapild.

Apoptoz’ un Belirlenmesi

MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin OV ve CsA’nin farkli konsantrasyonlarinda
apoptoza gitme oranlar1 belirlendi. Bunun igin kiiltiir edilen hiicreler, 12 kuyucuklu platelere
ekildi. 24 saat sonra 10°M, 10*M, 10°M, 10°M ve 10'M konsantrasyonlarda OV hiicrelere
uygulandi. Aym sekilde 10“*M, 10°M, 10°M, 10'M ve 10°M konsantrasyonlarda CsA
hiicrelere uygulandi. 24, 48 ve 72 saat sonrasinda kuyucuklardan hiicre besiyeri ¢ekilip atildi.
3 kez PBS ile kuyucuklar yikandi. Metanol ile fikse edildikten sonra kurumaya birakildi.
Kuruyan plate kuyucuklarina Giemsa boya soliisyonu eklendi ve 8 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi bitince boya soliisyonu cekilip atilarak su ile kuyucuklar 3 kez yikandi.
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Mikroskop altinda OV ve CsA’nin farkli konsantrasyonlarmin uygulandigi kuyucuklardaki
apoptoz oranlar1 sayildi. Bunun i¢in her bir konsantrasyon i¢in iki kuyucuk tekrar edildi. Her
kuyucuktan 1000 hiicre sayilarak bu 1000 hiicre igerisindeki apoptotik hiicrelerin sayilari

belirlendi. Apoptoz deneyleri 3 farkli zamanda tekrar edilmistir.

Koloni olusumunun belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicreleri farkli dozlarda OV ve CsA ile muamele edildi. Sonra bu hiicreler
¢ogalmalari igin 37°C’de inkiibe edilerek, OV ve CsA ile muamele edilmeyen (non-treatment)
hiicrelerde koloni olusma durumuna bakilarak inkiibasyonun sonlandirma siiresi belirlenmistir.
Koloni olusumu tespit edilince kiiltiir sonlandirilmistir. Hiicrelerin bulundugu ortamdan
medyum uzaklastirilarak ve hiicreler (her bir plate) metanolle hazirlanmis %10°luk kristal-

viyole ile boyanmistir. Koloniler sayilarak ylizde degerleri hesaplanmustir.

Hiicre migrasyonunun belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicreleri iki gruba ayrilarak 12 well hiicre kiiltiir platelerine ekildikten 24 saat
sonra bir grubu uygun doz ve zaman araliginda 10-4M OV ile diger grup ise 10°M CsA ile
muamale edildi. Steril pipet kullanilarak hiicrelerin yapistigi plate yiizeyi iizerinde yara
olusturuldu. 0. saatte yara olusturulan hiicrelerin kamera atagmanli mikroskop kullanilarak
fotografi ¢ekildikten sonra bu hiicreler tekrar inkiibatdre konuldu. 24, 48 ve 72 saat sonrasinda
hiicrelerin yeniden fotograflar1 ¢ekildi. Cekilen fotograflarda Image-J goriintii analiz yazilimi
ile yara alanlan 6lgiildii. OV ve CsA ile muamele edilen hiicrelerdeki yara kapanma alanlari

hesaplandi. Zamana ve kontrole gore bu alanlar birbirleri ile degerlendirildi.

Hiicre ici Ca*? Konsantrasyonunun Olciilmesi:

Hiicre i¢i Ca*™? konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
stirelerine gore ayr1 ayr1 6 kuyucuklu platelere ekildi. 24 saat sonrasinda, hiicreler OV ve CsA
zamanlarina gére IC50 konsantrasyon miktarlar1 ile muamele edildi. 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon siireleri sonrasinda hiicrelerin iginde bulundugu besiyeri ¢ekildi ve hiicreler PBS
ile 3 kez yikandi. Tripsin ile muamele edilerek hiicreler plate yiizeylerinden kaldirildi ve PBS
ile tekrar yikandi. Indo 1 FF AM igeren buffer (135 mM NaCl, 5.9 mM KCI, 1.5 mM CacClz2,
1.2 mM MgCI2, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES) ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyon siiresi bitiminde hiicreler yeniden PBS ile yikandi. Igerisinde Indo 1FF AM
olmayan yukarida belirtilen buffer igerisinde hiicreler goriintiilenmesi yapilana kadar 4°C’de
bekletildi.

Indo 1FF-AM, iyi bilinen ve yaygin olarak kullanilan bir ratiyometrik (iki emisyon dalga boylu)
Ca*? gostergesidir. Tek dalga boyu ile uyarilir ve iki emisyon dalga boyunda gériintiilenir.
Yaklasik 350 nm’de uyarilir ve emisyon piki Ca*? iyonuna bagli ve Ca*? iyonu serbest oldugu
durumlara gore degisir. Ca*? iyonuna bagl iken emisyon dalga boyu ~ 405 nm ve Ca*? iyonu
serbest iken emisyon dalga boyu ~ 485 nm’dir. Bu ylizden hiicre goriintiisii alinmasi ve
kalsiyum konsantrasyonu Ol¢iilmesi i¢in UV ile uyarildiktan sonra DAPI/FITC filtrelerinde
goriintiiler alinmasi gerekmektedir. Bunun i¢in Inverted Floresan Mikroskop (Nikon-Eclipse
Ti) kullanildi. Mikroskobun gériintiileme hiz1 2.5 mm/sn’dir. Manuel olarak filtre degisimleri
saglandi. Her 6rnek icin ayni goriintli yakalama zamani kullanildi. Elde edilen goriintiilerden
Image -J goriintii analiz yazilimi ile floresan yogunluklari dl¢iildii.

Olgiilen floresan yogunlugu asagida verilen denklem ile Ca*? konsantrasyonuna cevrildi.

(R-R)S,

[ca]-x, )5

Kd = IndolFF-AM kalsiyum indikatoriiniin ayrigma sabiti,

R= Kalsiyum bagli floresan yogunlugunun, kalsiyuma bagli degilken ki floresan yogunluguna
orant

Rmin= Kalsiyuma bagli minimum floresan yogunlugunun kalsiyuma bagli olmayan maksimum
floresan yogunluguna orant

Rmax= Kalsiyuma bagli maksimum floresan yogunlugunun kalsiyuma bagli olmayan
minimum floresan yogunluguna orani

Sf2/Sh2= Kalsiyuma bagli olmayan maksimum floresan yogunlugunun, minimum floresan

yogunluguna Orani

Western Blot Analizi

Hedef proteinlerin ekspresyon analizlerini yapmak i¢in kullanilan yontemdir. MDA-MB-231
hiicrelerinde, hedeflenen proteinlerin, PMCA1 (hiicre membraninda bulunan Ca*? iyon
pompast), Kalmodiilin, Kalsiindrin ve cMyc ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in western

blot analizi yapildi.
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MDA-MB-231 hiicreleri kiiltiire edildi. Sonra bu hiicreler, kiiltiiriin 24. saatinde OV ve CsA’nin
zamana gore belirlenen ICsp konsantrasyonlari ile muamele edildi ve 24, 48 ve 72 saat sonra
hiicreler toplandi.

