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OZET

ODA-MMT (OCTADECYL AMINE-MONTMORILLONITE), DMA-MMT
(DIMETHYLDIDODECYL AMMONIUM-MONTMORILLONITE) S-1-
DODECYL-S-(a, o’ — DIMETHYL-o. ” ACETIC ACID) TRITHIOCARBONATE
GIBI POLIMERLERIN MCF-7 HUCRE HATTINDA BRCA-1, BRCA-2 VE
KASPAZ 3 GEN EKSPRESYONLARI UZERINE ETKISI

URAL, Serap
Kirikkkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Mustafa TURK
Agustos 2014, 74 sayfa

Gilintimiizde kanser, tedavisi tam anlamiyla miimkiin olmayan bir hastaliktir. Kanser
tirlerinden biriside kadinlarda en sik rastlanan meme kanseridir. Baz1 genlerde
meydana gelen mutasyonlar, bazi kadinlari meme ve diger kanser tiirlerine kars1 daha
“yatkin” hale getirmektedir. Bu kalitsal degisikliklerin oldugu genler arasinda en ¢ok
bilinenler BRCA-1 ve BRCA-2 genleridir. BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki
mutasyonlar meme ve over kanserlerinin ¢ok biiyiik bir boliimiinde kanserlesme
nedenidir. Meme kanserine neden olan bu genlerden bagka, genlerinde olup olmadigi

da halen arastirilmaktadir.

Calismamizda, ODA-MMT ve DMA-MMT polimerlerinin MCF-7 hiicre hattinda
BRCA-1, BRCA-2 ve Kaspaz-3 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki etkisi
arastiritlmistir. Bu amacgla MCF-7 hiicreleri degisik miktarlardaki polimerler ile
muamele edilmistir. Herhangi bir polimer ile muamele edilmeyen grup kontrol grubu
olarak degerlendirilmistir. [lk olarak polimerlerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi
ve antiproliferatif etkisi real-time analyzer cihazi (RTCA) ile arastirilmistir ve ODA-
Raft kopolimeri hiicreler i¢in en toksik kopolimer olarak bulunmustur. Daha sonra
apoptotik ve nekrotik indeksin saptanmasi i¢in ise ikili boyama ve anexin-5 boyama

metodu kullanilmistir. Elde edilen verilere gore apoptotik etkiler kopolimelerinin



diisiik konsantrasyonlarinda gozlemlenmis ve konsantrasyonlardaki artis apoptotik
etkiyi dahada arttirmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyondaki ODA-Raft kopolimerinin
apoptotik etkisinin yiiksek konsatrasyonlardaki DMA-MMT, DMA-Raft ve ODA-
Raft kopolimerlerinden daha fazla oldugu bulunmustur. Son olarak polimerlere
maruz kalmis MCF-7 hiicrelerindeki BRCA-1, BRCA-2 ve Kaspaz-3 genlerinin
ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR yontemi ile saptanmistir. ODA-Raft ve DMA -
Raft kopolimerlerinin Kaspaz-3 gen ekspresyon seviyesinin artmasinda etkili oldugu

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: MCF-7, BRCA-1, BRCA-2, KASPAZ-3, RT-PCR, Apoptoz

11



ABSTRACT

EFFECT OF ODA-MMT (OCTADECYL AMINE-MONTMORILLONITE), DMA-
MMT (DIMETHYLDIDODECYL AMMONIUM-MONTMORILLONITE) WITH
S-1-DODECYL-S-(a, o> — DIMETHYL-a. ” ACETIC ACID)
TRITHIOCARBONATE AS POLIMERS ON BRCA-1, BRCA-2 AND CASPASE-3
GENE EXPRESSIONS IN MCF-7 CELLS IN VITRO

URAL, Serap
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Postgraduate Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Mustafa TURK
August 2014, 74 pages

Today, cancer is a disease for which total cure is not possible. One of the cancer
types is the breast cancer that is frequently seen in women. Gene mutations occur in
particular genes that make some women more “prone” to mammary cancer and other
cancer types. Among the well-known genes that cause such hereditary alterations are
BRCA-1 and BRCA-2. Mutations in BRCA-1 and BRCA-2 genes constitute a
carcinogen factor in a considerable amount of mammary and ovary cancers.
Involvement of genes other than these genes causing the mammary cancer is still a

subject of research.

Our study has examined the impact of the ODA-MMT and DMA-MMT polimers on
the MCF-7 cells of BRCA-1, BRCA-2, and Caspase-3 genes expression levels.
MCF-7 cells have been treated with varying amounts of polimers. The group not
treated with any polimer is considered as the control group. First, the cytotoxic effect
and the anti-proliferative impact of the polimers were examined by real-time

analyzer apparatus (RTCA) and the ODA-Raft has been determined as the most toxic

i1



copolymer for MCF-7 cells. Later double and anexin-5 staining method have been
used to assess the apoptotic and necrotic indexes. Considering the obtained data,
copolymers of the apoptotic impacts have been observed at lower concentrations and
increase in concentrations have further increased the apoptotic effect. Furthermore, it
is established that the apoptotic effect of the ODA-Raft copolymer in high
concentrations are more than DMA-MMT, DMA-Raft, and ODA-Raft copolymers.
Finally, expression levels of BRCA-1, BRCA-2, and Caspase-3 genes in MCF-7 cells
exposed to polimers have been determined by the Real-Time PCR method. It has
been found that the ODA-Raft and DMA -Raft copolymers are affective in increasing

the Caspase-3 gene expression level.

Key words: MCF-7, BRCA-1, BRCA-2, CASPASE-3 RT-PCR, Apoptosis
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1. GIRIS

Bu calismada ODA-MMT ve DMA-MMT polimerleri ile muamele edilen MCF-7
hiicre hattinda BRCA-1, BRCA-2 ve Kaspaz-3 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisikligin bulunmas1 amaclanmistir. Bu amagla ¢alismada herhangi bir polimere
maruz birakilmamis bir kontrol grubu MCF-7 hiicre hatt1 ve herhangi bir polimer ile
muamele edilmis MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak iki hiicre
grubunundaki sitotoksik etki ve antiproliferatif etki real-time analyzer cihazi (RTCA)
ile tespit edildi. Hiicrelerin apoptotik ve nekrotik indeksleri ikili boyama ve anexin-5
boyama metodu ile tesbit edildi. Son olarak polimerlere maruz kalmis MCF-7

hiicrelerindeki gen ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR yontemi ile saptandi.

Kanser, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de onemli bir 6lim sebebidir. Kalp
damar hastaliklarindan sonra ikinci 6liim nedeni olarak goriilmektedir [1]. En sik
goriilen kanser tiirleri erkeklerde akciger(%22), kolorektal(%12) ve prostat(%11)
iken kadinlarda ise meme(%26), kolorektal(%14) ve midedir(%7) [2]. Bdylesine
onemli bir toplumsal sorunun nedeni, tanisi ve tedavisine yonelik calismalar

hastalarin yasam siiresi ve kalitesi agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir [1].

Tiim iilkelerde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirli olan meme kanserine bir
kadinin tiim hayati boyunca yakalanma riski 1/12-1/20 arasinda degismektedir [3].
Meme kanserinin bu kadar yaygin olmasina karsin, klinik olarak meme kanserli
kadinlarin ancak %?25’inde risk faktorleri tespit edilebilmektedir [4,5]. Meme
kanserine neden olan tek bir faktér bulunmamakta, ileri yas, kadin olmak, 12
yasindan Once adet géormek, 50 yasindan sonra menapoza girmek, ailede kanser
hikayesinin olmasi, ilk canli dogumunu 30 yasindan sonra yapmak gibi birtakim risk
faktorlerinin meme kanserine yakalanma ve meme kanseri gelisim siirecini

hizlandirdig1 bilinmektedir [6].

Ayrica birgok epidemiyolojik arastirmada pozitif aile Oykiisii ile iligkili risk
belirlelenmeye calisilmis ve ¢alismalar ailesel kiimelenmenin etkili oldugunu

gostermistir [7].



Genetik egilim 6zellikle son yillarda meme kanseri etyolojisinde dnemli rolii oldugu
vurgulanan bir faktordiir. 50 yildan fazla bir siiredir, meme kanseri icin pozitif aile
Oykiisl olan kadinlarin bu hastaligi gelistirme agisindan artmis risk altinda olduklari
hakkinda bir¢ok kanit mevcuttur. Bu konudaki en goze carpan ornekler herediter
over ve meme kanseri sendromlarindan sorumlu olan BRCA-1 ve BRCA-2 tiimor

supresOr genlerdir [8].

Ayrica kemoterapdtik ajanlarda dahil olmak {izere hiiceresel 6liim sinyalleriyle aktive

olan kaspaz-3 genleri bir ¢ok genetik egilim temelli ¢alismaya konu olmustur [9].

Gliniimiizde hiicre ve dokularda fizyolojik veya patolojik bir etkinin cevabinin
incelenebilmesi amaciyla mRNA ekspresyon caligsmalarina bagvurulmaktadir. Doku
ve hiicrelerin mRNA diizeyinde incelenebilmesi, gen diizeyinde kantitatif analiz
firsati  vermektedir [10]. Revers transkriptaz (RT) reaksiyonunu takiben
gereceklestirilen PCR reaksiyonu mRNA seviyesini belirlenmesi i¢in kullanilan en
etkili yontemlerden biridir. Quantitative RT-PCR(qRT-PCR) yontemi, mRNA

seviyesinin belirlenebilmesi i¢in en hassas ve en giivenilir segenektir [11].

Calismamizda, baska bir calisma kapsaminda sentezlenmis olan ODA-MMT ve
DMA-MMT maddelerinin MCF-7 kanser hiicre hatlarindaki belirli genlerin
ekspresyon seviyeleri lizerine etkileri incelenmistir. Genler caligmalarda meme
kanseri ile iligkilendirilmis genlerden secilmistir. Bu genler; kazpaz-3,BRCA-1 ve
BRCA-2 genleridir. Ayrica apoptoz, nekrozsitotoksite ve hiicre proliferasyonu

lizerine etkisi arastirilmistir.

1.1. KANSER

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasart sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biliylimesi ve ¢ogalmasidir. Saglikli viicut hiicreleri boliinebilme yetenegine
sahiptirler. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla
bu yeteneklerini kullanirlar. Fakat bu yetenekleri de sinirlidir. Sonsuz boliinemezler.
Her hiicrenin hayat1 boyunca belli bir boliinebilme sayis1 vardir. Saglikl bir hiicre ne
zaman ve nerede boliinebilecegini bilme yetenegine sahiptir. Buna karsin kanser

hiicreleri, bu bilinci kaybeder kontrolsiiz béliinmeye baslar ve ¢ogalirlar.



Gilinde viicudumuzda (DNA'da) yaklasik 10.000 mutasyon olmasina ragmen immiin
sistemimiz her milisaniye viicudumuzu tarar ve kanserli hiicreleri yok eder. Viicutta
mutasyona ugrayan hiicrelerin ancak ¢ok kiigiik bir kismi kansere yol acar. Bunun

bir¢ok nedeni vardir. Bu nedenler;

v' Mutasyon gosteren hiicrelerin yasama kabiliyetleri normal hiicrelere gore

daha azdir. Bu yiizden 6liirler.

v' Mutasyon gosteren hiicrelerin pek ¢ogunda bile hala asir1 biiyiimeyi onleyen
normal geridoniim kontrol diizenegi("Tiimor baskilayict genler") bulunur. Bu

yiizden hayatta kalabilen mutant hiicrelerin ¢ok az1 kanserli hiicreye dontistir.

v' Siklikla, kanser potansiyeli tasiyan bu hiicreler Dbiiyiliylip kanser

olusturmadan 6nce viicudun bagisiklik sistemi tarafindan yok edilirler.

Kanser baslangici olan alanda en onemli 6zellik, kitlenin ¢evre dokulara girift,
yapisik olmasidir. Iyi huylu (benign) tiimérler genellikle sinirlar belirgin kitlelerdir.
Ancak koétii huylu (malign) tiimorler, sinirlari belirsiz ve ¢evre dokuya sikica yapisik
halde bulunurlar. Kanserler olugsmaya basladiklar1 organ ve mikroskop altindaki
goriintislerine gore siniflandirilirlar. Farkl tipteki kanserler, farkli hizlarda biiytirler,
farkli yayilma bic¢imleri gosterirler ve farkli tedavilere cevap verirler. Bu nedenle
kanser hastalarinin tedavisinde, var olan kanser tiiriine gére farkli tedaviler uygulanir.

Her kanser ayn1 yapiya sahip degildir [12].

2008 yil1 Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayinlanan Diinya kanser raporunda 12,4
milyon tahmin edilen yeni vaka ve 7,6 milyon 6liim meydana geldigi belirtilmistir.
Insidans yoniinden diinyada en yaygin kanserler akciger (1,52 milyon), meme (1,29
milyon) ve kolorektal (1,15milyon) kanserleridir. Kotii prognoz nedeniyle akciger
kanseri ayn1 zamanda en fazla 6liime (1,31 milyon) neden olan kanserken onu mide

kanseri (780.000 6liim) ve karaciger kanseri (699.000 6liim) izlemistir.

Kadinlarda meme kanseri geligsmis bolgelerdeki tahmini 715.000 (toplamin %26,5°1)
ve az gelismis iilkelerdeki 577.000 yeni vaka ile (%18,8) biiylik farkla diinya

genelindeki en yaygin kanser tiirtidiir.

Gelismis iilkelerde meme, akciger ve kolorektal kanserler gelismis iilkelerdeki

Olimlerin toplaminin %42,5’ini teskil ederken, az gelismis iilkelerde rahim agzi



kanseri tahmini 275.000 dliimle (toplamin %13,9’u) birinci siradadir ve onu meme

kanseri (252.000 oliim, %12,

[48].
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1.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri
Kanser hiicrelerinin alt1 dnemli 6zelligi vardir:

Biiylime sinyallerinde otonomi; normal hiicreler boliinebilmek i¢in disardan biiyiime
faktorii sinyaline ihtiya¢ duyarlar fakat kanser hiicreleri normal biiytime faktori

sinyaline bagimli degildirler.

Biiylime sinyalleri engelleyicileri; normal hiicreler engelleyici sinyallere homeostast
saglamak i¢in cevap verirler (viicuttaki hiicrelerin ¢ogu aktif olarak boliinmez),
kanser hiicreleri biliylimeyi engelleyen sinyallere cevap vermezler, mutasyonlar bu

cevabin verilmesini engeller.