Toplanan hiicreler, hiicre liziz tamponu kullanilarak pargalandi ve bu hiicrelerden proteinler
izole edildi. izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 hesaplandi ve tiim hiicrelerden elde
edilen proteinler esit konsantrasyonlarda SDS-PAGE jele yiiklendi, yiiriitme tamponu (Running
Buffer) varliginda elektroforez tankinda elektrik akimi uygulanarak 2-3 saat jelde proteinlerin
yilirlimesi (ayrilmasi) saglandi. Daha sonra proteinler, transfer tamponu varliginda jelden
membrana transfer edildi (transfer overnight yapildi). Sonra hazirlanan membranlarda
hedeflenen proteinlerin ekspresyonlari goriintilleme sistemi (Bio-Rad) kullanilarak analiz
edildi.

Istatistiksel Analiz

Projedeki biitiin istatiksel analizler ve grafiklerin ¢izimleri Prism GraphPad 8.0 yazilimi ile
yapildi. Istatiksel analizler icin one way ANOWA ve Two way ANOWA uyguland:. 1Cso
degerleri non lineer regresyon hesaplamalar ile belirlendi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Hiicre Gelisim Egrisi:
24 kuyucuklu plate’lere belirli miktarlarda ekilen hiicrelerin 24, 48 ve 72 saat sonrasindaki

cogalma sayilar1 hesaplandi ve grafikleri ¢izildi. 1 ml hiicre besiyeri i¢ine ekilen 500000 hiicre,
24 saat sonrasinda %100 ¢ogalirken, 250000 hiicre/ml %69,79 oraninda ¢ogalmistir. 125000
hiicre/ml ekilen hiicre kuyucugunda hiicreler %51,67 oraninda ¢ogalmistir. 62500 hiicre/ml
%28,9 oraninda c¢ogalmistir. 31250 hiicre/ml bulunan kuyucuklardaki hiicreler %12,57
oraninda ¢ogalmistir. 15625 hiicre/ml, %11,88 oraninda ¢ogalmistir (Sekil 4A). Bu sonuclara
gore 24 saatlik hiicre inkiibasyonu icin 1 ml besiyeri icerisine 125000 hiicre ekilecek ve
kimyasal ve/veya ila¢ uygulamasi yapildi. Ayni sekilde 48 saatlik inkiibasyon i¢in hangi
sayidaki hiicrelerin %50 oraninda ¢ogalacagi belirlendi. 1 ml hiicre besiyeri igine ekilen 250000
hiicre, 48 saat sonrasinda %100 ¢ogalirken, 125000 hiicre/ml %93,92 oraninda ¢ogalmistir.
62500 hiicre/ml ekilen hiicreler %56.15 oraninda ¢ogalmistir. 31250 hiicre/ml %34,62 oraninda
cogaldi. 15625 hiicre/ml, %?20,82 oraninda ¢ogaldi. 7812 hiicre/ml ekilen hiicreler 48 saat
sonrasinda %18,79 oraninda ¢ogalmistir (sekil 4B). Bu sonuglara gore 48 saat inkiibasyon

icin 1 ml besiyeri icerisine 62500 hiicre ekildi.
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Sekil 4. 24 kuyucuklu pleytlere ekilen hiicrelerin gelisim grafii. A. 24 saat sonrasinda
hiicrelerin gelisimi, B. 48 saat sonra hiicrelerin gelisimi C. 72 saat sonra hiicrelerin gelisimini
gosteren grafik.

72 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in 125000, 62500, 31250,
15625, 7812 ve 3906 hiicre 1ml besiyerine ekildi. 72 saat sonrasinda ¢ogalma oranlari
belirlendi. 125000 hiicre/ml, %100 oraninda cogalirken, 62500 hiicre/ml %73,3 oraninda
cogaldi. 1 ml de 31250 hiicre 72 saat sonrasinda %60,54 oraninda ¢ogaldi. 15625 hiicre/ml
%48,6 oraninda c¢ogaldi. 7812 hiicre/ml %51 oraninda c¢ogalirken 3906 hiicre/ml %45,4
oraninda ¢ogaldi. 1 ml de 15625 hiicre ve 7812 hiicrelerin ¢ogalma yiizdeleri birbirlerine ¢ok
yakin bulundu (Sekil 4C). Standart hatada goz oniine ahinarak 72 saatlik inkiibasyon siiresi

icin 24 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 15625 hiicre/ml ekilmesine karar verildi.

OV Uygulanan MDA-MB-231 Hiicrelerinin Proliferasyon Egrileri:

Hiicre proliferasyon egrileri yontem kisminda da detayli bir sekilde anlatildigi gibi DNA
miktarlan Olciilerek ¢izildi. OV’un farkli konsantrasyonlarindan 6lgiillen DNA miktarlarinin
kontrole gore yiizdelik oranlar1 elde edildi ve bu yiizdelik oranlarin grafigi proje raporuna

eklendi. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi fakat deneyler arasinda daha benzer sonuglarin elde
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edilmesi i¢gin OV uygulanan hiicrelerdeki proliferasyon deneyleri 5 kez tekrarlandi. 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon zamanlarina gore grafikler ayr1 ayri belirlendi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda uygulanan OV’un en yiiksek konsantrasyonu (10-3 M) hiicre proliferasyonunu
kontrole gore yaklasik %30 oraninda geriletmistir. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin

24 saat inkiibasyon sonrasinda proliferasyon grafikleri Sekil 5 de verilmistir.
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Sekil 5. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonrasinda

proliferasyon grafikleri.

OV farkli konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicrelerine uygulandiktan 48 saat sonra 107
M’da hiicre proliferasyonunu kontrole gre yaklasik %15 oraninda artirmistir. 10* M OV un
uygulandig hiicreler de proliferasyon oram kontrole gore yaklasik %30°dur. OV, 107 M
konsantrasyonunda uygulandigi hiicrelerde proliferasyon orani kontrole yaklasmistir. OV
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonrasinda proliferasyon grafikleri

Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonrasinda
proliferasyon grafikleri.

MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda OV uygulandiktan 72 saat sonrasinda 10
8 M OV’un hiicrelerdeki proliferasyona etkisi kontrole gére %10 oranindadir. 10* M OV
uygulanan hiicrelerde proliferasyon oraninin Kontrole gore yaklasik olarak %20’lere
cikmaktadir. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyon sonrasinda

proliferasyon grafikleri Sekil 7°de verilmistir.

23



OV 72 saat Deney 1 OV 72 saat Deney 2 OV 72 saat Deney 3

1501 1501 1501
s g 5
£ 100 £ 100 E 1004
o o o
o o o
g g 8
< 50 < 50 < 50+
o~ : N X o~ 0- T - T T
Q& Q Y N Y OA & OA OA OA OA OA N
SIS IRSIRNIS MRS SRS EONCIIRCIRC IR IR
NN N N AN EOC NI O

OV 72 saat Deney 4 OV 72 saat Deney 5
150 150
s s
= 100 = 100+
o o
o (8]
< 504 ' < 50
=z =z
) ] ) [] ﬂ
0- T ‘ T 0- I-T-I T
Q ¢ Q)
3 SIS
Cad” a ot e

T
N
S O
AN
N

N N

) S

) S

) QS

’\/

Sekil 7. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyon sonrasinda
proliferasyon grafikleri.

Bu grafiklerden de anlasilacagir gibi OV, MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalmasint yiiksek
konsantrasyonlarda zamana bagl olarak azaltmaktadir. Bu sonuglara gére OV’un MDA-MB-
231 hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon stireleri i¢cin ICsgo degerleri hesaplanarak doz

cevap egrileri ¢izildi.