Programli hiicre dliimiinde bozukluklar; genellikle normal hiicreler DNA hasarina

kars1 apoptozla yok olurlar, kanser hiicreleri apoptotik sinyallerden etkilenmezler.

Siirsiz replikasyon potansiyeli; normal hiicrelerde hiicrenin sinirlt sayida iki katina
cikmasimi belirleyen sayma diizenegi mevcuttur. Bu hiicresel sayag, her DNA
replikasyonu sirasinda meydana gelen kromozom uglarimin kisalmasini belirler
(telomerler), kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugu korunur, telomer

regiilasyonunun degismesi sinirsiz replikasyon potansiyeline neden olur.

Anjiyogenez (yeni kan damarlarimin olusumu); normal hiicrelerin oksijen ve

besleyici saglayabilmesi i¢in kan damarlarina gerek vardir, fakat olgun bir insanda



dolasim mimarisi sabittir. Kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarir, ¢iinkii timor

sagkalimi ve yayilmasi i¢in yeni kan damarlarin biiyiimesi gerekir.

Invazyon ve metastaz; normal hiicreler viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle gog
etmezler, kanser hiicreleri ise viicudun diger bdlgelerine go¢ ederler, mutasyonlar
invazyon ile ilgili enzimlerin aktivitesini degistirir ve hiicre-hiicre ve hiicre-

ekstraseliilar adezyon molekiillerini degistirirler [16-17].

1.3. Kansere Yol Acan Risk Faktorleri

Belli bir tiir kansere yakalanma olasiligin1 artiran her sey risk faktoriidiir. Sigara,
alkol vb. gibi risk faktdrleri kontrol edilebilirken, yas, genetik 6zellikler gibi bazi1 risk
faktorleri kontrol edilememektedir. Pek ¢ok risk faktoriiniin direkt olarak hastaliga
neden olup olmadigi bilinmemektedir. Risk faktorlerinin bilinmesi 6nemlidir. Risk

faktorleri dort grupta toplanmaktadir.
1.3.1. Davramssal Risk Faktorleri

Sigara i¢mek, diyet, egzersiz ve alkol tliketimi gibi degistirebileceginiz risk

faktorleridir.
1.3.2. Biyolojik Risk Faktorleri

Yas, cinsiyet ve ik gibi fiziksel Ozelliklerdir. Fiziksel ve biyolojik 6zelliklerin,
kanser i¢in risk faktorii olup olmayacagi, kanserin tipine baghdir. Belli tip kanserler

i¢in risk olusturabilecek biyolojik ve fiziksel 6zellikler sunlar olabilir;

Cinsiyet: Bazi kanser tiirleri cinsiyetle iliskilidir. Ornegin prostat bezi sadece
erkeklerde oldugu i¢in, prostat kanseri erkeklerde goriiliir. Meme kanseri hem kadin
hem de erkeklerde goriilebilir, ancak kadmlarin meme kanserine yakalanma riski

daha yiiksektir.

Yas: Pek cok kanser tiirii yaslilarda ortaya cikar. 50 yasin istiindeki kisilerde kanser
goriilme riski daha ytiksektir.

Irk: Bazi wklarda belli tip kanserler daha sik goriilmektedir. Ornegin Amerikali

zencilerde prostat kanseri daha sik goriiliir.



Cilt: Sariginlarda cilt kanseri daha sik goriilmektedir.

1.3.3. Cevresel Risk Faktorleri

Yasadiginiz ya da galistiginiz ¢evre kosullar1 kanser gelisimi igin risk faktorii olabilir.
Ev ya da is yerinde bulunan bazi maddeler, kanser riskini artirir. Asbest, radon, hava
kirliligi, UV radyasyon, sigaraya maruz kalma cevresel risk faktorlerindendir. Yine
diyetle alinan bazi besinler kanser gelisim riskini artirirken, bazilar1 da koruyucu

olabilmektedir.

1.3.4. Genetik Risk Faktorleri

Genetik Risk Faktorleri, aileden kalitimsal olarak gecen genlerle iligkilidir. Aile
tiyelerinden birinde geng yasta kanser teshis edilen bireylerde, lic veya daha fazla
kusakta ayni tip kanser oykiisii bulunanlarda, anne veya baba tarafindan iicten fazla
kanser olgusu bulunan kisilerde ve aile bireylerinden birinde iki veya daha fazla

farkli tip kanser bulunan bireylerde kanser geligsme riski daha yiiksektir [13].

1.4. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Normalde hiicreler proliferatif uyaranlara bagli olarak gereken durumlarda
boliintirler. Kanserli hiicrelerde ise mutasyonlar sonucunda normal hiicrelerde

goriilen kontrollii biiylime siireci kaybolmustur [18].

Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi (replikasyonu) dis uyarilar sonucu
biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan geger ve hem dig hem de i¢ biiylime

faktorleri tarafindan diizenlenir. Bu fazlar;

» GO fazinda, hiicreler genellikle spesifik bir islevi gormek {izere

programlanirlar.



» Gl fazinda (ara faz, interfaz), spesifik hiicre fonksiyonlari igin gereken
proteinler ve RNA sentezlenir. Ge¢ G1 fazinda bol miktarda RNA sentezlenir.

Ayrica, DNA sentezi i¢in gereken bir¢ok enzim iiretilir.
» S fazinda (DNA sentezi fazi) hiicre i¢indeki DNA’nin miktari ikiye katlanir.
» G2 fazinda DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder.

» M fazinda (mitozis) protein ve RNA sentez hizi aniden yavaslar, genetik
materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir. Mitozisi takiben olusan yeni hiicreler

ya GO ya da G1 fazina girerler [17].

Dhitotil ig
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G2k

Hiicre Sikiusu
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n. Restriksiyon

Noktas1

Sekil 1.4.A. Hiicre dongiisii [144]
1.4.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar:

Cogalma kapasitesine sahip hiicreler normal olarak belli kontrol noktalarinda
dururlar. Bunlarin en 6nemlileri, ilki DNA sentezinden hemen Once ve ikincisi
mitozisden hemen Once olan kontrol noktalaridir. Bu dinlenme periodlari, siklin
bagimli kinazlarin ve tiimor baskilayic1 proteinlerin aktivitelerinin azalmasiyla
gergeklesir. Gergekte, bu fazdaki hiicreler hiicre siklusunun bir sonraki fazina girecek
proteinleri sentezlediklerinden biyokimyasal olarak aktifdirler. Bu kontrol
noktalarinda, varsa genetik bozukluklar diizeltilir. Sonu¢ olarak, hiicre siklus

boyunca ilerlerken iki kontrol noktasinda durur ve kontrol edilmis olur.



[lk kontrol noktasi1 ge¢ G1 fazinda, S fazina girmeden hemen 6nce gelir. DNA sentezi
icin uygun ekstraselliiler sinyaller ve tiim mekanizma isler durumda olsa bile,
hiicrenin G1 fazimi terketmeden 6nce DNA’nin dogru (hasarsiz) bir durumda olmasi
lazim. Eger herhangi bir lezyon saptanirsa, hiicreler ya hasari onarir ya da apoptoza

giderek oliirler. Bu kontrol noktas1 p53 proteinin etki yerlerinden biridir.

Ikinci kontrol noktas: hiicreler M (mitozis) fazina girmeden hemen 6nce gelir. Hiicre
siklusu inhibitorleri, hiicreyi, yeni olusacak hiicrelerin dogru genetik kopyaya sahip
olacaklarindan emin oluncaya kadar durdurur. DNA replikasyonu tamamiyla ve
dogru sekilde tamamlanmamigsa veya beraberindeki tiim proteinler, iplikcik
materyalleri ve mitozisin tamamlanmasi i¢in gerekli diger tiim maddeler eksiksiz
olarak tamamlanmamigsa hiicre bu kontrol noktasinda hersey basariyla

diizenleninceye kadar durur ve ardindan M fazina girer [17].

Replike olmanms
vada Dur Dur
Hasaxh DNA -

Kromozonmum
yanhs siralanmas:

-~ A /
\\.\_)'/Haszrh DNA

Sekil 1.4.B. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar1 [145]

1.5. Kanser Olusumu (Karsinogenez)

Kanser genetik bir hastaliktir. Kanser hiicreleri karsinogenez siirecinde genetik
degisikliklerin ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle cok basamakli bir siire¢ i¢inde bazi
temel oOzellikler kazanir. Otonomi, kontrolsiiz ¢ogalma, apoptozun baskilanmasi,
anjiyogenez, invasyon ve metastaz Ozellikleri kazanan hiicrelerin ¢ogalmasi ile

kanser hastalig1 ortaya ¢ikar [14].



Kanser hiicrelerinde izlenen bu fonksiyonel degisikliklere hiicrelerin genetik
materyalinde meydana gelen bazi degisiklikler neden olur. Karsinogenez siirecindeki
genetik degisiklikler genel olarak; genomik dayaniksizlik, kromozom kaybi,
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi veya insan kromozomlarinin lokuslarina
yabanci DNA dizilerinin (genellikle viral DNA dizileri) girmesi seklinde
Ozetlenebilir [32].

1.5.1. Asir1 Kanser Hiicresi Uretiminin Nedenleri

Kanser dokusunda hizli bir hiicre ¢ogalmasi ve dokunun biiylimesi s6z konusudur.
Kanser dokusunun biiyiimesinde belli basli 3 ana mekanizma Onemli rol

oynamaktadir:
1. Apoptoz mekanizmasindaki problemler,
2. Hiicre proliferasyonunu istenmeyen bi¢cimde uyaran genetik defektler,

3. Tiimor anjiyogenezi.

1.5.1.1. Apoptoz

Apoptoz, gereksinim duyulmayan veya fonksiyonu bozulmus hiicrelerin
organizmaya zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan “programlanmis hiicre
olimii” diir. Apoptoza giden hiicrede bircok morfolojik degisiklik gozlenir; plazma
membraninda blepler olusur, sitoplazma biizlisiir ve hacim kaybeder, DNA
kondensasyonu ve fragmantasyonu meydana gelir. Apoptoz ilerledikce olusan
sitoplazmik blepler, 6lmekte olan hiicreden ayrilarak apoptotik cisimleri meydana
getirirler. Apoptoz sirasinda hiicredeki intraseliller maddeler disar1 salinmaz ve
inflamatuar yanit olugsmaz. Apoptoz, hiicrenin gelisiminde, hiicresel homeostasisin
saglanmasinda ve immiin sistemde ¢ok Onemli gorevler iistlenen bir hiicre 6lim
seklidir. Apoptozun diizenlenmesinde meydana gelecek bir bozukluk; kanserden
otoimmiin ve norodejeneratif bozukluklara kadar bir¢cok hastalifin gelismesini
tetikleyebilir. Apoptoz, hiicre i¢inden veya disindan gelen uyaranlarin alinmasi ile

tetiklenir ve proteazlar (kaspazlar) aktif hale getirilir. Aktiflesen kaspazlar ile hedef
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proteinler yikilir ve olusan apoptotik cisimler fagositoz yolu ile ortadan kaldirilirlar

[19-20].

1.5.1.1.1. Kaspazlar

Kaspazlar, {li¢ ana pargadan olusan proenzimler (30-50 p) olarak eksprese edilirler;

NH2-terminal parga, biiyiik parca (~20 kDa) ve kiigiik parga (~10 kDa) [21].

Pro-domain Birpuiikk Alt Bnim Kk Alt B

o — ()

DED-CARD p20 p10

Sekil 1.5.A. Kaspaz’in yapisi [146]

Kaspazlar, bir diizineden fazla proteaz iceren, etkin yerlerinde sistein igerdikleri ve
substratlar1 konumundaki proteinleri, aspartik asitten sonra kestikleri i¢in bu ismi
almiglardir [22]. Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid

bagini kirarlar [23].

Kaspazlar, etkin olmayan Onciiller (prokaspazlar) olarak sentezlenir ve proteolitik
olarak birbirlerini aktiflestirirler [22-24]. Baslatic1 kaspazin etkinlesmesi kendisinden
sonraki diger kaspazlarin etkinlesmesini ve hiicre 6liimiinii saglayan bir zincirleme
tepkimeyi, kaspaz kaskadim1i baglatir [22]. Kaspazlar, baslatici, etkileyici,

inflamatuvar olmak lizere {i¢ ana grupta siniflandirilirlar [25] :
a) Baslatici kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9, 10)
b) Etkileyici kaspazlar (kaspaz—3, 6, 7)

¢) Inflamatuvar kaspazlar (digerleri) [24]
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Baglatict  kaspazlar, apoptotik uyartyla baslayan o6liim sinyallerini etkileyici
kaspazlara iletirler. Etkileyici kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik
hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar [23]. Oliimii gerceklestiren
etkileyici kaspazlardir. Etkileyici kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisin1 aktive

ederler.

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir [26]. Apoptozu aktive eden
sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptozun her ii¢ yolunda da (mitokondriyal, 6liim
reseptorleri, endoplazmik retikulum aracilikli) aktif olarak gorev alirlar [27-28].
Mitokondriyal yol, baslatic1 kaspaz-9’un aktivasyonunu igerir. Kaspaz-9, baglayici
protein olan Apaf-1’in oligomerize olmasi, kaspaz-9 monomerlerinin bir araya
getirilmesini saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9 da etkileyici kaspazlar, kaspaz -3,-
6,-7’yi aktive eder. Oliim reseptérleri yolunda ise, TNF’nin indiikledigi hiicre 6liimi,
baslatict kaspazlar, kaspaz -8 ve -10 un aktivasyonunu igerir. Daha sonra bu
kaspazlar, etkileyici kaspazlari, kaspaz -3, -6 ve -7 aktive ederler. Kaspazlardaki
defektler otoimmun hastaliklara, kanser ve bazi norolojik bozukluklarin olusumuna

katkida bulunabilir [30-31].
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Sekil 1.5.B. Oliim Reseptorleri ve Mitokondriyal Yollarla Kaspaz-3 Aktivasyonunun
Baglamasiyla Niikleusta Olusan DNA Fragmantasyonu [147]

1.5.1.2. Hiicre Proliferasyonunu Uyaran Genetik Defektler

Kanser ile ilgili iic smif gen vardir: onkogenler, tiimdr baskilayict genler ve DNA

tamir genleri.

Proto-onkogenler: Protoonkogenler normal hiicrelerde hiicre bdliinmesinin
kontrollii bir sekilde gerceklestirilmesinden sorumludur. Hiicre membranindaki
reseptore baglanan biiylime faktoriinden, reseptore ve ¢ekirdege kadar giden yolakta
rol alan tiim protonkogenler gerektigi zamanlarda aktivite gdstererek normal hiicre

boliinmesi olaylarin1 kontrol ederler.
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Bu siiregte rol alan genlerden herhangi birisinde aktivasyonu arttirici yonde bir
degisiklik, mutasyon, meydana gelirse bu durum genellikle hiicre ¢ogalmasinin
kontroliiniin kaybomasi ile sonuglanir. Hiicre bdliinmesinin diizenlenmesi ig¢in, bu
genlerin ve/veya bu genlerin iriinlerinin inaktiflestirilmis durumda olmalar
gerekmektedir. Protoonkogen mutasyonlarinin sonucunda onkogen adini verdigimiz

kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasina neden olan genler olusur [32].
Proto- onkogenleri onkogen haline dontistiiren olaylar :

* Nokta mutasyonlar

» Kromozomal translokasyonlar

* Gen amplifikasyonlari

* Retroviral transdiiksiyon

Onkogenler hiicresel seviyede dominant etkiye sahiptir. Yani bir allelin mutasyonlu

olmasi kanser olusumu i¢in yeterlidir [33].

Tiimor baskilayicr genler: Hiicre dongiisliniin negatif diizenleyicisi olarak tiimor
olusumuna engel olan genlerdir [34]. Timor baskilayici genlerin iiriinii olan
proteinlerin fonksiyon kayb1 ile kontrolsiiz hiicre bdliinmesi, anormal hiicre

biiyiimesi ve kusurlu hiicre 6liimii gergeklesir. 2 grupta incelenir;
A) Hiicresel islevi diizenleyici genler: hiicre siklus gegislerini denetleyen genler.
B) Genomik instabilite genleri: genomik biitiinliigiiniin korunmasini saglayan genler.

Tiimor baskilayict genlerin fonksiyon kaybi genin kodlayic1 bolgesindeki yanlis
anlamli mutasyonlar, proteininin biiyiikliigiinii ve aktivitesini degistiren eksilme,
artma veya cergeve kaymasi mutasyonlar ile olusur. Bu olaylar proteinin aktivitesini

azaltir ya da tamamen ortadan kaldirir [33].

Tiimor baskilayic1 genler dominant yolla kalitilir ancak hiicredeki fenotipi resesiftir.

Tek alleldeki mutasyon kanser olusumu i¢in yeterli degildir [1].

DNA tamir genleri: Kanserin baslica 6zelligi genomik karasizliktir. Bu genler

genomik biitiinliigli koruyarak hiicrenin malign hale donmesini dolayli olarak
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engelleyen genlerdir . Tamir genleri ise DNA sentezi sirasinda olusan hasarlarin

diizeltilmesini saglar . Farklt DNA tamir mekanizmalart mevcuttur [33].
1.5.1.3. Tiimor Anjiyogenezi.

Kanser ile ilgili gen bozukluklarmin yani sira pek cok kanser hiicresi kendi
biiylimesini stimiile eden biliylime faktorleri iiretir. Bu da kanserin ilerlemesine zemin
hazirlar. Yeni damar gelisimi olmayan tiimorler asemptomatik lezyonlar olarak kalir.
Bu, tiimorlerin damar gelisimi olmaksizin nasil yillarca yasami tehdit etmeyecek

sekil sabit halde kaldiklarinin en iyi agiklamasidir [36].

1.6. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal c¢ogalma gosterdikleri genetik bir
hastaliktir. Tek bir hastalik gibi goriinse de, hiicre ve dokular1 etkileyen karmasik bir
hastaliktir ve hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir.
Cevreyle, yasam bicimiyle ve kalitimla iligkilidir [37-38-39]. Meme kanseri
gelisiminin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilamamuistir. Protoonkogenlerin
aktivasyonu ve timor baskilayict genlerin inaktivasyonu ile sonuglanan genetik
degisiklikler basta olmak iizere genetik hasarlarla olmaktadir. Onkogenlerin
mutasyonal aktivasyonu ve tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu bu ¢ok
basamakli gelisimde erken meydana gelen olaylardir. Bunlar1 daha sonra kontrolsiiz
hiicre boliinmesi ve/veya programlanmis hiicre 6liimiiniin bozulmasi takip eder [37-

38].

Mutasyona ugramis formlar1 meme kanseri riskini arttiran genlere meme kanseri
yatkinlik genleri denir. Bu genlerin farkli alelleri kanserin ailevi formlarinda oldugu
gibi sporadik kanserlerde de 6nemli rol oynayabilir. Meme kanseriyle dogrudan ya
da dolayl olarak iligkili cok sayida gen tanimlanmistir. Kadin meme kanserlerinde
bilinen asil risk faktorii, artmis seviyelerdeki Ostrojene uzun siire maruz kalmayla
iligkilidir. Endojen ya da ekzojen dstrojenlerin neden oldugu artmis hiicre boliinmesi,
hiicre sayisin1 ve dolayisiyla mutasyonlarin gergeklesme olasiligini arttirir [38-40-

41].
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1.6.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiiriidiir. Diinya genelinde
her yil teshis edilen her dort yeni kanser vakasindan birinin kadin meme kanseri
oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda 2002 yilinda bildirilen yaklasik 410.000 6len
vaka sayist ile (toplam sayinin %14 ii) global olarak kanser nedenli 6liimler arasinda

meme kanseri ilk sirada yer almaktadir [48].

Meme

5,94

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Sekil 1.6.A. 2002-2007 Yillar1 Arasinda Tiirkiye’de Tiim Kanserlerden Oliimler

Icinde Meme Kanserinin Yiizdeleri [49]

2002-2007 willar1 arasinda erkeklerde ve kadinlarda tiim kanserlerden Oliimlerin
icinde meme kanserinden Oliimler 2002 yilinda tiim kanser tiirlerinden Oliimlerin
%4.80°1 iken 2003, 2004, 2005, 2006 ve 2007’de sirastyla %5.94, %5.28, %5.80,
%S5.89 ve %5.70’1 dir [49].
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Sekil 1.6.B. 2002-2007 Yillar1 Arasinda Tiirkiye’de Kadinlarda Tiim Kanserlerden

Oliimler icinde Meme Kanserinin Yiizdeleri [49]

2002-2007 yillar1 arasinda kadinlarda tiim kanserlerden oOliimlerin i¢cinde meme
kanserinin ylizdeleri sirasiyla %13.67, %13.80, %14.89, %16.54%, 16.56 ve %16.09
dur [49].

1.6.2. Meme Kanseri Olusumunda Risk Etmenleri
1.6.2.1. Endokrin Etmenler

1.6.2.1.1. Reprodiiktif Etmenler

a) Menars Yasi:

Erken menarsin meme kanseri gelisiminde bir risk etmeni oldugu gosterilmistir [51-
52]. Genel olarak menarsin geciktigi her yil meme kanseri riskinin %20 azaldig
kabul edilmektedir [53]. Fakat, meme kanseri riski yoniinden menstruasyonun
baglama yas1 yaninda ilk diizenli menstruasyon yasi da onemlidir [54]. Menarsi
takiben diizenli menstruasyonlarin 1 yil i¢inde baslamasi, diizenli menstruasyonlart 1
yildan ge¢ baslayanlara gore riski iki katina ¢ikartmaktadir. Menars: erken (12 yas
veya oOncesinde) baslayan ve kisa siirede diizenli menstriiel donemlere gecen

kisilerde kanser riskinin menars1 ge¢ baslayan (13 yas veya iizerinde) ve uzun siire
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diizensiz menstriiel donemleri olan kisilere gore 4 kat fazla oldugu kabul

edilmektedir [51-53].

Bu gozlemler diizenli yumurtlama donemlerinin kadinlarda meme kanseri riskini
arttirdigin1 diisiindiirmektedir. Diizenli yumurtlama donemlerine sahip bir kadinda
luteal fazda Gstrojen diizeyi anovulatuar dénemlere sahip bir kadindakinden daha
yiiksek olacagindan, diizenli yumurtlama donemlerinin sayisinin artmasi Ostrojene
(ve progesterona) maruz kalmayi arttiracaktir. Yine menarst gec¢ baslayan kadinlarda
anovulatuar donemlerin erken menarsli kadinlara goére daha fazla olacag ve

dolayisiyla dstrojene maruz kalmanin azalacagi gosterilmistir [52-55].
b) Menopoz Yasi:

Meme kanseri riski ile menopoz yas1 arasinda da bir iliski mevcuttur. 45 yasindan
once menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski, 55 yasindan sonra menopoza
girenlere gore yiizde elli azalmaktadir. Ortalama olarak menopozun her bir yillik

gecikmesi meme kanseri riskini %3 arttirmaktadir [56].

¢) flk Hamilelik — Ik Dogum Yasi:

Yapilan ¢aligmalar sonucunda hamileligin ve ilk hamilelik yasinin meme kanseri
riski ile iligkili oldugu bulunmustur. Hi¢ dogum yapmamis kadinlarda kanser riski,

dogum yapmis kadinlara gore daha fazladir.

[Ik dogumunu 30 yasindan sonra yapan bir kadinda kanser riski, ilk dogumunu 20
yasindan 6nce yapan bir kadina gore 4 kat fazladir. Hi¢ dogurmamus kadinlarda ise,
20 yas Oncesinde dogum yapanlara gore risk 2 kat fazladir. 30 yasindan sonra dogum
yapanlardaki kanser riski de hi¢ dogum yapmamis kadinlardakine gore daha fazladir.
Bu durum 30 yasindan sonra yapilan dogumlarin, meme kanseri olusumundaki

koruyucu etkisini kaybettigini gostermektedir [57-58].

Dogum sayisinin artmasinin meme kanseri tizerindeki etkisi aragtirildiginda kiiciik de
olsa koruyucu bir etkinin oldugu gosterilmistir. Danimarka’da 14421 kadinda yapilan
bir ¢alismada dogum sayisi arttikg¢a riskin azaldigi ve en diistik riskin 6 veya daha
fazla dogum yapmis kadinlarda saptandigi belirtilmistir [59].
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d) Laktasyon:

Uzun siiren laktasyonlar toplam yumurtlama donemi sayisini azaltarak meme kanseri
icin koruyucu bir etki yaratmaktadir. Yapilan bir ¢alismada 4-12 ay arasinda emziren
kadinlarda riskin %]11; iki sene veya daha fazla emzirenlerde ise %25 oraninda

azaldig1 gosterilmistir. Yani sonug olarak uzun siireli emzirme diisiik meme kanseri

riski ile iliskilidir [60].

1.6.2.1.2. Eksojen Hormonlar

Sentetik ve dogal Ostrojenler hamileligin Onlenmesi veya menopoz sonrasi

degisikliklerin giderilebilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
a) Oral Kontraseptifler:

Ostrojen ve progesteron igeren oral kontraseptifler ile meme kanseri arasindaki
iligkiyi arastiran ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Tim bu calismalardan
cikartilabilecek tek kesin sonug oral kontraseptiflerin meme kanserine kars1 koruyucu

etkilerinin olmadigidir.

Yapilan calismalar sonucunda menopoz sonrasi kadinlarda uzun siireli oral
kontraseptif kullanimi ile meme kanseri riski arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir. Fakat menopoz oOncesi donemde uzun siireli oral kontraseptif

kullanmis kadinlarda meme kanseri riskinde anlamli bir artis oldugu gosterilmistir.

Genellikle 35 yas ve altindaki kadinlarda daha belirgin risk artis1 gozlenmektedir.
Aragtirmalar sonucunda 10 yi1l boyunca oral kontraseptif kullanan gen¢ bir kadinda
hi¢ oral kontraseptif kullanmayan bir kadina gére meme kanseri olusma riskinin%36

arttig1 saptanmistir [61-62].
b) Ostrojen Replasman Tedavisi:

Menopoz sonrasi ortaya ¢ikan degisiklikleri 6nlemek amaciyla ostrojenler diinyada

yaygin olarak kullanilmaktadir. Menopoza giren kadinlarda en ¢ok kullanilan
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hormon tedavisi konjuge 6strojen (0,625 mg/giin, 25 giin boyunca) olup, buna 14 ve

25 glinlerde medroksiprogesteron asetatin (10 mg/giin) da eklenmesi seklindedir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda 5 yil veya daha uzun siire hormon replasman tedavisi
goren (konjuge Ostrojen kullanan) menopoz sonrasi donemdeki kadinlarda meme

kanseri riskinin arttig1 gésterilmistir [64].

Menopoz sonrasit hormon kullanip biraktiktan sonra 5 yil ve daha uzun siire gegen
kadinlarda ise hormon kullanma siiresi ne olursa olsun herhangi bir risk artisi

saptanmamustir [65].

Menopoz sonrast donemdeki kadinlarda disardan verilen Gstrojenin meme kanseri
olusturma riski ile endojen Ostrojenin meme kanseri olusturma riskini karsilastiran
caligmalar da yapilmistir. Sonugta konjuge Ostrojen kullaniminin meme kanseri

riskini endojen Ostrojenlerin 2 kat1 kadar arttirdig1 gézlenmistir [66-67].

Bazi1 kadinlarin konjuge 6strojenlerin karsinojenik etkilerine daha duyarli olabilecegi
gosterilmistir. Konjuge oOstrojen kullanimi ile iligkili olarak meme kanseri risk
artisinin en fazla ailevi meme kanseri hikayesi olan kadinlarda oldugu ozellikle

belirtilmistir [67].
1.6.2.2. Cevresel Etmenler

Diinya iizerinde meme kanseri goriilme sikliginin iilkeden {ilkeye degismesi ve go¢
eden insanlarda artan meme kanseri sikliginin (gog ettikleri ililkedekine uyan bir
sikliga erigmesi) sadece genetik etmenlerle agiklanamamasi, dikkatlerin ¢evresel

etmenler iizerinde toplanmasina neden olmustur.
a) Beslenme

Diyetteki degisik maddelerin ve Ozellikle diyetteki yagin meme kanseri riskini
arttirabilecegi diisliniilmektedir; fakat meme kanseri riskini degistirebilen 6zgiil

yiyecekler bugiine kadar saptanabilmis degildir [70].

Sebze ve meyve tiiketimi ile meme kanseri arasindaki iligkiyi arastiran bir caligmada
yiiksek oranda sebze ve meyve tiiketimi ile diisiik orandaki tiikketim karsilastirilmis
ve yiksek oranda tiikketimin koruyucu bir etkisinin s6z konusu olabilecegi

belirtilmistir [71].
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b) Vitaminler

A Vitamini: A vitamininin i¢inde bulundugu karotenoidler antioksidan 6zelliklere
sahip olduklarindan DNA hasarina yol acan tepkin oksijen radikallerine karsi
hiicresel savunmayi arttirabilir. A vitamini ayrica hiicre farklilasmasinda diizenleyici
olarak gorev aldigindan hiicrelerde habis doniisiimii onleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir

[72].