OV’un MDA-MB-231 Hiicrelerindeki IC50 degerleri ve doz-cevap egrileri:

MDA-MB-231 hiicrelerinin, OV’un farkli konsantrasyonlarina gore verdigi cevabin egrileri
inkiibasyon zamanlar1 i¢in ¢izildi. Bu grafige gore de yontem kisminda agiklandigi gibi ICso
degerleri hesaplandi. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyon sonrasinda

proliferasyon grafikleri Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. Farkli konsantrasyonlarda OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin doz cevap egrisi.
A. 24 saat, B. 48 saat, C. 72 saat.

Buna grafiklere gore OV un 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda MDA-MB-231 hiicreleri i¢in
IC50 konsantrasyonu 10 M’dir. Yani OV 10 M uygulandiktan 24 saat sonra MDA-MB-231
hiicrelerinin %50’sinin ¢ogalmasini baskilamaktadir. Ayn1 sekilde 48 saat inkiibasyon siiresi
sonrasinda OV’un MDA-MB-231 hiicreleri i¢in IC50 degeri 2x10° M olarak hesapland.
MDA-MB-231 hiicreleri igin 72 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda OV’ un IC50 degeri 6,5x10°
> M’dr.

CsA Uygulanan MDA-MB-231 Hiicrelerinin Proliferasyon Egrileri:

CsA bilinen bir Kalsindriin inhibitoriidiir. CsA’nin MDA-MB-231 hiicreleri lizerindeki toksik
etkisi zamana ve doza gore belirlendi. CsA ile yapilan deneyler 3 kez tekrarlandi ¢iinkii bu ti¢
deney birbiri ile benzer sonuglar verdi. CsA’nin yiiksek dozlarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin
24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonrasinda proliferasyonu baskilanmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda CsA uygulanan en yiiksek konsantrasyonunda (10 M)
hiicre proliferasyonunu kontrole gére yaklasik %15 oraninda geriletmistir. 107 M ve 108 M

gibi CsA’un yiiksek konsantrasyonlart hemen hemen kontrol ile aynmi porliferasyon oranina
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sahiptir. CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonrasinda

proliferasyon grafikleri Sekil 9° da verilmistir.
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Sekil 9. CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonrasinda

proliferasyon grafikleri.

CsA farkli konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicrelerine uygulandiktan 48 saat sonra 10-4
M’da hiicre proliferasyonunu kontrole gore yaklasik %20 oraninda artirmistir. 10-5 M CsA’un
uygulandigi hiicreler de proliferasyon orani kontrole gore yaklasik %30°dur. CsA, 10-8 M
konsantrasyonunda uygulandigi hiicrelerde proliferasyon orani kontrole yaklagsmistir. CsA
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonrasinda proliferasyon grafikleri

Sekil 7 de verilmistir.
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Sekil 10. CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonrasinda
proliferasyon grafikleri.

MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda CsA uygulandiktan 72 saat sonrasinda
10-4 M CsA’nin hiicrelerdeki proliferasyona etkisi kontrole gore %10 oranindadir. 10-5 M OV
uygulanan hiicrelerde proliferasyon oranin kontrole gore yaklasik olarak %25’lere ¢gikmaktadir.
CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyon sonrasinda proliferasyon

grafikleri Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyon sonrasinda
proliferasyon grafikleri.

MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda CsA uygulandiktan 72 saat sonrasinda 10
4 M CsA’nin hiicrelerdeki proliferasyona etkisi kontrole gore %10 oranindadir. 10° M OV
uygulanan hiicrelerde proliferasyon oranin kontrole gore yaklasik olarak %25’lere ¢gikmaktadir.
Bu grafiklerden de anlasilacagi gibi CsA, MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalmasin yiiksek
konsantrasyonlarda zamana bagli olarak azaltmaktadir. Bu sonuglara gére CsA’nin MDA-MB-
231 hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in IC50 degerleri hesaplanarak

doz cevap egrileri ¢izildi.

CsA’min MDA-MB-231 Hiicrelerindeki IC50 degerleri ve doz-cevap egrileri:

Buna grafiklere gére CsA’nin 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda MDA-MB-231 hiicreleri
icin IC50 konsantrasyonu 5x10® M’dir.  Yani CsA 5x10° M uygulandiktan 24 saat sonra
MDA-MB-231 hiicrelerinin %50’sinin ¢ogalmasii baskilamaktadir. Ayni1 sekilde 48 saat
inkiibasyon siiresi sonrasinda CsA’nin MDA-MB-231 hiicreleri i¢in IC50 degeri 10”7 M olarak
hesaplandi. MDA-MB-231 hiicreleri i¢in 72 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda CsA’nin IC50

28



degeri 5x107 M’dur. Farkli konsantrasyonlarda CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 24,

48 ve 72 saat sonrasi doz-cevap egrileri Sekil 12” da verilmistir.
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Sekil 12. Farkli konsantrasyonlarda CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin doz-cevap
egrisi. A. 24 saat, B. 48 saat, C. 72 saat.

OV ve CsA’nin MDA-MB-231 Hiicrelerinde Apoptoza Etkileri

Farkli konsantrasyonlarda OV ve CsA uygulanan hiicreler Giemmsa ile boyanarak apoptoza
giden hiicreler sayildi. Her konsantrasyon i¢in 1000 hiicre igerisinde kag¢ hiicrenin apoptoza
gittigi sayildi. Grafikler, apoptoz oranlarinin yiizdesi hesaplanarak cizildi.

Kontrol, yani su uygulanan hiicrelerde 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda apoptoza giden
hiicre oran1 %7,6’dir. 48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda bu oran %38,3’e ¢ikmistir. 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda kontrol hiicrelerinin apoptoz orani %10,5 olmustur.
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Sekil 13. OV’un MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde zamana ve doza gore apopotoz grafigi.****
, XXXX, ++++ p<0.0001, *** xxx p<0.001, ** p<0.01, x,+ p<0.05.

10° M OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasindaki
apoptoz orani %89,3’tiir. Ayn1 konsantrasyonun 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi hiicreleri
apoptoza goétiirme orani %92,9’diir. Bu oran 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda da ayni
kalmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerine 10* M OV uygulandiktan 24 saat sonra hiicrelerin apoptoza gitme
oran1 %72,3’tiir. Bu oran 48 saat sonrasinda %84,7’ye ¢ikmistir. 72 saat sonrasinda ayni
konsantrasyon i¢in hiicrelerin apoptoz orani %81,6 olmustur.

10° M OV uygulanan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda apoptoza gitme orani
%062,3’tiir. 48 saat sonrasinda %76,2 olmustur. 72 saat sonrasinda %71,8 dir.

10° M OV uygulanan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda apoptoza gitmesi
%27,8 oranindadir. Ayni konsantrasyonda OV uygulanmasindan 48 saat sonrasinda hiicrelerin
apoptoz orani %39,7 olmustur. 72 saat sonrasinda bu oran %42,5 dir.

10" M OV uygulanan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda apoptoza gitme orani
%13,36’dir. 48 saat sonrasinda %23,3 olmustur. 72 saat sonrasinda %23,9’dur.

OV uygulanan hiicrelerde yiiksek oranlarda apoptoza giden hiicreler belirlenmisken CsA
uygulanan hiicreler icin durum ¢ok daha farkli olmustur. Farkli konsantrasyonlarda CsA
uygulanan hiicreler yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel anlamli olarak daha
fazla apoptoza gitseler de (p<0,0001) OV uygulanan hiicrelere gore bu oran ¢ok daha diisiiktiir.
CsA uygulanan hiicrelere kontrol olarak sadece metanol uygulandi. Buna gore kontrol grubu
hiicreler 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda %?2 oraninda apoptoza gitmistir. Bu hiicreler
48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda %2,3, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda %2,06

oraninda apoptoza gittiler.
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Sekil 14. CsA’nin MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde zamana ve doza gore apopotoz
grafigi.**** ++++ p<0.0001, *** p<0.001, **,++ , xx p<0.01, *,+ p<0.05.