A vitamini ile meme kanseri iligkisini arastiran ¢alismalarda, A vitamini aliminin
artmast ile kanser riskinin azaldigi bildirilmis ve A vitamininin meme kanseri
olusumunda anlamli bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ozellikle
menopoz oncesi donemde kadinlardaki etkisinin belirgin oldugu bildirilmistir [73-

74].

E Vitamini: Antioksidan ozelliklere sahip E vitamini ile yapilan ¢alismalarda, E
vitamininin meme kanseri olusumunda koruyucu bir etkiye sahip olmadig

gosterilmistir [70-75-76-].

¢) Alkol

Alkol alimiyla meme kanseri riski tartigmali olmakla birlikte bu konu hakkinda
yapilan c¢aligsmalar alkol aliminin artmasi ile meme kanseri riskinin arttigini

gostermektedir [77-79].

Alkoliin meme kanseri riskini arttirict etkisinin mekanizmasini arastiran Reichman
giinde 12 gr alkol alimimin menopoz dncesi donemdeki kadinlarda toplam Ostrojen
diizeyini arttirdigin1 gostermistir. Alkoliin bir diger olumsuz etkisi folik asit
etkinsizlestirmesi tiizeriden olmaktadir. Folat seviyesindeki diigme DNA tamir
mekanizmasinda bozukluga neden oldugundan alkol dolayli olarak bir risk

olusturmaktadir [78].

1.6.2.3. iyonlastiric1 Isinlar
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Olgunlagsmasini tamamlamamis meme dokusu radyasyona c¢ok duyarlidir ve
radyasyona maruz kalma sonrasi gelisme bozukluklar1 ve meme kanseri olusabilir

[80].

Niikleer gereclerden kaynaklanan radyasyon almis kisilerde, post-partum mastit
nedeniyle radyoterapi uygulanmis kadinlarda ve floroskopi uygulanan kisiler
tizerinde yapilan ¢aligmalarda memeye yiiksek dozda uygulanan radyasyonun meme

kanseri gelisim riskini arttirdig1 gosterilmistir [81].

Hirosima ve Nagazaki’de 2. Diinya Savagi’nda atilan atom bombasi nedeni ile tim
viicut 1s1inlamasina maruz kalan bireylerde yapilan degerlendirmede, tiim viicudu 0,9
cGy alan kadinlarda meme kanseri riskinin kontrol gruplarina gore 2-4 kat arttig1
bildirilmistir. En yiiksek risk 6zellikle bombalama esnasinda 10 yasin altinda olan

kizlarda saptanmistir [82].

1.6.2.4. Elektromanyetik Alanlar

Elektrik kablo isinde calisan erkekler arasinda meme kanseri goriilme sikliginda artis
oldugunun bildirilmesi, elektromanyetik alanlarin kadin meme kanseri etyolojisinde
roliiniin arastirilmasina neden olmustur [83]. Bu amagla elektrik islerinde ¢alisan
kadinlar arasinda meme kanseri riski arastirilmis ve meme kanserine bagh 6liimlerde
artis oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak elektromanyetik alanlara mesleki olarak

maruz kalmanin meme kanseri riskini arttirdig1 belirtilmistir [84].

1.6.2.5. Fiziksel Etkinlik

Agir fiziksel etkinligin menars1 geciktirdigi; diizenli olarak bale yapan, yilizen veya
kosan kizlarin menarslariin ge¢ baslamasi ile gozlenmistir. Bale yapan kizlarin
incelendigi bir c¢aligmada bale yapanlarin ortalama menars yast 15,5; kontrol
grubunun menars yasi ise 12,5 bulunmugstur. Ayrica baleye etkin olarak devam

ettikleri siirece meme gelisiminin geciktigide gdzlenmistir [85].
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Diger bir calismada, haftada en az 600 kcal harcayacak sekilde orta derece egzersiz
yapan kizlarin, daha az fiziksel etkinlik gosteren kizlara gore yaklasik {i¢ misli daha

fazla anovulatuar donemlerinin oldugu bildirilmistir [86].

Ergenlik doneminde ve erigkin donemde yapilan egzersizlerin meme kanseri riski
lizerine etkisini arastiran bir baska caligmada, egzersizin 40 yasin altindaki
kadinlarda meme kanseri riskini azalttigi gosterilmis ve haftada 4 saat veya daha
fazla egzersiz yapan kadinlarda kanser riskini hi¢ yapmayanlara gére %60 daha az

oldugu bildirilmistir [87].

1.6.2.6. Sigara

Yapilan calismalar sonucunda meme kanseri riski ile sigara i¢cimi arasinda hi¢ bir

iligki gdsterilememistir [88-89].
1.6.2.7. Obezite

Yag hiicrelerinde Gstrojen yapimi ve 9strojen ile meme kanseri arasinda iliski olmasi,
obezitenin meme kanserine olan etkisini glindeme getirmistir. Obezite menopoz
sonras1 donemdeki kadinlarda meme kanseri riskini 2 kat arttirmaktadir; buna karsin
menopoz oncesi donemdeki kadinlarda insidans obezlerde diisiik, zayiflarda fazladir
[90-91]. Menopoz sonrast donemdeki obez kadinlarda ayrica meme kanseri

mortalitesi de yiiksektir, bu kismen taninin gecikmesine baglanmistir [92].

1.6.2.8. Memenin Selim Lezyonlari

Dupont ve Page tarafindan yapilan bir calisma 3303 hasta on binden fazla biyopsi
yapilarak ortalama 17 y1l takip edilmis ve ¢esitli histolojik alt tipler ile meme kanseri
arasindaki iliski arastirilmigti. Meme biyopsisinde proliferatif degislikliklere
(sklerozis; adenozis, papilloma) sahip olan ve grubun %51 ini olusturan kadinlarda
meme kanseri riskinin proliferatif degisikligi bulunmayan kadinlardan 1,9 kat fazla

oldugu hesaplanmistir [93].
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1.6.2.9. Gegirilmis Meme Kanseri

Meme kanseri tanisi konup cerrahi olarak ¢ikartilmasindan sonra kalan meme dokusu
meme kanseri gelisimi bakimindan risk altindadir. Cerrahi olarak kanserli memenin
tiimiliniin ¢ikartilmasini1 takiben ayni taraftaki memede ikinci kanser olusum riski
kars1 memede olusma riski kadardir. Meme kanseri olan bir kadinda hayati1 boyunca

ikinci bir meme kanseri olusma riski %25-30 civarindadir [94].

1.6.2.10. Genetik Etmenler

Meme kanserli hastalarin ailesinde sikc¢a kanser hikayesine rastlanir. Meme kanserli
bir kadinin kiz kardesi ya da kiz1 hastalik acgisindan ii¢ kat fazla risk altindadir. Hem
annesi hem kiz kardesi meme kanseri olan bir kadinda ise bu riskin 10 kat arttig
gbzlenmistir [37]. Annesinde menapoz Oncesi bilateral meme kanseri goriilen

kadinlarin ortalama %50’sinde meme kanseri gelisir [40].

Meme kanseri bazi spesifik gruplarda daha siktir. Ornegin beyaz irkta siyah irktan ve
Musevi kadinlarda digerlerinden daha sik goriiliir. Cogu Asya ve Afrika {ilkesinde
hem meme kanseri riski ve hem de mortalitesi daha diisiiktiir. Kuzey Avrupa ve

Kuzey Amerika’da ise yiiksek risk ve mortalite s6z konusudur [38].

Meme kanseri vakalarinin ortalama %35-10"unda otozomal dominant gecis gdsteren
bir gen sorumlu tutulur. Meme kanserlerinin biiylik kismi ise kazanilan mutasyonlar

sonucunda ortaya ¢ikar.

Ozellikle BRCA-1 ve BRCA-2 genleri kalitsal meme kanserlerinin biiyiik bir

kismindan sorumlu tutulmaktadir [98-99].

1.6.3. Meme Kanserinin Genetigi

Son yillarda gerceklestirilen molekiiler genetik c¢aligmalar kanserin genetik bir
hastalik oldugunu gostermistir. Bu calismalar sonucunda sporadik ve kalitsal
kanserlerde ¢esitli genlerde birtakim yapisal ve/veya islevsel degisikliklerin oldugu

tespit edilmistir.

24



Gliniimiize kadar kanser olusumunun genetik mekanizmasini agiklamaya yonelik
olarak gerceklestirilen molekiiler genetik ¢alismalar, tiim kanserlerin olusumunda i¢
gen smifinin etkili oldugunu ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlarin
kanserlesmenin esasin1 olusturdugunu gostermistir. Bu genler sirasiyla proto-
onkogenlerin mutasyona ugramasiyla olusan etkin kanser genleri olan onkogenler,
timor baskilayic1 genler ve DNA tamir genleridir (Missmatch repair). Meme
kanserinin ortaya ¢ikmasinda da bu ii¢ gen simifindaki mutasyonlar etkili olmaktadir

[100].

1.6.3.1. Meme Kanserinde Rol Oynayan Genler
1.6.3.1.1. Onkogenler:

Proto-onkogenlerin mutasyona ugramasiyla kanserlesmeden sorumlu olan
onkogenler olusur. Meme kanseri olusumunda siklin, c-mye, c-fos, cmyb, c-jun, Rar

a, bcl-1, H-ras gibi onkogenlerin rolii oldugu gosterilmistir [101].

1.6.3.1.2. Bityiime Etmeni ve Bilyiime Etmeni Alma¢ Genleri:

Normal meme dokusunda biiylime etmenleri hiicrelerdeki almaglarina baglanarak
fosforillenme yolagin1 uyarir ve bunun sonucunda da hiicre ¢ogalmas: gerceklesir.
Meme kanserinde ise biiyiime etmenlerini kodlayan genlerin anormal ifadesi
dolayistyla hiicre cogalmasii tetikleyen sinyallerin sayisinda ve yapisinda

degisiklikler meydana gelir. Bu da kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur.
a) Biiyiime Etmeni genleri
Epidermal biiyiime etmeni(EGF) geni

EGF etkisini hiicre zar {izerinde yer alan almacina baglanarak gdsterir [Epidermal
Biiyiime Etmeni Almact (EGFR) veya HER1. EGF’yi kodlayan gende meydana
gelen degisiklikler meme kanseri olusumunda etkili olup, 6zellikle meme kanserinin

ilk evrelerinde kritik 6neme sahiptir.

Transforme Edici Biiyiime Etmeni (TGF) Geni:
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TGF’ler ana 2 alt gruba ayrilir.

Birinci grup olan TGF a ailesi, meme epitel hiicrelerinde c¢ogalmayr uyaran
molekiillerden olusur. TGF a ailesindeki molekiilleri kodlayan genleri ifadelerindeki

artis meme kanserlerinin erken asamasinda 6nemli rol oynar [102].

Ikinci grup olan TGF B ailesindeki molekiiller, TGF B almaglar1 aracilig ile etkilerini
gosterir. Yapilan c¢alismalar sonucunda TGF B aile iiyelerinin memede hiicre

cogalmasini baskiladigi tespit edilmistir [103].

Diger Biiyiime Etmenleri Genleri:

Meme kanseri ile iliskili diger biiyiime etmeni aileleri Insiilin Benzeri Biiyiime
Etmeni (IGF), Trombosit Kaynakli Biiyiime Etmeni (PDGF), Fibroblast Biiyiime
Etmeni (FGF) aileleridir. Bunlarin hepsinin hiicre zarma yerlesmis tirozin kinaz

Ozelligine sahip birer almaci bulunmaktadir.

FGF ailesi iiyeleri meme bezinin biiylimesinde ve tiimor gelisiminde rol oynar.
Yapilan calismalarda, meme kanserlerinde FGF ailesi iiyelerini kodlayan genlerde

amplifikasyon oldugu gbzlenmistir [104].
b) Bilyiime Etmeni Alma¢ Genleri

Meme gelisiminde ve meme karsinogenezinde rol oynayan biiyiime etmenleri
hiicrede etkinliklerini almaglarina baglanarak gosterir. Bliylime etmeni almaglarinin
hepsi 3 ana bolgeden olusur. Bunlar; hiicre zarinin disinda bulunan ligand baglayan
bolge, almaglarin birbiriyle temasindan ve dimerlesmeden sorumlu hiicre zari
icindeki bolge ve fosforillenmeden sorumlu tirozin kinaz etkinligine sahip

sitoplazmik bolgedir.
Biiylime etmeni almaglarinda etkinlik artis1 2 sekilde gergeklesebilir.

1. Almag¢ molekiilii normal yapisin1 korudugu halde molekiilii kodlayan gende

meydana gelen amplifikasyon sonucunda almag¢ molekiilii fazla sayida yapilir.

2. Almag¢ molekiiliinii kodlayan gende gerceklesen mutasyonlar nedeniyle molekiil

surekli etkin durumunu korur.
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Meme kanseri acisindan 6nem tasiyan almaclarin biiyilk ¢ogunlugunu HER ailesi
olarak bilinen almaglar olusturur. HER ailesinde 4 degisik protein yer alir. Bunlar;

HERI1, HER2, HER3, HER4’tiir [105].

Insan meme kanserlerinde klinik énemi kesin olarak bilinen HER ailesi iiyesi HER2
(c-erbB2) proteinidi. Meme kanserli hastalarin iigte birinde HER2 proteinini
kodlayan gende amplifikasyon veya asir1 ifade gozlenmektedir [106]. HER2 geninin
asir1 ifadesinin ayrica yayilma yetenegini, gelatinaz IV etkinligini ve hiicre go¢ hizini
arttirarak metastazi da uyardigi ve metastaz kapasitesini arttirdigi gosterilmistir

[107].

1.6.3.1.3. Tiimér Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayict genler proto-onkogenlerin aksine hiicre ¢ogalmasini baskilayan
genlerdir. Diger kanserlerde oldugu gibi bu genlerde meydana gelen mutasyonlar

meme kanseri olusumuna neden olur [108].

Kalitsal meme kanserli kadinlarin ortalama yarisinda BRCA1 geninde, 1/3’linde de
BRCA2 geninde mutasyon goriiliir [109]. BRCA-1 ve BRCA-2 genlerine ek olarak
TP53, FHIT, PTEN, nm23, pl6 (MTS1), Rbl, DCC, CHEK2, ATM, FOXP1 gibi
tiimor baskilayic1 genlerdeki mutasyonlarin da kalitsal meme kanserine yol agtiklar
gosterilmistir. Timor baskilayict genlerden Rb1l ve TP53’teki mutasyonlar ayni

zamanda sporadik meme kanserine de neden olan mutasyonlardir [108].
1.6.3.1.3.1. BRCA-1 ve BRCA-2 genleri ve Fonksiyonlari

BRCA-1 geni 1863 a.a’lik, BRCA-2 geni ise 3418 a.a’ lik bir proteini kodlar. Her iki
protein de hiicrenin diger bazi proteinleri ile baglanarak islev goriir. BRCA-1 ve
BRCA-2 genleri genom stabilizasyonu saglayacak proteinler kodlarlar. Dolayisiyla
bu genlerdeki mutasyonlar genomik instabiliteye neden olur. BRCA-1 ve BRCA-2
genleri genomik stabilitenin devam ettirilmesinde rol oynayan proteinler kodlar ve

tiimor siipressor gen gibi davranirlar [110].
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Tiimor supressor proteinler, gatekeeper ve caretakerlar olmak iizere temel olarak iki
kategoriye ayrilirlar. BRCA-1 ve BRCA-2 proteinlerini genom tamirinden sorumlu

caretaker grubuna dahil edilmektedirler [111].

BRCA-1 ve BRCA-2’deki mutasyonlar ve BRCA1 proteinlerinin inaktivasyonu
tiimor baskilayici proteinlerin ve diger “genom koruyucu” rolii olan proteinlerinde
inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi timor olusumuna gdtiiriirler. Bugiline kadar
yapilan ¢alismalar ile BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde 1000°den fazla birbirinden
farkl1 DNA dizi degisikligine dayanan mutasyonlar tespit edilmistir [112].

a) BRCA-1 Geni

BRCA-1 geni, genomik stabilitenin devam ettirilmesinde rol oynayan niiklear bir
fosfoproteini kodlar ve tiimor siipressor gen gibi davranir. Kodlanan bu protein,
BASC olarak bilinen , farkli tiimoér siipressorler proteinleri , DNA hasar sensorleri ve
sinyal iletim elemanlar1 ile beraber multi-birimli BRCA-1 fliskili genom denetim
birimini olusturur. Bu genin iiriini RNA polimeraz II ile C-terminal domaini
tizerinden baglanir ve ayrica histon deasetilaz kompleksi ile de etkilesime girer. Bu
protein bdylece transkripsiyonda, DNA c¢ift iplik kiriklarinda onarmmi ve
rekombinasyonda Onemli roller oynar. Bu gendeki mutasyonlar yaklasik kalitsal
meme kanserlerinin %40’ indan kalitsal meme ve over kanserlerinin %80 ‘ninin

fazlasindan sorumludur [111].

Ring Chk2 ATM
= SO S1387/1423/1524 1863 aa
— | 1 ——————————————g {1 bW . l_
452 1079
Bardl DNA Binding Fragment SQ cluster BRCT

Bachl

Sekil 1.6.C. BRCA-1 proteinin fonksiyonel boliimleri ve etkilesimde bulundugu

proteinlerin lokalizasyonu [149]

BRCA-1’ in C-terminal ucu BRCT domaini olarak bilinen ve bir ¢ok DNA tamir
proteini tarafindan taninabilen bir amino asit sekansi icerir. BRCT domaini diger

DNA tamir proteinleriyle etkilesime girdigi ve bu etkilesim sonucu genis protein
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kompleksleri olusturdugu diisiiniilen, protein-protein etkilesimlerinin gerceklestigi
bolge olarak kabul edilmektedir. Ayrica BRCT domaini ve bu bdlgeye yakin
sekanslarin transkripsiyonel aktivasyon ve kromatin diizenlenmelerinde rol oynadigi

diistintilmektedir [110-114-115].

Kanser olusumuna yatkinliga neden olan truncating mutasyonlar (eksik protein yapisi
olusumu) bu bolgelerde goriilmektedir. Burada bircok missense mutasyon
bulunmasina ragmen bunlarin ¢ogu smiflandirilmamistir. Kanser olusumunu
tetikleyen bu missense mutasyonlar BRCT tekrar peptitlerin yapisin1 bozmaktadir

[111-115].

b) BRCA-2 Geni

BRCA-2 genin kodladig1 protein kromozomal hasarin tamirinde ve hiicre siklusunun

kontroliinde gorev almaktadir [117-114].

BRCA2
——— o —] (] — " 0 ————— W - —
BE=x YYD | DNA Binding
transactivation BRC repeats ce e
dnmain Rad51 specific binding Rad51 binding

Sekil 1.6.D. BRCA-2 proteinin fonksiyonel domainleri ve etkilesimde bulundugu

proteinlerin lokalizasyonu.[149]

BRCA-2 geni cok genis ve 8 adet BRC peptid motifi iceren 11. eksonu ile
karakterizedir. BRC tekrar motifleri genetik rekombinasyondan sorumlu bir memeli
proteini olan RADS1 ile etkilesimden sorumludurlar [51]. RADS1 ile etkilesimden

sorumlu diger bolge ise ekson 27 tarafindan kodlanan C-terminal bolgesidir [119].

DNA hasarina yanit olarak BRCA-2 ve RADS51 tamir bdlgesinde birbirleriyle
birleserek bir kompleks olustururlar. BRCA-2 protenin bu islem sirasinda en énemli

gorevleri, RADS1 ' in tamir bolgesine lokalizasyonunu saglamak ve RADSI 'in
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tamiredilecek DNA ' ya baglanmasin1 saglamaktir. BRCA-2 proteininden yoksun

hiicreler bu tamir yanitin1 gerceklestiremezler [113-120].
¢) BRCA-1 ve BRCA-2 Genlerinin Fonksiyonlari

BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinin yapilar1 birbirinden farkli olmasina ragmen
fonksiyonlar benzerdir. Bu iki genden kodlanan proteinler hasarlanmig DNA’ nin

tamirinde 6nemli rol oynarlar [118].

BRCA-1 ve RADS5I’in DNA ¢ift iplik kiriklarinda etkilesim halinde oldugu
diistiniilmektedir. Fonksiyonu BRCA-1’ inkine benzeyen BRCA-2 proteini, RADS51
ile direk etkilesime girer. DNA hasar tamirinde rol oynayan bu ii¢ protein genomik

stabilitenin devaminin saglanmasinda ¢ok 6nemlidirler.

Kalitsal meme kanserinden sorumlu olan genlerin 6zellikle BRCA-1 ve BRCA-2’ nin
kodladig1 proteinlerin homolog rekombinasyon ile ¢ift iplik kiriklarin onariminda
gorevli olmalari, bu DNA onarimindaki bozuklugun, kadinlarda en yaygin

kanserlerden birisinin gelisimine yol acabilecegini gdstermektedir [116].

1.7. PCR

Bu teknik Kary Mullis tarafindan 1985’ te bulunmus ve patenti alinmistir. PCR; ilk
defa, aym1 y1l R. Saiki, K. Mullis ve arkadaslar tarafindan orak hiicre anemisinin
tanisinin konulmasinda kullanilmaya baslanmistir. 1993 yilinda bu g¢alisma Kary

Mullis’ e Nobel 6diiliinii kazandirmistur.

PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ daki 06zgiil bdlgelerin
cogaltilmasini ( amplifikasyonunu ) saglayan basit ama ¢ok basarilt bir invitro DNA
sentezi yontemidir. PCR; DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini

kisa zamanda yapan bir tekniktir [123].

Kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra,
oligontikleotid primerler tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine
tamamlayic1 olan bolgelerle baglanirlar. Oligoniikleotid primerlerin spesifik olarak
hedef dizilerine baglanmas: diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz

enzimi, uygun tampon ve dort ¢cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (INTP) varliginda
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primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasmi saglar. Boylece kalip DNA ipligine
tamamlayict olan yeni DNA molekiiliiniin sentezi gerceklesmis olur. PCR dongiisii
denaturasyon, primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (elongasyon) olmak iizere
lic basamaktan olusur. Ardarda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve
primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcgalar1 eksponansiyel olarak artar. Bu artigin
nedeni, bir dongili sonucu sentezlenen iiriiniin, ardisik donglide diger primerler i¢in
kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR dongiisii DNA molekiilii tizerinde istenilen

bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir [124-125].

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilesenleri: PCR’nin temel bilesenleri,
kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP
karigimi, tampon ve MgCI2° diir.

a) Kalip DNA: PCR‘da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler ve
hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir. PCR’da kalip olarak tek ya
da cift iplikli DNA’'nin yam1 sira RNA’ da kullanilabilir. Kalip olarak RNA
kullanilacaksa total RNA’dan 6nce klasik yolla cDNA elde edilir. Genomik DNA ve
cDNA 06rneginin elde edildigi RNA saf olarak izole edilmeli, proteinden ve alkolden
cok 1yi1 bir sekilde arindirilmis olmalhidir [124-126].

b) DNA polimeraz:

Orijinal PCR metodunda E.coli DNA polimeraz I’in Klenow parcast kullanilmistir.
Ancak bu enzim hedef ¢ift zincirli DNA’y1 denatiire etmek i¢in gerekli olan
sicakliktan daha diisiik sicakliklarda bozulmaktadir. Bu nedenle ilk ¢alismalarda her
dongiliden sonra reaksiyona enzim eklenmesi gerekiyordu. Buna ek olarak farkli
sicakliklarda gerceklesen denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklari i¢in bir
sicaklik banyosundan digerine aktarilmasi gerekiyordu. Sicakliga dayanikli DNA
polimerazin kullanimi, her denetlirasyon basamagindan sonra enzim eklenmesi
geregini ortadan kaldirdigi icin PCR islemini kolaylastirmistir. DNA polimerazlar
poliniikleotidin sadece 3’ ucuna yeni niikleotid ekleyebilmektedir. Kullanilan ilk
sicakliga dayanikli DNA polimeraz Thermus aquaticus’dan izole edilen Tag DNA

polimerazdir.

Taq polimeraz Amerika Yellowstone Dogal Parkinda yaklasik 85°C sicakliktaki

kaynak sularinda yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmistir. Bu
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enzimin optimal ¢aligsma sicakligi 70-80°C arasindadir. Bu sicaklikta enzim saniyede

35-100 niikleotid sentezleyebilme hizina sahiptir.

AmpliTaq® DNA polimeraz E.coli tarfindan ifade edilen ve genetigi degistrilmis bir
enzimdir. AmpliTag® rekombinant oldugu i¢in bu enzimin saflifi ve verimliligi
dogal enzimden daha fazladir. Ancak DNA amplifikasyonu sirasinda bazi homolog
E.coli sekanslarn ile potansiyel bir kontaminasyon meydana gelebilir, bu durumda
konak organizma olarak E.coli’de ifade edilmeyen bir DNA polimeraz tavsiye edilir.
Hem Taq hemde AmpliTagq® DNA polimerazlar biiyliyen zincirin basindan

niikletidleri ayiran 5’ ugtan 3’ uca ekzoniikleaz aktivitisine sahiptirler [127].
¢) Reaksiyon Tampon Cozeltileri ve MgCl12

PCR i¢in reaksiyonda direk olarak yer alan maddelerin yani sira uygun bir tampon
cozeltisine ihtiya¢ duyulur. Tampon igerigi kullanilan enzimin o6zellik ve tipine
baghdir ve Dbirgok {retici enzimle beraber 10X tamponuda saglar.

Taq/AmpliTag®DNA polimeraz ile en yaygin olarak kullanilan tampon;
10mM Tris ,pH 8.3

50mM KCl

1,5-2,5 mM MgCIl2 icermektedir.

PCR’da divalent katyonlarin bulunmasi ¢ok Onemlidir. Reaksiyon karigtminda

MgCl2 konsantrasyonu 0,51le 5 mM arasindadir. Mg+2 iyonlart;
-ANTP baglanmasi i¢in gerekli olan ANTP’ler ile ¢6ziilebilen bir karisim olusturur
-Polimeraz aktivitesini arttirir

-Primer/hedef DNA etkilesiminin Tm dgerini arttirir (bdylece ikili etkilesimi daha
dengeli hale getirir) [127].

d) dNTP’ler: Serbest deoksriboniikleosit trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
DNA sentezi i¢in gereklidir. PCR i¢in kullanilan her dNTP i¢in konsantrasyon 20 ile
200 pM arasinda olamlidir ve yanlis baglanma hatalarini onlemek i¢in 4 dNTP de
esit miktarda kulanilmalidir [127].
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e) Primerler: Genellikle kimyasal olarak sentezlenen, 15-20 bazlik DNA
oligoniikleotid dizileridir. Tamamlayici DNA ipliklerinden karsit yonlerde DNA
sentezini baglatabilmek i¢in forward ve reverse olmak iizere iki adet primer kullanilir

[124].

Basarili bir PCR igin en kritik parametre primerlerin tasarimidir. Tiim kosullarin
uygun oldugu bir durumda, sadece zayif tasarlanmis bir primer PCR reaksiyonun
calismamasina neden olabilir. Bu ylizdendir ki PCR primerleri tasarlanirken gesitli

parametrelere dikkat edilmelidir. En kritikleri;
-Primer uzunlugu

-Erime sicakligi (Tm)

-Hassasiyet

-Tamamlayict primer sekanslari

-G/C miktar1

-3’ ug sekansidir [127].

PCR’nin Isleyisi

a) Denaturasyon: Baslangic denaturasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks
kaliplarin denatiire olmasini saglamak tizere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir.
Ancak PCR sirasinda genellikle en etkin denaturasyon sicakliginin 92-95 °C oldugu
saptanmistir. G+C den zengin hedefler i¢in daha yiliksek sicakliklar gereklidir.
Denaturasyonun tam olarak gerceklesmesi dnemlidir. Tamamlanmamis denaturasyon
DNA zincirlerinde kopmalara neden olarak iiriin verimini azaltir. Ayrica Taq DNA
polimerazin yar1 dmriide dikkate alinmalidir. Taqg DNA polimeraz enzimi 92,5 °C ‘de
2 saatten fazla, 95 °C ‘de 40 dakika ve 97°C’de ise 5 dakika yar1 d6mre sahip oldugu
g6z onilinde bulundurulmalidir [124-126].

b) Primer Yapismasi (Annealing): Primer yapigmasi i¢in gerekli zamanin uzunlugu
ve sicakligl primerlerin uzunluguna, baz igerigine ve konsantrasyonuna bagli olarak
degisir. Denaturasyonu takiben primerin baglanmasi asamasindaki Tm/baglanma

sicakligi oraninin saptanmasi, PCR reaksiyonunun ger¢eklesebilmesi agisindan
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biiylik bir 6neme sahiptir. 55-72 °C aras1 yapisma sicakliklart en iyi sonuglart verir

[124-126].