10* M CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saat sonraki apoptoz oran1 %7,7’dir.
Ayn1 konsantrasyonun 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi hiicreleri apoptoza gotiirme orani
24 saat sonraki oran ile aynidir yani %7,7’dir. Bu oran 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda
%12,5’lere ¢cikmustir.

MDA-MB-231 hiicrelerine 10° M CsA uygulandiktan 24 saat sonra hiicrelerin apoptoza gitme
orant %5,1°dir. Bu oran 48 saat sonrasinda %2,7 olmustur. 72 saat sonrasinda ayni
konsantrasyon i¢in hiicrelerin apoptoz orani %9,3 tiir.

10 M CsA uygulanan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda apoptoza gitmesi
%4,8 oranindadir. Ayn1 konsantrasyonda CsA uygulanmasindan 48 saat sonrasindaMDA-MB-
231 hiicrelerinin apoptoz oran1 %2,4 olmustur. 72 saat sonrasinda bu oran %S5,1 dir.

10" M CsA uygulanan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda apoptoza gitme orani
%5,1°dir. 48 saat sonrasinda %1,8 olurken 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda %4,7
olmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerine 10® M CsA uygulandiktan 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda
hiicrelerin apoptoza gitme oran1 %3,8’dir. Bu oran 48 saat sonrasinda %1,8’e ¢ikmstir. 72 saat

sonrasinda ayni konsantrasyon i¢in hiicrelerin apoptoz orani1 %4,3 olmustur.

OV ve CsA’nin MDA-MB-231 Hiicrelerinin Koloni Olusumuna Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan OV ve CsA’nin koloni
olusumu iizerindeki etkileri incelendi. OV yiiksek konsantrasyonda (10° M) MDA-MB-231
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hiicrelerinin koloni olusumundaki etkisi kontrole gore %23,6 oramindadir. 10° M OV’un
hiicrelerin koloni olusturmasina etkisi kontrole gore %51,6 oranindayken, 10°® M OV’un etkisi

%71°dir. 107" M OV’un koloni olusumuna etkisi hemen hemen kontrolle ayni orandadir.
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Sekil 15. Farkli konsantrasyonlarda OV ve CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni
olusumu. A. OV uygulanan 12 kuyucugun fotografi. B. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan
OV’a gore kolonilerin sayisinin ylizdelik grafigi. C. CsA uygulanan 12 kuyucugun fotografi.

D. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan CsA’ya gore kolonilerin sayisinin yiizdelik grafigi.

Farkl1 konsantrasyonlarda CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu sekilde
goriildugi gibidir. OV kadar koloni olusumunu engelleyici bir etkisi olmasa da hiicrenin seklini
etkilemistir. 10% M CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusumu kontrole gére
%65,9 oranindayken 10° M CsA’nin etkisi %71,9 oranindadir. 10°® M CsA’nin hiicrelerin
koloni olusturmasina etkisi %75,7 oranindadir. MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusumuna
107 M CsA’nin etkisi kontrole gére %89,9 oranindayken 10® M CsA’nin koloni olusumuna

etkisi neredeyse kontrol grubu hiicreler ile ayn1 %98,7 oranindadir.
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OV ve CsA’nin MDA-MB_231 Hiicrelerinin Migrasyonuna Etkisi

MDA-MB-231 hiicrelerine OV ve CsA yontem kisminda da detaylica agiklandigi sekilde
uyguland1 ve ¢izilen hiicrelerin fotograflar1 mikroskop altinda ¢ekildi. 24 saat, 48 saat ve 72
saat inkiibasyon siireleri sonrasinda tekrar fotograflar1 ayni bolgelerden ¢ekildi.

Tablo 1. OV ‘un MDA-MB-231 hiicreleri {izerindeki migrasyona gosterdigi etkinin resimleri
Kontrol (su) ov

0 saat

24 saat

48 saat
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Sekil 16. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin zamana gore kapanma alanlarinin grafigi

MDA-MB-231 hiicrelerinin OV uygulamasindan sonra zamana gore migrasyonlarini sayisal
olarak belirlemek i¢in bosluk alanlar1 6lgiildii. 0. saat OV uygulandiktan sonraki bosluk alanini
gostermektedir. Baslangicta kontrol grubundaki ve OV grubundaki hiicrelerin arasinda kalan
bosluk hemen hemen ayni1 alana sahipken 24 saat sonra resimlerden ve grafiklerden anlagilacagi
iizere kontrol grubunda hiicreler arasindaki bosluk hizla kapanmaktadir. Alan giderek
kiictilmiistiir. Ama OV uygulanan gruptaki hiicreler arasindaki alan 24 saat sonrasinda daha az
kapanmistir. Baglangica gore 24 saat sonrasinda OV hiicrelerin ilerlemesini engellemistir.
Baslangigtan 48 saat sonra hiicreler bos alani biraz daha kapatsalar da kontrole gore kapanan
alan daha azdir. Baglangigtan 72 saat sonrasinda kontrol ile OV uygulanan hiicre grubu arasinda

bos alanlarin 6l¢iimleri aynidir.
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Tablo 2. CsA’nin MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki migrasyona gosterdigi etkinin resimleri
Kontrol (Metanol) CsA

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat
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Sekil 17. CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin zamana gore kapanma alanlarinin grafigi

MDA-MB-231 hiicrelerine CsA uygulandiktan sonra hiicrelerin hareketleri goriintiilendi ve
hiicrelerin arasindaki bos alan zamana gore 6l¢iildii. Buna gore baslangictan 24 saat sonrasinda
CsA uygulanan hiicre grubu kontrole gore daha fazla hareket etmistir. Baslangictan 48 saat
sonra CsA uygulanan hiicreler arasindaki bosluk kontrole gore daha fazla kapanmaistir. 72 saat
sonrasinda ise hiicrelere arasi bosluk kontrol ile aynidir. CsA, MDA-MB-231 hiicrelerinin

hareketini bu sonuglara gore engellememistir.

OV’nin MDA-MB-231 Hiicrelerinde Hiicre ici [Ca*?)i EtKisi

MDA-MB-231 hiicrelerine OV uygulandiktan 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda
hiicrelere Indolff AM kalsiyum indikatorii yiiklendi ve [Ca*?]i hesaplandi. Indo 1FF AM
kalsiyum ile baglandigi zaman 405 nm dalgaboyunda 1s1ma vermektedir. Bu bize mavi renk
olarak gortiliir. Eger kalsiyuma bagl degilse 485 nm dalgaboyunda 1g1ma verir ki biz bunu yesil
renk olarak gormekteyiz. Burada yesil renk olarak hiicreler goriilmedigi i¢in sadece mavi renk
yani Indo 1ffin kalsiyum ile bagh oldugunu gosteren fotgraflara yer verildi. [Ca*?];
hesaplanirken yontem kisminda detaylica anlatildigi gibi Indo 1FF’in kalsiyum ile bagh

olmadig floresan yogunlugu da hesaplamalara katild1.
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Tablo 3. OV uygulanan MDA-MB-231 Hiicrelerinde [Ca*?]i goriintiileri
Kontrol (su) oVv

24 saat

48 saat

72 saat

Floresan yogunluklar1 hesaplandiktan sonra bu degerler [Ca*?]i miktarina doniistiiriildii. Sekil

deki grafik 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonrasindaki [Ca*?]i degisimi gdstermektedir.
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Sekil 18. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde [Ca*?]i miktarini 24 saat, 48 saat ve 72
saat inkiibasyon siirelerinde gosteren grafik.

Bu sonuglara gére OV uygulanan hiicrelerdeki [Ca*?]i, kontrol grubu hiicrelere gére daha
fazladir. Zamana gore OV uygulanan hiicrelerdeki [Ca*?]i anlamli bir sekilde degismemektedir.

OV hiicre i¢i kalsiyumu tutmaktadir.

CsA’min MDA-MB-231 Hiicrelerinde Hiicre i¢i [Ca*?)i EtKisi
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Sekil 19. CsA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde [Ca*?]i miktarimi 24 saat, 48 saat ve 72

saat inkiibasyon siirelerinde gosteren grafik.
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Tablo 4. CsA uygulanan MDA-MB-231 Hiicrelerinde [Ca*?]i goriintiileri
Kontrol (Metanol) CsA

24 saat

48 saat

72 saat

OV gibi CsA da MDA-MB-231 hiicrelerine uygulandiktan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siireleri sonrasinda Indo 1FF AM ile muamele edilerek [Ca*?]i goriintiilendi ve hesaplandi.
Kontrol grubuna gére CsA uygulanan hiicrelerde [Ca*?]i daha fazla bulundu. Zamana gore

[Ca*?]i CsA uygulanan hiicrelerde anlamli olarak degismemektedir.
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OV’nin PMCAL, Klalmodulin, Kalsinorin ve cMyc Proteinlerine EtkKisi:
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Sekil 20. OV’nin PMCAI1, Kalmodulin (CaM), Kalsinorin (CaN) ve cMyc Proteinlerine
etkisini gosteren grafik ve proteinlerin ekspresyonlari.

OV, plazma membrani Ca pompasin1 inhibe etmektedir. 24 saat OV ile inkiibe edilen MDA-
MB-231 hiicrelerinde PMCA1 proteini kontrole gore ekspresyonu ¢ok diisiiktiir. 48 saat
inkiibasyon siiresinde PMCA protein ekspresyonu artmis gibi goriinse de 72 saat sonrasinda
OV, PMCAI ekspresyonunu kontrole gore baskilamistir.

OV, CaM (kalmodulin) proteinini 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda ekspresyonunu
artirmaktadir. 48 ve 72 saat sonrasinda CaM protein ekspresyonu kontrole gére azalmustir.
MDA-MB-231 hiicreleri OV ile muamele edildikten 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon stiresi
sonrasinda cMyc proteininin ekspresyonu kontrole gore baskilanmastir.

Kalsindrin proteininin ekspresyonunu OV, 24 saat sonrasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde

artirsa da 48 ve 72 saat sonrasinda baskilamistir.
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CsA’nin PMCA1, Kalmodulin, Kalsinorin ve cMyc Proteinlerine EtKisi:
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Sekil 21. CsA’nin PMCA1, Kalmodulin, Kalsinérin ve cMyc Proteinlerine etkisini gosteren

grafik ve proteinlerin ekspresyonlart.

CsA, kalsindriin inhibtorii olmasina ragmen MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrole gore

kalsindrin protein ekspresyonlarinda bir degisiklik olmamistir. Buna karsin diger proteinler

PMCALI, cMyc ve CaM ekpresyonlari tizerinde etkisini gostrmistir.
CsA uygulanan ve 24 saat inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde PMCA1 ve cMyc

proteinleri eksprese olmamaistir. 72 saat sonrasinda ise 6zellikle PMCA1 proteini kontrole gore

asir1 eksprese olurken cMyc proteinleri kontrole gore eksprese olmustur.

CaM proteinleri CsA uygulanmasindan 24 saat sonra ekspresyonu kontrole gore baskiland1 48

saat sonrasinda artmis gibi goriinse de 72 saat sonrasinda ekspresyonu kontrole gore azalmistir.
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TARTISMA

Bu calismada, PMCA pompasi ve direkt etkilesimde oldugu Kalmodulin (CaM) proteini ve
CaM sayesinde dolayl olarak etkilesim igerisinde oldugu distiniilen Kalsinorin (CaN) ve c-
Myc yolu agiga ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu amaci gergeklestirmek i¢in meme kanseri hiicre
hatt1 olan MDA-MB231 hiicreleri ile ¢alisildi ve iki tiir soru soruldu. Birincisi PMCA bloke
edilirse bu proteinler ve kanser hiicreleri nasil etkilenir? ikincisi CaN bloke edilirse bu
proteinler ve kanser hiicreleri nasil etkilenir?

Neden PMCA bloke edildi? PMCA bir¢ok yerde aciklandigi gibi hiicrenin plazma
membraninda bulunan ve hiicre icerisinde kalsiyum iyonunun birikmesini engellemek amaglh
kalsiyum iyonlarmi hiicre icerisinden disarisina ATP kullanarak pompalayan 6nemli bir
proteindir. PMCA’nin bloke olmasi hiicrenin kalsiyum ¢ikisina kapatmak demektir ki az da
olsa kalsiyum Na/Ca*® degistiricisini kullanarak hiicre disina ¢ikmaktadir. PMCA
kapanmasindan dolay1 hiicrenin igerisinde kalsiyumun genel olarak hiicreye neler yaptigini
gozlemleyebilinecegi diistiniildi. PMCA pompasi, plazma zarinin toplam proteininin kiigiik bir
bilesenidir (% 0.1'den az) (Brini and Carafoli 2011). PMCA pompasinin bir izomeri olan
ATP2BI1 proteininin MDA MB 231 meme kanseri hiicrelerinde eksprese oldugu bilinmektedir
(Lee et al. 2002). Bu c¢alismada PMCAI1 proteinlerinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde eksprese oldugunu gosterdik. Ortovanadate uygulanarak PMCAL bloke edildi. 24,
48 ve 72 saat inkiibe edilen OV ¢aligmamizda da gosterildigi gibi PMCAL proteinini kontrole
gore baskilamistir. Bu projede ayrica hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu hem goriintiilendi hem
de hesaplandi. OV uygulanmasindan 24 saat sonra hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu 0,07 uM
iken OV ile muamele edilen hiicrelerde 0,230 uM dir. Hiicrelerden kalsiyum ¢ikisinin azaldig:
bu hesaplamalar ile de kanitlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda OV muamele edildikten sonra
hiicre proliferasyonu OV’nin yiiksek konsantrasyonlarinda gerilemistir. Ayn1 sekilde OV ile
muamele olduktan sonra hiicreler 10°3M gibi yiiksek konsantrasyonda %90’larda apoptoza
gitmistir. OV konsantrasyonu azaldik¢a hiicrelerin apoptoza gitme oranlar1 azalsa da kontrol ile
kiyaslandiginda anlamlidir. Bu sonuglar Bruce ve ark.’nin da belirttigi gibi PMCA pompasi
baskilandig1 zaman hiicrenin apoptoza gittigi verisi ile uyumludur (Bruce 2017). Bu ¢alismada
ayrica OV ile muamele olan MDA-MB-231 hiicrelerinin gd¢iiniin yavasladigi bulundu.
PMCA’nin bloke olmasinin hiicre gocii tizerindeki etkisi de gosterildi. Peki OV ile PMCA1’in
inhibe edilmesi, PMCA pompalar1 i¢in ¢ok onemli bir protein olan CaM iizerinde nasil bir

etkiye sebep olmustur? Bilindigi gibi CaM, Ca*? iyonu ile sitoplazmada kompleks bir yapi