¢) Primer Uzamasi (Extensiyon): Uzama zamani hedef dizinin uzunluguna,
konsantrasyonuna ve sicakliga baglidir. Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle
Tag/Amplitag DNA polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik
derecesi olan 72 °C kullanilir. Uzama asamast i¢in ¢ogu zaman 2 dakika yeterli
olmakla birlikte, eger uzun amplikonlar ¢ogaltiliyorsa siire arttirilir. PCR {iriinii olan
tim molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasin1 garanti altina almak i¢in son
dongiiniin uzama siiresi ¢ogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur. En uygun dongii
sayist hedef DNA baslangi¢ konsantrasyonuna bagl olarak degiskenlik gostermekle
beraber, ideal dongii sayis1 genellikle 25-35 arasindadir [124].

1.7.1. Real-Time PCR

Higuchi ve arkadaslari, olusturduklar1 PCR drilinlerini tarayan bir sistem
gelistirmislerdir. PCR kinetiginin analizine onciiliik eden bu es zamanl sistem, her
cogaltma reaksiyonunda tespit i¢in etidyum bromiir, ultraviyole 15181 ile her 6rnegi
aydinlatacak termal dongii adaptorii ve floresans 1s1manin sonuglarini toplayacak bir

kamera esliginde bilgisayar sistemi igerir [15].

PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak i¢in kullanilan cihazlarin
(thermocycler) hassas ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi, gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (Real-Time PCR) olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesini
saglamistir. Real-Time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR dongiisiiniin yeterli
miktarda {iriiniin verdigi floresans 1s18a gore calisan ve asama asama reaksiyonu
sonuna kadar olusan {irlinii kontrol eden bir sistemdir. Real-Time PCR teknolojisinde
diziye 6zgii problar ve diziye 6zgii olmayan floresan boyalar kullanilir. Floresan

boyalar sayesinde nicel ve nitel analizler yapilabilmektedir [35].

Real-Time PCR’da tarama yapmak i¢in 4 farkli sistem mevcuttur. Bu 4 sistemde,
PCR sirasinda olusan floresans 1s1may1 6lgmek iizere kurulmustur. Yayilan floresan
1sima miktarr, PCR {iriin miktartyla orantilidir ve PCR reaksiyonu gozlemlemeye

olanak saglar [90].
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En basit ve ucuz olan sistem, ¢ift zincirli DNA arasma giren boya teknolojisine
dayanmaktadir. Bu teknolojide, dnceden hazir olan DNA iiriiniiniin {izerine boya
kolayca uygulanabilir ve boyadan baska floresans isaretli oligoniikleotid eklemek
gerekmemektedir. Diger {i¢ sistem, floresans isaretli oligoniikleotidlerin eklenmesi
tizerine kuruludur. Yeterli miktarda floresans 1g1ma; probun (hidroliz prob) [95] veya
baglanan bir (molekiiler beacon) [96] veya iki (hibridizasyon prob) [35]

oligontikletidin ayrilmasi ile elde edilir.
» SYBR Green Probu

Yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren syber green boya
kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artisi, ortaya cikan floresansin miktari ile

Olciilmektedir.

Amplifikasyonun baslangicinda reaksiyon tiipii i¢inde ‘’syber green’, primerler ve
denature edilmis DNA ayr1 ayr1 bulundugu icin floresans yok denecek kadar azdir.
Primerin hedef molekiile baglanmasini takiben az miktarda “’syber green” ¢ift sarmal
yaptya katilmakta ve bunun sonucu olarak yayilan floresans miktarida az olmaktadir,
uzama asamasinda yeni sentezlenen ¢ift sarmal DNA’nin yapisina gittikge fazla

miktarda boya katilarak zaman i¢inde floresans derecesinde artisa neden olmaktadir.

Bu uygulamada, floresans artist her zaman spesifik amplifikasyonlar
gostermeyebilir. Ciinkii ¢ift sarmal DNA'ya entegre olan "syber green", ortamda
hedef molekiiller olmadiginda, primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan
baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna

sebep olabilmektedir [97].

SYBR Green
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Sekil 1.7.A. Syber Green tekniginin asamalari [148]
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» TaqMan Probu

TagqMan sisteminde 5' ve 3' uclarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Probun 5' ucunda raportor florokrom, 3' ucunda ise baskilayici
florokrom bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil {lizerinde,
primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglamr. Prob hedef molekiil
arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom maddenin sinyal
olusturmasi, 3'uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin
hedef nukleik asite baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi prob'un
baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Taq DNA
polimeraz enzimi 5*—>3* nukleaz aktivitesini kullanarak probu 5' uctan yikmaya
baslar. Boylece raportdr florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her siklusta

iretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir [128-129].
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Sekil 1.7.B. TagMan Tekniginin Asamalar1 [150]
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» Hibridizisayon Problar

Lee ve arkadaslari, gelistirdikleri floresans isaretli problarla; PCR sonrasinda probun
erimesini analiz etmeyi miimkiin kilmislardir [130]. Bu problar diziye 6zgii olup 2
probdan olusmaktadir. Bu problardan bir tanesi, mutasyon igeren bolgeye spesifik
tasarlanir, digeri hemen bunun yakininda (3-5 niikleotid uzaklikta) yerlestirilir [131].
LC-Red 640 isaretli hibridizasyon problari, mutasyon olmayan hedef diziyi hibridize
ederek isaretleyici prob olarak fonksiyon kazanmasii saglar. Diger hibridizasyon
probu, floresans ile isaretli olup, mutasyon probuna siki olarak baglanir. Ilk asamada
sadece floresans boya 1sildarken, kalip DNA'ya hibridize olduktan sonra, bu iki prob
yakin olacak sekilde yan yana gelirler ve bu floresans boyanin enerjisi Red 640
boyanin 1gimasina neden olur. Bu 2 boya arasindaki enerji yayilimina floresans
rezonans enerji transferi (FRET) denir. Bu enerji transferi sonucunda olusan
floresans miktar1 PCR siiresince olusan iiriin miktar1 ile dogru orantili olarak artar

[132].

FRET Probes

lb\ Transfer

Excitation

1

Emission

Sekil 1.7.C. Hibridizisyon Probu Ornegi[151]
1.7.1.1. Kantitatif qRT-PCR

Herhangi bir drnekteki gen ekspresyon seviyesini 6lgmek i¢in absolute ya da relative

qRT-PCR yo6ntemi kullanilabilmektedir.[11]
a) Absolute qRT-PCR

Absolute (mutlak) qRT-PCR yonteminde analiz i¢in kalibrasyon egrisi ¢izimine

ihtiya¢ duyulmaktadir. Kalibrasyon egrisi, konsantrasyonlar1 belli olan standart ile
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cizilmektedir. Standart olarak sulandirilmis pcr iiriinii, rekombinant DNA ya da

RNA, dogrusallastirilmis plazmid yada doku 6rnekleri kullanilabilmektedir [11].

Esik dongii degeri (treshold cycle=ct) amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan
1simim esik degerinin asildigi dongili sayisidir. Absolute kantitasyon caligmalarinda
kalip DNA miktar1 bilinen standart 6rneklere ait Ct degerleri ile incelenen 6rnegin Ct

degeri karsilastirilarak kantitasyon yapilmaktadir [132].
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Sekil 1.7.C. PCR amplifikasyon egrisi ve standart egri. A. Standart diliisyon
orneklerinin amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri (mavi oklar) gdsterilmistir. Bir adet
bilinmeyen 6rnek ve Ct degeri kirmiziyla gosterilmistir. B. Standart 6rneklerin Ct
degerleri kullanilarak ¢izilen standart egri gosterilmistir. Bilinmeyen 6rnek kirmizi

ile ifade edilmistir [10].

1.7.1.2. Relative qRT-PCR
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Relative qRT-PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile g¢esitli kosullarda
ekspresyonu degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiya¢ vardir

[133].

Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aymi bireyden farkli donemlerde alman
orneklerle yapilan ¢alismalarda, ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin
incelenebilmesi i¢in dokularda ekspresyonu degismedigi varsayilan bir bagska gen
{iriinii mMRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin ekspresyon
diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping genin ekspresyon diizeyine
oranlanir. Bu oranlamayla amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA
miktarinin getirdigi Ornekler arasi1 baslangic farkliliklarmi, deneysel hatalar
normalize etmektir. Bu nedenle farkli doku ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin
ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarda,
once referans olarak kullanilacak housekeeping genin dogru segilmesi gereklidir.
Calismalarda kullanilacak housekeeping genin ekspresyon diizeyi, ne kadar az
degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi

icin o kadar giivenilir bir referans olacaktir [10].

1.7.2. Housekeeping Genler

Bir hiicrenin temel islevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarinda gdrev alan, hiicrelerin
tiimilinde eksprese olan ve ekspresyon seviyesi dokudan dokuya degismeyen genlere
housekeeping genler adi1 verilir. Bu genler, niikleik asit ve protein sentezi, besinlerin
taginmast ve kullanimi, hiicresel iskeletin ve organellerin biyosentezi gibi temel
hiicresel ve metabolik islevler icin gereklidir. Housekeeping genler hiicrenin

isleyisini diizenleyen genler olarak da ifade edilmektedir [134].

1.8. Kullanilan Polimerler ile Ilgili Genel Bilgiler

Giliniimiizde, kil minerallerinin essiz Ozellikleri hakkinda, 6zelliklede mmt kili ve
onun organik tiirevleri ile ila¢ formiillerinde ve kozmetik alaninda [43-44], cesitli
camur tedavilerinde [44-45], tipta antibakteriyel tasiyic1 [46-47] ve antikansorojen

ajan olarak [63-68], ila¢ ve gen aktarimi sistemlerinde hedef ajan olarak [69-50] ve
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doku miihendisliginde ila¢ hedefi olarak kullanimi ile ilgili bircok bilimsel yaymn
bulunmakltadir. MMT ayrica Irritabl Barsak Sendromu tedavisinde efektif olarak
[121] ve aflatoksikozisi Onlemede kullanilmaktadir. Modifiye MMT bagirsaktan
kolestrol emilimini nano 6lgekte engellemekte [42] ve iirik asidi emmektedir [135].
MMT’ nin agir metalleri, toksinleri ve tehlikeli kimyasallar1 sogurmadaki etkinligi
kanitlanmistir [136-137]. Yiiksek iyon degisim kapasitesi, ylizey alani genisligi ve
yiiksek sogurma kapasitesi [140], neagtif yiizey degisimi, negatiflik hali ve zehirli
olmamasi [141] gibi 6zellikleri sayesinde metal iyonlarmmn (Ag" ya da Cu®")

antibakteriyel 6zelliklerini gelistirmede tasiyict olarak kullanilmaktadir [47,138,139].

Kopolimerlerin sentezi, karakterizasyonu ve anti kansorejen etkileri Rzayev ve
Tiirk’iin  ¢aligmalarina konu olmustur [142-143]. Calismalarinda, sondaki
trithikarbonat ve karboksil islevselligi kismen dekarboksillenme gibi 6zelliklere
sahip polimerlerin MCF-7 hiicrelerindee yiiksek antikansorojen etkiye sahip oldugu

ve normal hiicrelerde ise toksik olmadigini gostermislerdir [143].
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Sekil 1.8. BATC ODA-MMT kompleksinin MCF-7 kanser hiicreleri ile etkilesiminin
sekilsel gosterimi (Prof. Dr. Zakir M.O. RZAYEYV tarafindan resmedilmistir)
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2. MATERYAL YONTEM
2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimaysallar

Istanbul {iniversitesi Biomiihendislik béliimii ( MCF-7 kanser hiicresi) Laminar flow
kabin (ESCO class 11 BSC Laminar Flow Cabinet, Labor Ildam,Tiirkiye), sogutmali
santrifiij (ROTINA 380R Hettich,Almanya), inverted mikroskop (Leica DM1 6000,
Isveg), vorteks, elisa plate okuyucu (BIOTEK GENS Elisa Reader PowerWave XS2)
, karbondioksitli etiiv (BinderCB150), hemositometri (Invitrogen,Countess), gercek
zamanli hiicre analiz sistemleri xCELLigence RTCA (Roche,Almanya), hassas terazi

(Mettler toledo MS204)

Hiicre kiiltiirii flasklar1 ve diger plastik malzemeler (Corning (NY, USA)),Dulbecco
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Serva ,israil), fetal calf serum
(FCS,Serva,Israil), Trypsin-EDTA (Serva,israil), hoechst 33342(Serva,israil) and
propidium iodide (PLServa,israil), WST-1 [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] (Roche,Almanya) . Annexin-V-fluos (Roche,
Almanya), disposable pipet (2ml,5ml,10ml), Etanol (Merck, Almanya),PBS (fosfat
buffer saline) (Sigma, ABD)

Real-time PCR cihaz1 (LightCycler ® 480 Instrument II, Roche, Almanya),
Thermalcycler (Techne Tc Plus,Bibby Scientific,USA)

Total RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Almanya), cDNA
sentez kiti (Transkriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche, Almanya), gen
ekspresyonu seviyesi saptama kiti (RealTime ready Catalog Assays, Roche,

Almanya)

2.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Soliisyonlar
2.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi

%89 Dulbecco’s Modified Eagles Medium/F-12 (DMEM/F-12)
%10 Fetal bovin serum

%1 Penicillin-Streptomycin
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2.3. MCF-7 Hiicre Kiiltiiri

Hiicreler, L-glutamin iceren DMEM, 10% FBS and 1% antibiotik iceren flasklara
aktarilir ve flask 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatore kapag: hafif agik olacak sekilde 48

saat bounca inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonrasinda flask inkiibatérden alinir ve steril ortamda Laminar kabinde,
flask igerisindeki medyum dokiiliir ve 0,5 ml tripsin-EDTA ilave edilerek flask 3-4
dakika inkiibatorde bekletilir. Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin
flask ylizeyinden ayrilip ayrilmadiklart kontrol edilir. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildiklar1 mikroskobik olarak go6zlendikten sonra, flaska medyum eklenerek
hiicreler falkon tlipe aktarilarak 3500rpm’De 2 dakika santrifiij edilir. Santrifii
sonrasinda siipernatant kismi uzaklastirilir ve tlipiin dibinde kalan hiicre pelleti

siispanse edilir.