42



olusturmaktadir. CaM, dért Ca*? iyonu tasiyabilir (Brini and Carafoli 2009). PMCA’nin aktive
olmasi igin Ca**+CaM’nin kompleksinin pompaya baglanmas1 gerekmektedir (Brini and
Carafoli 2011; Déliot and Constantin 2015). OV ile PMCALI inhibe edildiginin 24 saat
sonrasinda CaM proteini kontrole gére down regiile olsa da hemen hemen ekspresyon seviyeleri
yakindir. Ama inkiibasyon zamani artikca CaM ekspresyonuda azalmistir. Bir yayinda Kanser
hiicreleri, gd¢ oranlarmi ve invazyonlarini arttirmak igin Ca*?+CaM'ye bagli sinyal sistemlerini
kullanildigin1 bildirmistir (Villalobo and Berchtold 2020). Bizim sonuglarimiz da OV’nin 24
saat sonrasinda CaM ekspresyonunun 24 saat sonrasi hiicrelerin migrasyonlarinin da yavas
oldugu, 72 saat sonrasinda CaM ekspresyonu baskilandig1 zaman hiicrelerin migrasyonlarinin
arttigl goriilmistiir. Bu calismada MDA-MB-231 hiicrelerinde OV uygulanan hiicrelerde
PMCAL ile birlikte CaM proteinlerinin ekspresyonlarinin da inhibe oldugu gosterilmistir.
Ca*>+CaM kompleksinin aktive ettigi bir diger protein CaN’dir.  Yiiksek kalsiyum
mevcudiyetinde, kalmodulin, CaN’e baglanarak, otoinhibitér alan1 aktif bolgeden ¢ikararak,
CaN aktivasyonuna ve ardindan hedef proteinlerin defosforilasyonuna yol agar (Brun and
Godbout 2016). Meme kanserinde CaN’i zara baglayarak CaN-NFAT yolaginin aktivasyonunu
azaltabilen PMCAZ2 ile etkilesime girebilir. Bununla birlikte, kiiciik bir peptit ile PMCA2-CaN
etkilesiminin spesifik bozulmasi, NFAT aktivitesini arttirir ve meme kanseri hiicre hatlarinda
hiicre canliligin1 azaltir, bu da artan apoptoz ve paklitaksele duyarlilikla sonuglandigi
belirtilmistir (Brun and Godbout 2016). Bu ¢alismada OV uygulanan hiicrelerde PMCA1 inhibe
oldugu gibi kalsindriinin de inhibe oldugu gosterildi. Bu sonug, Kalsindrin inhibitorleri ile
tedavi, transplant hastalarinda gozlemlendigi gibi kanser riskini de artirabildigi yorumunu
destelememektedir (Brun and Godbout 2016). OV her ne kadar spesifik bir CaN inhibitori
olmasa da yaptigimiz calisma ile dolayli yoldan da olsa CaN proteinlerini inhibe ettigini
gosterdik. OV uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin apoptoza gitme oranlariin yiiksekligi ve
proliferasyonlarindaki azalma CaN inhibe oldugu zaman meme kanseri hiicrelerinin cogalmasi
yavaslamistir.

Siklasporin A (CsA), immunspresif oldugu gibi CaN inhibitorii olarak da bilinmektedir.
CsA'nin kendisi de dogrudan tiimér biiyiimesinde rol oynar ¢iinkii TGF 41 iiretimini artirabilir,
Ras'1 aktive edebilir ve PTEN ekspresyonunu baskilayarak AKT'nin aktivasyonunu artirabildigi
rapor edilmistir (Brun and Godbout 2016). Bizim ¢alismamizda PMCA pompasi ile baglantili
oldugu i¢in CaN yolagmin kanser hiicresinin fonksiyonuna, hiicre ici Ca*™® konsanstrasyonuna
ve PMCA ile ortak yolagina etkisi arastirtldi. Bunun i¢in CsA inhibitorii ile MDA-MB-231
hiicreleri muamele edildi. Buna gore CsA, 24 saat ve 48 saat CaN proteinini inhibe edemedi.
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Ama 72 saat sonrasinda kontrole kiyasla CaN proteini CsA uygulamasindan sonra inhibe
olmustur. Bu sonucunu hiicrelerin apoptozu ve prolifersyonlari izerinde gorebiliriz. CaN inhibe
olmadig1 zaman hiicrelerin apoptoza gitme oranlar1 %10 seviyesinde kalmistir. CsA
uygulamasindan 72 saat sonra PMCA1 proteini CaN baskilandiginda aktive olmustur. Diger
bir CsA uygulamasinin sonucu CaM {izerindeki etkisidir. CsA uygulanmasindan 48 saat sonraki
veriler kafalar1 karistirsa da 24 ve 72 saat sonraki sonuglara gére CaN ve CaM ayni oranda
inhibe olmaktadir. Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonuna bakildig1 zaman CsA uygulanmasindan 72
saat sonrasinda PMCAI1 proteinin ekpresyonundaki artigin etkisi goriilebilir. Hiicre igi
konsantrasyon kontrolle yaklasik olarak ayni seviyelerdedir (kontrol [Ca*?]i=0,164 uM, CsA
[Ca*™?]i= 0,171 uM). CaN inhibitérleri siklosporin A ve takrolimus gibi immiinsiipresanlarin
kronik kullanimi1 kanser insidansini artirdigi belirtilse de (Mognol et al. 2012) bizim
calismamizda belirli bir artis goriilmedi.

Calismamizin 6zglin noktasi meme kanserinde PMCA pompasi ile cMyc transkripsiyon faktorii
arasindaki iligkiyi agiga ¢ikarmis olmasidir. CaN substratlari arasinda transkripsiyon faktorleri,
hiicre dongiisii ve apoptozla ilgili proteinler, sitoskeletal proteinler, iskele proteinleri, membran
kanallar1 ve reseptorler bulunur (Brun and Godbout 2016). CaN, Ca*?+CaM kompleksinin
baglanmasi ile aktive olmaktadir. CaN aktive olduktan sonra NFAT transkripsiyon faktoriinii
aktive etmektedir. Peki cMyc bu iliskinin neresindedir? Bizim ¢alismamiza kadar cMyc ile CaN
iliskisi ve cMyc ile Ca*? iliskisini net bir sekilde agiklayan calismalara rastlanmamistir. cMyc,
biiylime, farklilasma, apoptoz, anjiyogenez, DNA onarimi ve hatta protein sentezi ve ribozom
montaj1 gibi temel metabolik siireglerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle, cMyc
aktivitesinin deregiilasyonunun bir¢ok insan kanserinde kotli huylu doniisiimiin merkezi bir
Ozelligi olmasi sasirtict degildir (Buchholz et al. 2006). cMyc, birgok insan malignitesinde
siklikla agir1 eksprese edilir ve c-Myc 'nin malign hiicre transformasyonundaki énemli rolii iyi
bilinmektedir (Nesbit, Tersak, and Prochownik 1999).

cMyc, NFAT ile etkilesime girerek aktiflesmektedir. Ayrica prostat kanseri zerinde yapilan
calismalar da Ca*?/CaN sinyal verme aktivitesi baskilandiginda cMyc'nin down regiile oldugu
belirtilmistir (Buchholz et al. 2006). Ancak bizim ¢alismamizda daha farkli sonuglar elde edildi.
Bizim ¢alismamiza gore, OV ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde PMCAI
proteininin inhibe edilmesi ile cMyc’nin inhibe oldugu goriilmiistiir. Ilging olan nokta, CsA
uygulanmasindan sonra 24 saat ve 48 saat sonraki protein ifadelerine bakildiginda CaN ve CaM
ekspresyonlar1 ile cMyc ekspresyonlari ters orantili bir sekilde degismektedir. Ciinkii CsA

uygulandiktan 72 saat sonra CaN ve CaM ekspresyonlar1 azalmaya basladigi zaman cMyc
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ekspresyonu artig géstermistir. OV uygulanan hiicrelerde PMCA1 proteinler inhibe olduktan
sonra hiicrelerin yiiksek oranda apoptoza gitmeleri, kanser hiicreleri 6niinde bir engel olan

cMyc proteinlerinin baskilanmasindan kaynakli olabilecegi sonucuna varilabilir.
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SONUC

Yasatmak mi1? Oldiirmek mi? Ca*?’nmin canli organizmalardaki rolii igin agiklanamayan iki

+25

sorudur. Ca**’nin faydali rolleri saymakla bitmez ama en ufak bir dengenin bozulmasi ile de
acimasiz yoniinii hemen gosterebilir. Normal hiicreler i¢in Ca*?’nin acimasiz yoniinii gérmek
istenmeyen bir durum olsa da kanser hiicreleri igin her sey ¢ok farklidir. Iyi yonlendirilebilecek
Ca*2 sinyalleri kanser tedavisinde destek hatta temel unsur olabilir. Bunun i¢in 6ncelikle en

*2°nin roliinii tanimlamak gerekmektedir.

derin noktasina kadar hiicre igerisinde ve disinda Ca
Bu proje ile ufakta olsa bazi noktalara 151k tutmaya ¢alistik. PMCA ve cMyc’nin meme kanseri
hiicrelerindeki iliskisi bu projede gosterildi. Inhibe edilen Ca™ pompasi cMyc’nin kanser
hiicrelerindeki ekspresyonunu down regiile etmektedir. CaM’nin artan ekspresyonu PMCA 1
artisina katki saglamasa da cMyc’1 baskilamigtir. CaN’nin meme kanserinde cMyc iizerinde
dolayl etkisi de gosterildi. CaN artis1 ile cMyc inhibe olmaktadir.

Bu proje Cat+2, CaM, CaN, PMCA ve cMyec iliskisini gostermis olsa da sadece ¢ok kiiciik bir
boliimiine 151k tutmustur. Ileriki ¢alismalarimiz icin temel ve ¢cok olumlu veriler elde edilmistir.

Bu projeden elde edilen veriler 1s1§inda MDA-MB-231 hiicreleri igin bu yolak iizerinde

terapatik etkiler arastirilacaktir.

46



KAYNAKLAR

Berchtold, Martin W., and Antonio Villalobo. 2014. “The Many Faces of Calmodulin in Cell
Proliferation, Programmed Cell Death, Autophagy, and Cancer.” Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Cell Research 1843 (2): 398-435.
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2013.10.021.

Boczek, Tomasz, Malwina Lisek, Bozena Ferenc, and Ludmila Zylinska. 2017. “Cross Talk
among PMCA, Calcineurin and NFAT Transcription Factors in Control of Calmodulin Gene
Expression in Differentiating PC12 Cells.” Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene
Regulatory Mechanisms 1860 (4): 502-15. https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2017.01.012.

Brini, Marisa, and Ernesto Carafoli. 2009. “Calcium Pumps in Health and Disease.”
Physiological Reviews. https://doi.org/10.1152/physrev.00032.2008.

Brini, Marisa, and Ernesto Carafoli.2011. “The Plasma Membrane Ca2+ ATPase and the
Plasma Membrane Sodium Calcium Exchanger Cooperate in the Regulation of Cell Calcium.”
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 3 (2): 1-15.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004168.

Bruce, Jason I. E. 2017. “Metabolic Regulation of the PMCA: Role in Cell Death and Survival.”
Cell Calcium, June. https://doi.org/10.1016/j.ceca.2017.06.001.

Brun, Miranda, and Roseline Godbout. 2016a. “Activation of Calcineurin in Cancer: Many
Paths, One  Hub.”  Translational Cancer Research 3 (5):  S497-506.
https://doi.org/10.21037/9510.

Buchholz, Malte, Alexandra Schatz, Martin Wagner, Patrick Michl, Thomas Linhart, Guido
Adler, Thomas M Gress, and Volker Ellenrieder. 2006. “Overexpression of C-Myc in
Pancreatic Cancer Caused by Ectopic Activation of NFATcl and the Ca2+/Calcineurin
Signaling Pathway.” The EMBO Journal 25 (15): 3714-24.
https://doi.org/10.1038/sj.embo0j.7601246.

47



Carafoli, E. 1991. “Calcium Pump of the Plasma Membrane.” Physiological Reviews 71 (1):
129-53.

Chin, D, and A R Means. 2000. “Calmodulin: A Prototypical Calcium Sensor.” Trends in Cell
Biology 10 (8): 322-28. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10884684.

Chyan, Chia-Lin, Deli Irene, and Sin-Mao Lin. 2017. “The Recognition of Calmodulin to the
Target Sequence of Calcineurin—A Novel Binding Mode.” Molecules 22 (10): 1584.
https://doi.org/10.3390/molecules22101584.

Curry, Merril C., Nicole A. Luk, Paraic A. Kenny, Sarah J. Roberts-Thomson, and Gregory R.
Monteith. 2012. “Distinct Regulation of Cytoplasmic Calcium Signals and Cell Death Pathways
by Different Plasma Membrane Calcium ATPase Isoforms in MDA-MB-231 Breast

Cancer Cells.” The Journal of Biological Chemistry 287 (34): 28598-608.
https://doi.org/10.1074/jbc.M112.364737.

Dang, Chi V. 2012. “MYC on the Path to Cancer.” Cell 149 (1): 22-35.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.03.003.

Datta, Sandeep Robert, Ann M. Ranger, Michael Z. Lin, James Fitzhugh Sturgill, Yong-Chao
Ma, Chris W. Cowan, Pieter Dikkes, Stanley J. Korsmeyer, and Michael E. Greenberg. 2002.
“Survival Factor-Mediated BAD Phosphorylation Raises the Mitochondrial Threshold for
Apoptosis.” Developmental Cell 3 (5): 631-43. https://doi.org/10.1016/S1534-5807(02)00326-
X.

Déliot, Nadine, and Bruno Constantin. 2015. “Plasma Membrane Calcium Channels in Cancer:
Alterations and Consequences for Cell Proliferation and Migration.” Biochimica et Biophysica
Acta - Biomembranes. Elsevier. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.06.009.

Eskes, Robert, Solange Desagher, Bruno Antonsson, and Jean-Claude Martinou. 2000. “Bid
Induces the Oligomerization and Insertion of Bax into the Outer Mitochondrial Membrane.”
Molecular and Cellular Biology 20 (3): 929-35. https://doi.org/10.1128/MCB.20.3.929-
935.2000.

48



Gabay, M., Y. Li, and D. W. Felsher. 2014. “MY C Activation Is a Hallmark of Cancer Initiation
and Maintenance.” Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine 4 (6): a014241-a014241.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a014241.