2.4. Hiicre Proliferasyonu ve Sitotoksite Testi

Invitro ortamda polimerler ile muamele edilen hiicrelerin proliferasyon ve sitotoksite
testi real-time analyzer (RTCA) SP cihazi (Roche, Germany) ile yapilmistir. L-
glutamin’siz DMEM-F12 medyum ile pasajlanan MCF-7 hiicreleri (her bir
kuyucukta 10 x 10° hiicre olacak sekilde) E-Plate 96’ya ekildi. Plateler CO2
inkiibatériinde (37 °C, 5%CO2) 19 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda degisik miktarlardaki ODA-MMT, ODA-Raft, DMA-MMT ve DMA-
Raft (asag1r yukar1 0—-80 ugmL) polimerler plate’deki hiicrelerin {izerine eklendi.
Hiicrelerin logaritmik biiylimeleri cihaz tarafindan her 10 dakikada bir, 42 saat
boyunca okundu ve ekrana aktarildi. Inhibisyon konsatrasyonu polimeler i¢in yarim

olarak tespit edildi.
2.5. Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin Analizi

Apoptotik ve nekrotik analiz ikili boyama ve annexin-V boyama methodu ile
yapilmustir. ikili boyama methodu hiicre hatlarinda apoptotik hiicrelerin sayimi
apoptotik hiicrelerin gekirdeklerini sayarak yapilmistir. 10% FBS ve 1% penisillin—
streptomisin igeren DMEM-F12 L-glutamin’li medyum’da cogaltilmis 37°C, 5%
CO2 inkiibasyonu yapilan MCF-7 hiicreleri (her bir well’de 20x10° hiicre olacak

42



sekilde) 48 well plate’e eklendi. Deney grubundaki MCF-7 hiicrelerine degisik
miktarlardaki (10, 20, 40, and 80 ugmL) ODA-MMT ve yine ayn1 miktardaki ODA-
Raft, DMA-MMT ve DMA-Raft maddeleri 24 saat siireyle muamele edildi. Herhangi
bir madde ile muamele edilmeyen hiicre grubu kontrol grubu diger hiicreler ise deney
grubu olarak degerlendirildi. Bu iki gruptaki hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
Hoechst 33342 (2 IgmL), propidyum iodid (PI) (1 lgmL) boyalar1 ile boyanmasi i¢in
molekiiler su (100 lgmL) da ileve edilerek 15 dakika siire ile oda sicakliginda
birakildi. Daha sonra boyanan hiicrelerden 10-50 pL lam iizerine alinarak floresan
mikroskopunda incelendi. Apoptotik ve nekrotik hiicreler invertde floresan

mikroskopunda ((DMI16000 (Leica)) DAPI ve FITC filitreleri kullanilarak sayildu.
2.6. Annexin-V-Fluos Immunokimyasal Boyama

Annexin-V-fluos, kalsiyum bagimli fosfolipid baglanma proteinidir ve apoptozu
saptamak icin kullanilir. MCF-7 hiicreleri 10% FCS iceren DMEM ile birlikte 48-
well plate her bir kuyucukta 10 x 10’ hiicre olacak sekilde ekilir. Ertesi giin deney
grubundaki MCF-7 hiicrelerinin medyumu 10% FCS igeren taze medyum ile
degistirilir ve ODA-MMT, ODA-Raft, DMA-MMT ve DMA-Raft (10 pg/mL-80
pg/mL) polimerleri ile muamele edildi. Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin sadece
medyumu yenilendi. 24 saatlik muameleden sonra hiicreler toplandi ve 3000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiij edilen hiicreler boyand1 daha sonra PBS ile yikandi ve
binding buffer (10 mMHEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mMCaCl2)
icerisinde yeniden suspense hale getirildi. Son konsantrayonlart 10 pg/mL ve 1
pg/mL olacak sekilde Annexin-V-Fluos ve PI silispense haldeki hiicrelerin {izerine
eklendi ve 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. Hiicreler ikinci kez PBS ile
yikand1 ve yeniden binding bufferin igerisinde suspense edildi. Annexin-V-Fluos ile
isaretlenmis hiicreler 40X objektif kullanilarak inverted floresan mikroskobunda

incelendi. Her bir goriintii i¢in rastgele secilen ti¢ mikroskop alani degerlendirildi.

2.7. Total RNA Izolsayonu

Kontrol ve deney grubundaki hiicrelerden total rna izolasyonu yapildi. Kontrol grubu

olan hiicre hattina herhangi bir polimer ile muamele yapilmadi diger gruptaki hiicre
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Hiicreler 200ul PBS in igerisinde suspanse edildi. Uzerine hiicrelerin pargalanmasi
icin 400 pl lysis-binding buffer eklenip vortekslendi. Her bir 6rnek icin bir filitre
toplama tiipiine yerlestirildi. Ornegin tamamu filitreli toplama tiiplerine pipetlendi.
Filitreli toplama tiipleri 8.000x g’de 15 saniye dondiiriildii. Santrifiijden cikarilan
tiiplerin toplama tiipleri yenisi ile degistrildi. Ayr1 bir tiip igerisinde, ortamdaki
DNA’lar1 uzaklastirmak i¢in, 90 ul DNaz inkiibasyon buffer1 ve 10 ul DNaz I i
karistirdiktan sonra Orneklerin iizerine pipetlendi ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra yikama islemi i¢in 500 pl wash buffer I eklendi
8.000x g’de 15 saniye santrifiij edildi ve toplama tiipii degistirildi. ikinci yikama
islemi i¢in 500 ul wash buffer II 6rneklerin {izerine eklendi, 8.000x g’de 15 saniye
santurifiij edildi ve toplama kabi yine yenisi ile degistirildi. Arta kalan yikama
sollisyonlarin1 ortamdan uzaklastirmak i¢in 200ul wash buffer II 6rneklerin iizerine
eklendi ve 13000xg’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Toplama tiipleri
cikarildiktan sonra filitre temiz bir tiipiin i¢ine yerlestirildi ve RNAnin filitreden
tiipe aktarilabilmesi i¢in 50 pl eliisyon buffer eklendi. Bu tiip 1 dakika boyunca
8.000x g’de santurifiij edildi ve filitre atilidi boylece total rna elde edilmis oldu.

2.8. cDNA Sentezi

Her bir 6rnek i¢in Sul mRNA, 2 pl random primer ve 4,4 pl su pcr tiipiinde
karistirildi ve rna denatiirasyonu icin thermalcycler cihazinda 65°C’ de 10 dakika
bekletildi. Daha sonra tiipler buz iizerine alindi ve cDNA sentezi i¢in hazirlnamis
olan karigim (Reverse transkriptaz reaksiyon buffer:4 pl,RNaz inhibitér: 0.5 pl,
deoksiriboniikleotid karigimi: 2 pl, DTT:1 pl,revers transkriptaz:1,1 pl) her bir tiipiin
tizerine eklenerek thermalcycler cihazina yerlestirildi. cDNA sentezi i¢in kullanilan

per dongiisii agagidaki gibidir;
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ISLEM
29°C | 10 Inkiibasyon

dakika
48 | 60 Inkiibasyon
°C dakika
85 5 Revers
°C dakika | transkriptaz

inaktivasyonu
Cizelge 2.8. cDNA sentez profili

2.9. Relative qRT-PCR Deneyi

Bu calismada kaspaz-3 BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinin relative kantitasyonu
RealTime ready Catalog Assay ile ¢alisilmistir ve housekeeping gen olarak beta actin
(actb) secilmistir. Bir onceki asamada elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilmis
ve reaksiyonlar tiim gruplar i¢in ve her bir gen i¢in ayr1 ayr1 kurulmustur. Hazirlanan
karisim; LightCycler ® 480 Probes Master:10 pl,RealTime ready Assay:1 pl (her bir
gen ic¢in farkli kullanilmistir.), su:4 pl. Bu karisimin iizerine 5 pl cDNA eklenerek
LightCycler ® 480 cihazina yiiklenmistir.

3. ARASTIRMA BULGULARI
3.1. Hiicre Proliferasyonu ve Sitotoksite Sonuclari

ODA-Raft ve DMA-Raft kopolimerlerinin MCF-7 hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik
etkisi degerlendirilmisti. RTCA sisteminin sonuglarina gore kopolimerlerinin
konsatrasyonlarmin hiicre 6liimii iizerine etkisi biiyiik olmaktadir. Sitoktoksite, doz-
cevap egrilerinin oldugu tablodaki hiicrelerin %50’ sini 6ldiiren konsantrasyon
(IC50) degerleri ile saptanmustir. (sekil 3.1.A.) IC50 degerlerine goére ODA-raft
kopolimeri hiicreler i¢in diger kopolimerleden daha toksik bulunmustur. MCF-7
hiicreleri i¢in kopolimerlerin IC50 degerleri; ODA-Raft kopolimeri i¢in 20 pg/mL,
DMA-Raft kopolimeri i¢in 40 pg/mL, ODA-MMT ve DMA-MMT kopolimerleri
icin ise 80 pg/mL’den daha yiliksek bulunmustur. Bu sonuclar ayrica diisiik
konsatrasyonlarn hiicre i¢in daha toksik oldugunu gdstermistir ve tiim veriler

degerlendirildiginde ODA-Raft kopolimeri ¢alismada 6ne ¢ikmustir.
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Sekil 3.1.A. ODA-MMT, ODA—Raft, DMA-MMT ve DMA-Raft kopolimerlerinin
MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkisinin hiicre indeksi ile logaritmik olarak

hesaplanmasi.
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Sekil 3.1.B. MCF-7 hiicrelerine muamale edilen ODA-MMT ve DMA-Raft
kopolimerlerinin Real-Time analyzer (RTCA) cihazindan elde edilen analiz
goriintiileri. Hiicre indeksi 42 saat bounca her 10 dakikada bir saptanmistir; 20 saat
sonra hiicreler kopolimerler ile muamele edilmistir (5-80 pg/mL): A1) ODA-MMT
ile muamele edilmis MFC-7 hiicrelerinin proliferasyon egrileri, B1) DMA-Raft ile
muamele edilmis MFC-7 hiicrelerinin proliferasyon egrileri. A) ODA-MMT
kopolimerinin degisik konsatrasyonlar1 ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin 42
saat boyunca indeksleri. Kontrol grubu hiicreleri sadece hiicre kiiltiirli medyumu
icermektedir. Grafikte her bir sutun farkli konsatrayonlardaki kopolimeleri
gostermekedir. B) DMA-RAFT kopolimerinin degisik konsatrasyonlar1 ile muamele

edilmis MCF-7 hiicrelerinin 42 saat boyunca indeksleri. Kontrol grubu hiicreleri

47



sadece hiicre kiiltiiri medyumu icermektedir. Grafikte her bir sutun farkli

konsatrayonlardaki kopolimeleri gostermekedir.
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Sekil 3.1.C. MCF-7 hiicrelerine muamale edilen ODA-RAFT ve DMA-MMT
kopolimerlerinin Real-Time analyzer (RTCA) cihazindan elde edilen analiz
gorlntiileri. Hiicre indeksi 42 saat bounca her 10 dakikada bir saptanmistir; 20 saat
sonra hiicreler kopolimerler ile muamele edilmistir (5-80 ug/mL): AI) ODA-Raft ile
muamele edilmis MFC-7 hiicrelerinin proliferasyon egrileri, BI) DMA-MMT ile
muamele edilmis MFC-7 hiicrelerinin proliferasyon egrileri A) ODA-RAFT
kopolimerinin degisik konsatrasyonlar1 ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin 42
saat boyunca indeksleri. Kontrol grubu hiicreleri sadece hiicre kiiltiirii medyumu
icermektedir. Grafikte her bir sutun farkli konsatrayonlardaki kopolimeleri

gostermekedir. B) DMA-MMT kopolimerinin degisik konsatrasyonlari ile muamele
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edilmis MCF-7 hiicrelerinin 42 saat boyunca indeksleri. Kontrol grubu hiicreleri
sadece hiicre kiiltiiri medyumu icermektedir. Grafikte her bir sutun farkli

konsatrayonlardaki kopolimeleri gostermekedir.

3.2. Apoptoz Sonuclari

Apoptoz oranlart iki farkli yontem ile saptanmistir; ikili boyama ve annexin-V
boyama yontemleri. Bu yontemleri kullanarak elde edilen otalama degerlere cizelge
2’de, floresan mikroskop goriintiileri sekil 3.2.” de yer almaktadir. Apoptotik etkiler
ODA-MMT, DMA-MMT, DMA-Raft ve ODA-Raft kopolimelerinin diisiik
konsantrasyonlarinda gozlemlenmis ve konsantrasyonlardaki artis apoptotik etkiyi
daha da arttirmistir. ODA-Raft kopolimerinin apoptotik etkisi 40ug/mL (cizelge 3.2.)
konsatrasyonuna kadar artmis, daha yiiksek konsatrasyonda (80 pg/mL) ise 3-18%
oraninda azalma gozlenmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlardaki ODA-Raft
kopolimerin apoptotik etkisinin yiiksek konsatrasyonlardaki DMA-MMT, DMA-Raft
ve ODA-Raft kopolimerlerinde daha fazla oldugu gézlenmistir.

Annexin-V boyama methodu ile apoptozu saptamak miimkiindiir. Sekil 3.2.-C’de
gosterildigi gibi Annexin-v boyasi apoptotik hiicreleri membranlarindaki antikorlar
ile reaksiyonundan dolay1 apoptotik hiicreler yesil olarak gdzlenmistir. Ikili boyama
ise apoptozu saptamak icin kullanilan bir diger yontemdir. Bu yontemde Hoechst
33342 isimli boya kullanilmistir ve bu boya canli hiicrelerin ¢ekirdeklerini
boyamistir. Cekirdekler floresan mikroskobundaki DAPI filitresi ile bakildiginda
hiicre c¢ekirdekleri mavi olarak gozlemlenmistir. Bu yontemle ayrica hiicre
cekirdeklerinin morfolojiside gozlemlenebilmektedir. Apoptotik indeksin double
staining ve annexin-V boyama yontemleri ile saptanan bulgular ¢izelge 3.2. de
Ozetlenmigtir ve floresan mikroskobundan elde edilen sonug goriintiileri ise sekil

3.2.-A,B ‘de yer almaktadir.

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis, annexin-V ile boyanmis hiicrelerin
niiklesular1 apoptotik olmayan hiicrelere oaranla daha da parlak bir mavi ile
boyandig1 gozlenmistir. (sekil3.2.-B). Kontrol grubu olan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. (sekil3.2.-A). DMA-MMT, DMA-Raft ve
ODA-Raft kopolimerleri ODA-Raft kopolimerine oranla daha diisiik apoptotik etki
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gostermistir. ODA-Raft kopolimerinin en yliksek apoptotik indeksi 39+3% oraninda,

40 pg/ML miktarindaki konsatrasyonunda saptanmaistir.