Hofland, L J, P M van Koetsveld, and S W Lamberts. 1990. “Percoll Density Gradient
Centrifugation of Rat Pituitary Tumor Cells: A Study of Functional Heterogeneity within and
between Tumors with Respect to Growth Rates, Prolactin Production and Responsiveness to
the Somatostatin Analog SMS 201-995.” European Journal of Cancer (Oxford, England :
1990) 26 (1): 37-44. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2138476.

James, P., M. Maeda, R. Fischer, A. K. Verma, J. Krebs, J. T. Penniston, and E. Carafoli. 1988.
“Identification and Primary Structure of a Calmodulin Binding Domain of the Ca2+ Pump of
Human Erythrocytes.” Journal of Biological Chemistry 263 (6): 2905-10.

Lee, Won Jae, Sarah J Roberts-Thomson, Nicola A Holman, Fiona J May, Gillian M Lehrbach,
and Gregory R Monteith. 2002. “Expression of Plasma Membrane Calcium Pump Isoform
MRNAs in Breast Cancer Cell Lines.” Cellular Signalling 14 (12): 1015-22.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12359307.

Lin, Charles Y, Jakob Lovén, Peter B Rahl, Ronald M Paranal, Christopher B Burge, James E
Bradner, Tong Ihn Lee, and Richard A Young. 2012. “Transcriptional Amplification in Tumor
Cells with Elevated C-Myc.” Cell 151 (1): 56-67. https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.08.026.

Luoto, K. R., A. X. Meng, A. R. Wasylishen, H. Zhao, C. L. Coackley, L. Z. Penn, and R. G.
Bristow. 2010. “Tumor Cell Kill by C-MYC Depletion: Role of MYC-Regulated Genes That
Control DNA Double-Strand Break Repair.” Cancer Research 70 (21): 8748-59.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-10-0944.

Mann, Kris M., Jenna Lynn Ray, Edward S. Moon, Kristin M. Sass, and Mark R. Benson. 2004.
“Calcineurin Initiates Smooth Muscle Differentiation in Neural Crest Stem Cells.” The Journal
of Cell Biology 165 (4): 483-91. https://doi.org/10.1083/jcb.200402105.

49



Mognol, Giuliana P., Patricia S. De Araujo-Souza, Bruno K. Robbs, Leonardo K. Teixeira, and
Jodo P.B. Viola. 2012. “Transcriptional Regulation of the C-Myc Promoter by NFAT1 Involves
Negative and Positive NFAT-Responsive Elements.” Cell Cycle 11 (5): 1014-28.
https://doi.org/10.4161/cc.11.5.19518.

Monteith, Gregory R., Felicity M. Davis, and Sarah J. Roberts-Thomson. 2012. “Calcium
Channels and Pumps in Cancer: Changes and Consequences.” The Journal of Biological
Chemistry 287 (38): 31666—73. https://doi.org/10.1074/jbc.R112.343061.

Monteith, Gregory R, Yewlan Wanigasekara, and Basil D Roufogalis. 1998. “The Plasma
Membrane Calcium Pump, Its Role and Regulation: New Complexities and Possibilities.”
Journal of Pharmacological and Toxicological Methods 40 (4): 183-90.
https://doi.org/10.1016/S1056-8719(99)00004-0.

Nesbit, Chadd E., Jean M. Tersak, and Edward V. Prochownik. 1999. “MYC Oncogenes and
Human Neoplastic Disease.” Oncogene. Oncogene. https://doi.org/10.1038/sj.onc.1202746.

Orrenius, Sten, Boris Zhivotovsky, and Pierluigi Nicotera. 2003. “Calcium: Regulation of Cell
Death: The Calcium—Apoptosis Link.” Nature Reviews Molecular Cell Biology 4 (7): 552-65.
https://doi.org/10.1038/nrm1150.

Qu, Bin, Dalia Al-Ansary, Carsten Kummerow, Markus Hoth, and Eva C. Schwarz. 2011.
“ORAI-Mediated Calcium Influx in T Cell Proliferation, Apoptosis and Tolerance.” Cell
Calcium 50 (3): 261-69. https://doi.org/10.1016/j.ceca.2011.05.015.

Rumi-Masante, Julie, Farai I. Rusinga, Terrence E. Lester, Tori B. Dunlap, Todd D. Williams,
A. Keith Dunker, David D. Weis, and Trevor P. Creamer. 2012. “Structural Basis for Activation
of Calcineurin by Calmodulin.” Journal of Molecular Biology 415 (2): 307-17.
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2011.11.008.

Schwarz, Eva C., Bin Qu, and Markus Hoth. 2013. “Calcium, Cancer and Killing: The Role of
Calcium in Killing Cancer Cells by Cytotoxic T Lymphocytes and Natural Killer Cells.”
Biochimica Et Biophysica Acta 1833 (7): 1603-11.

50



https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2012.11.016.

Shibasaki, F, and F McKeon. 1995. “Calcineurin Functions in Ca(2+)-Activated Cell Death in
Mammalian  Cells.” The Journal of Cell Biology 131 (3): 735-43.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7593193.

Singh, Garima, Shiv K. Singh, Alexander Konig, Kristina Reutlinger, Monica D. Nye, Tillman
Adhikary, Martin Eilers, Thomas M. Gress, Martin E. Fernandez-Zapico, and Volker
Ellenrieder. 2010. “Sequential Activation of NFAT and C-Myc Transcription Factors Mediates
the TGF-B Switch from a Suppressor to a Promoter of Cancer Cell Proliferation.” Journal of
Biological Chemistry 285 (35): 27241-50. https://doi.org/10.1074/jbc.M110.100438.

Strehler, E. E., and D. A. Zacharias. 2001. “Role of Alternative Splicing in Generating Isoform
Diversity among Plasma Membrane Calcium Pumps.” Physiological Reviews 81 (1): 21-50.

Swulius, M T, and M N Waxham. 2008. “Ca(2+)/Calmodulin-Dependent Protein Kinases.”
Cellular ~ and  Molecular  Life  Sciences: CMLS 65  (17):  2637-57.
https://doi.org/10.1007/s00018-008-8086-2.

Villalobo, Antonio, and Martin W. Berchtold. 2020. “The Role of Calmodulin in Tumor Cell
Migration, Invasiveness, and Metastasis.” International Journal of Molecular Sciences. MDPI
AG. https://doi.org/10.3390/ijms21030765.

Wang, Hong-Gang, Nuzhat Pathan, Iryna M. Ethell, Stanislaw Krajewski, Yu Yamaguchi,
Futoshi Shibasaki, Frank McKeon, Tanya Bobo, Thomas F. Franke, and John C. Reed. 1999.
“Ca2+-Induced Apoptosis Through Calcineurin Dephosphorylation of BAD.” Science 284
(5412): 339-43. https://doi.org/10.1126/science.284.5412.339.

Wang, Shuhuai, Xinmei Kang, Shougiang Cao, Hui Cheng, Di Wang, and Jingshu Geng. 2012.
“Calcineurin/NFATcl Pathway Contributes to Cell Proliferation in Hepatocellular
Carcinoma.” Digestive Diseases and Sciences 57 (12): 3184-88.
https://doi.org/10.1007/s10620-012-2255-8.

51



Zha, Jiping, Hisashi Harada, Elizabeth Yang, Jennifer Jockel, and Stanley J Korsmeyer. 1996.
“Serine Phosphorylation of Death Agonist BAD in Response to Survival Factor Results in
Binding to 14-3-3 Not BCL-XL.” Cell 87 (4): 619-28. https://doi.org/10.1016/S0092-
8674(00)81382-3.

52