Polimerlerin Apoptotik indeks(%) Nekrotik indeks(%)
Miktarlar

| I 111 v I 11 11 v
(nG/ML)
0 1+1 1+1 1+1 2+1 242 3+1 1+1 2+1
10 6+1 12+1  5+1 4+1 82  13£2 4+l 3+1
20 10£2 2743 943 1542 1542 2442 72 16+1
40 14£1 3943 1243 2642 23+2  38+£2  13+1 3442
80 71 18£2  9+2 2042 3144 53+£3 1742 4242

Cizelge 3.2. MCF-7 hiicrelerine farkli miktarda muamele edilen kopolimerlerin
apoptotik ve nekrotik indeksleri; ()ODA-MMT, (II) ODA-Raft , (I DMA-MMT ve
(IV) DMA-Raft

Bu iki boyama yonteminde nekrotik hiicrelerin tespiti i¢in ayrica propotiyum iodid
(PI) boyasi kullanilmistir. PI boyas1 6lii hiicrelere ve plazma mebrani zarar gérmiis
hiicrelere direk olarak girer ve bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin floresan 15181 altinda
kirmiz1 goziikkmesini saglar. Calismamizda nekrotik hiicrelerin indeksi floresan
mikroskobunda, 480—520 nm dalga boyundaki FITC filitresi altinda incelenmistir ve
nekrotik hiicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi saglikli ya da apoptotik hiicrelerin
cekirdekleri yesil olarak gozlemlenmistir. Nekrotik hiicrelerin goriiniimii sekil 3.2-
D’de ve hiicrelerin nekrotik indeksinin yiizdeleri ¢izelge 3.2°de gosterilmistir.
Kopolimerlerin diisiik konsatrasyonlarinda hiicrelerin nekrotik indeksleri ¢ok yiiksek
bulunmamuistir. Konsatrasyonlar yiikseltildiginde nekrotik etkinin ve toksitenin gozle
goriiliir bicimde arttif1 gdzlemlenmistir. ODA-Raft kopolimerinin nekrotik etkisinin
DMA-MMT, DMA-Raft ve ODA-Raft kopolimerleri oranla daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir.  (gizelge-2) ODA-Raft  kopolimerleri nin 80 pg/mL
konsantrayonundaki nekrotik etkisinin yiizdesi; 53+3%, DMA-RAFT kopolimerinin
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80 ug/mL konsantrayonundaki nekrotik etkisinin ylizdesi; 42+2 9% seklinde

bulunmustur.

Sekil 3.2. Annexin-V boyas: ve ikili boyama yonteminde kullanilan Hoechst 33342
isimli boya ile boyanmis apoptotik hiicre ve yine ikili boyama yonteminde kullanilan
PI boyasi ile boyanmis nekrotik hiicrelerin goriintiileri. (A) ikili boyama yontemiyle
boyanmis kontrol grubu MCF-7 hiicleri (B) 40 pug/mL konsantrasyonunda ODA—Raft
kopolimeri ile muamele edilmis ikili boyama yontemiyle boyanmis MCF-7 hiicleri,
apoptoza gitmis hiicreler ok ile gosterilmistir (C) 40 pg/mL konsantrasyonunda
ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis ve Annexin-V yontemiyle boyanmis
MCF-7 hiicleri, apoptozo gitmis hiicreler ok ile gosterilmistir. (D) 40 pg/mL
konsantrasyonunda ODA—Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicleri, PI
boyasi ile boyanmis kirmizi goriinen nekrotik hiicre ¢ekirdekleri ve yesil goriinen
nekrotik olmayan hiicre ¢ekirdekleri ok ile gosterilmistir. Fotograflar 200 X’ te Leica
DM1 6000 model inverted mikroskopta ¢ekilmistir. Bar 100 pm gostermektedir.

3.3.Real-Time PCR Testinin Sonuglari

Farkli polimeler ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerindeki BRCA-1, BRCA-2 ve

kaspaz-3 genlerinin ekspresyon seviyesi relative qRT-PCR yontemiyle belirlenmistir.
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Goreceli kantitasyon yontemi ile hiicrelerdeki gen ekpsresyon seviyeleri dlgiildii.
Hem deney hemde kontrol grubundaki house keeping genin hedef gene goére orani
hesapland1 ve deney grubundaki hiicreler kontrol grubuna oranlanarak sonuglar elde

edildi.

Calismamizda bulunan degerlerin hesaplamalar1 i¢in hedef(target) ve referans
(referance) genlerin Cp (cutting point) degerleri kullanilmistir ve hesaplama
kullanilan yazilim tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir. Degerlendirme kontrol

grubu degerlerine oranlanarak yapilmustir.

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna
oranla BRCA-1 gen ekspresyon seviyesi yaklagik 1.9 kat azalmisti. DMA-Raft
kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna oranla BRCA-1
gen ekspresyon seviyesinin artmasina veye azalmasina bir etkisi olmamistir. (sekil

3.3.A.)

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna
oranla BRCA-2 gen ekspresyon seviyesi yaklasik 1,1 kat azalmistir, DMA-Raft
kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna oranla BRCA-2

gen ekspresyon seviyesi yaklasik 1,6 kat azalmigtir. (sekil 3.3.B.)

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna
oranla kaspaz-3 gen ekspresyon seviyesi yaklasik 51 kat artmistir. DMA-Raft
kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna oranla kaspaz-3
gen ekspresyon seviyesi yakalsik 113 kat artmistir. DMA-Raft kopolimeri ODA-Raft
kopolimerine oranla hiicrelerde kaspaz-3 gen ekspresyon seviyesinin artmasinda

daha etkili olmustur.(sekil 3.3.C.)
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Sekil 3.3.A. Kontrol grubu, DMA-Raft ve ODA-Raft kopolimerleri ile muamele
edilmis MCF-7 hiicrelerinin BRCA-1 gen ekspresyon seviyesindeki degisimler
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Sekil 3.3.B. Kontrol grubu, DMA-Raft ve ODA-Raft kopolimerleri ile muamele
edilmis MCF-7 hiicrelerinin BRCA-2 gen ekspresyon seviyesindeki degisimler
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Sekil 3.3.C. Kontrol grubu, DMA-Raft ve ODA-Raft kopolimerleri ile muamele

edilmis MCF-7 hiicrelerinin Kaspaz-3 gen ekspresyon seviyesindeki degisimler
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Sekil 3.3.D. BRCA-1,BRCA-2 VE KASPAZ-3 Genlerinin Amplifikasyon(Cogalma)

Egrileri

4. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismamizda, ODA-MMT ve DMA-MMT maddelerinin MCF-7 hiicre hatti

iizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkisi, apoptotik —nekrotik etkisi ve BRCA-1,

BRCA-2 ve Kaspaz-3 genlerinin ekspresyon seviyelerine etkisi incelenmistir.
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RTCA sistemi ile ODA-RAFT ve DMA-RAFT kopolimerlerinin MCF-7 hiicre hatlart
lizerine sitotoksik etkisi arastirilmigtir. Sitoktoksite, doz-cevap egrilerinin oldugu
tablodaki hiicrelerin  %50’sini  6ldiiren konsantrasyon (IC50) degerleri ile
saptanmistir. (sekil 3.1.A.) MCF-7 hiicreleri i¢in kopolimerlerin IC50 degerleri;
ODA-Raft kopolimeri i¢in 20 pg/mL, DMA-Raft kopolimeri i¢in 40 pg/mL, ODA-
MMT ve DMA-MMT kopolimerleri igin ise 80 pg/mL’den daha yiiksek
bulunmustur. RTCA  sisteminin sonuglarina gore kopolimerlerinin
konsatrasyonlariin hiicre 6liimii tizerine etkisi biiyiik olmaktadir. Bu sonuglar ayrica
diisiik konsatrasyonlarin hiicre i¢in daha toksik oldugunu gostermistir ve tiim veriler
degerlendirildiginde =~ ODA-Raft kopolimeri MCF-7 hiicreleri igin diger
kopolimerlerden daha toksik bulunmustur. (Sekil 3.1.A.)

Ayrica ODA-MMT, DMA-MMT, ODA-Raft ve DMA-Raft kopolimerlerinin MCF-7
hiicrelerine proliferatif etkisi incelenmistir. Bu etkiyi goézlemleyebilmek i¢in RTCA
sisteminden faydalanildi ve hiicrelerin indeksleri 42 saat boyunca 10 dakikada bir

sistem tarafindan saptanmuistir.

ODA-MMT ile muamele edilmis hiicrelerde en ¢ok antiproliferatif etki kopolimerin
80 pg/mL konsantrasyonunda, en ¢ok proliferatif etki ise kopolimerin 20 pg/mL
konsantrasyonunda saptanmustir. (Sekil 3.1.B/A)

ODA-Raft ile muamele edilmis hiicrelerde kopolimerin tiim konsantrasyonlarinda
antiproliferatif etki saptanmistir. Kopolimerin 40 pg/mL konsatrasyonu ise hiicreler

icin en ¢ok antiproliferatif etkisi olan deger olarak saptanmistir. (Sekil 3.1.C/A)

DMA-MMT ile muamele edilmis hiicrelerde en ¢ok antiproliferatif etki 80 pg/mL
konsatrasyonunda, en c¢ok proliferatif etki ise kopolimerin 5 pg/mL

konsatrasyonunda saptanmuistir. (Sekil 3.1.C/B)

Kopolimelerin hiicreye apoptotik ve nekrotik etkileri ikili ve annexin-V boyama
yontemleri ile saptanmistir. Bu yontemleri kullanarak elde edilen otalama degerlere

cizelge 2’de, floresan mikroskop goriintiileri sekil 3.2.” de yer almaktadir.

Apoptotik  etkiler ODA-MMT, DMA-MMT, DMA-Raft ve ODA-Raft
kopolimelerinin diisiik konsantrasyonlarinda gézlenmis ve konsantrasyonlardaki artis

apoptotik etkiyi daha da arttirmisti. ODA-Raft kopolimerinin apoptotik etkisi
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40ung/mL konsatrasyonunda artmis, daha yiiksek konsatrasyonda(80 pg/mL) ise %3-
18 oraninda azalma gozlenmistir. Diger kopolimerlerin apoptotik etkisi ise 40pg/mL
konsatrasyonunda en yiiksek yiizdeye ulagsmis diger konsatrasyonlarinda ise ortalama
%3-24 oraninda azalma gostermistir. Ayrica ODA-Raft kopolimerin apoptotik
etkisinin en yiiksek oldugu 40pug/mL konsatrasyonundaki etkisi; DMA-MMT, DMA-
Raft ve ODA-Raft kopolimerlerinin 40ug/mL konsatrasyonlarindaki etkilerinden
ortalama % 13-27 oraninda daha fazla oldugu gozlenmistir. (Cizelge 3.2.)

ODA-MMT, DMA-MMT, DMA-Raft ve ODA-Raft kopolimelerinin nekrotik etkileri
en yiiksek konsatrasyonlarinda gozlenmstir. ODA-Raft kopolimerinin en yliksek
konsantarsyonu  80pug/mL’daki nekrotik etkisi % 9-36 oraminda diger
kopolimerlerden daha fazla bulunmustur. (Cizelge 3.2.)

ikili boyama yéntemiyle boyanmis kontrol grubu MCF-7 hiicleri herhangi bir
kopolimer ile muamele edilmedigi icin floresan mikroskobu altinda hiicrelerin
cekirdekleri canli mavi renkte goriilmistiir. (Sekil 3.2-A) Hiicrelerde en yiiksek
apoptotik etkisi olan 40 pg/mL konsantrasyonunda ODA-Raft kopolimeri ile
muamele edilmis MCF-7 hiicleri ikili boyama yontemiyle boyanmis, floresan
mikroskop altinda canli mavi renk kontrol grubuna oranla ¢cok daha az gozlenmistir.
(Sekil 3.2-B) Hiicrelerde en yiikksek apoptotik etkisi olan 40 pg/mL
konsantrasyonunda ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicleri
Annexin-V yontemiyle boyanmis, apoptoza gitmis hiicreler floresan mikroskop
altinda yesil renkli gézlenmistir. (Sekil 3.2-C) Hiicrelerde en yiiksek apoptotik etkisi
olan 40 pg/mL konsantrasyonunda ODA—-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-
7 hiicleri, PI boyasi ile boyanmis floresan mikroskop altinda gériinen nekrotik hiicre
cekirdekleri kirmizi renkli ve nekrotik olmayan hiicre ¢ekirdekleri ise yesil renkli

gozlenmistir.

BRCA-1, BRCA-2 ve Kaspaz-3 genlerinin ekspresyon seviyelerine etkisi Real-Time

PCR yontemi ile incelenmistir.

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna
oranla BRCA-1 gen ekspresyon seviyesi yaklasik 1.9 kat azalmistir. DMA-Raft

kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna oranla BRCA-1
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gen ekspresyon seviyesinin artmasina veye azalmasina bir etkisi olmamistir. (sekil

3.3.A))

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna
oranla BRCA-2 gen ekspresyon seviyesi yaklasik 1,1 kat azalmistir. DMA-Raft
kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna oranla BRCA-2
gen ekspresyon seviyesi yaklagik 1,6 kat azalmistir. (sekil 3.3.B.)

ODA-Raft kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna
oranla kaspaz-3 gen ckspresyon seviyesi yaklasik 51 kat artmistir. DMA-Raft
kopolimeri ile muamele edilmis MCF-7 hiicrlerinde kontrol grubuna oranla kaspaz-3
gen ekspresyon seviyesi yakalsik 113 kat artmistir. DMA-Raft kopolimeri ODA-Raft
kopolimerine oranla hiicrelerde kaspas-3 gen ekspresyon seviesinin artmasinda daha

etkili olmustur.(sekil 3.3.C.)

Sunulan ¢alismamizda ODA-Raft kopolimeri diger kopolimerlerden daha yiiksek bir
sitotoksik etkiye, antiproliferatif etkiye ve en onemliside apoptotik etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Ayn1 zamanda ODA-Raft kopolimerinin kaspaz-3 geninin ekspresyon
seviyesini arttirmasida gozlenmistir. ODA-Raft kopolimerinin MCF-7 hiicrelerindeki
yiiksek apoptotik etkisini, apoptotik yolakta rol alan kaspaz-3 geninin ekspresyonunu

arttirarak yarattigini diistindiirmektedir.
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