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OZET

Yenmis, G. (2018). Metforminin Yaslanma Ve Kanser Uzerindeki Etkisinin Molekiiler
Mekanizmalarinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim
Enstitiisti, Tibbi Biyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Epidemiyolojik veriler, biguanidin, yani 1960’11 yillardan beri tip 2 diyabette ilk
basamak tedavi olan metforminin, kanser insidansi ve mortalitesindeki potansiyelini
incelemek i¢in birgok in vitro ve in vivo ¢alismalarin yani sira ¢ok sayida klinik ¢alisma
yapildigin1 vurgulamaktadir. Metformin yaygin olarak recete edilen bir anti-diyabetik
ilactir ve kullanimi daha diisiik kanser insidansi ile iligkilidir. Metforminin
tiimdrogenezi zayiflattigt mekanizmalar tam olarak anlasilmamis olmasina ragmen, bu
bilesigin veya 1ilgili biguanilerin antineoplastik aktiviteye sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Mevcut kanitlar, NF-kB sinyal yolunun anormal aktivasyonunun
karsinojenez ile iliskili oldugunu giiglii bir sekilde géstermektedir. Her ikisi de kanserin
gelismesinde 6nemli olan immiin yanit1 ve apoptoz gibi bir dizi anahtar hiicresel sireg,
bu yolun etkileyicileri tarafindan yonetilmektedir. Matriks metalloproteinazlar (MMP)
da tliimor metastazi i¢in 6nemli ajanlardir ve tiimor tanisi i¢in muhtemel adaylardir. Bu
nedenle, etkili bir doz ile metforminin, NF-kB sinyalini azaltarak timor
proliferasyonunu ve MMP-2 ve MMP-9 ifadelerini inhibe edebilecegi hipotezini
olusturduk. Immiinositokimya yéntemiyle MMP-2, MMP-9 ve NF-kB protein
miktarlaria, ger¢ek zamanli PCR ile MMP-2, MMP-9 ve NF-kB ekspresyonlarina,
ELISA yontemiyle NF-kB aktivitesine, akim sitometri ile apoptoz degisimine ve
MALDI/TOF-MS ile protein  profillerine  bakildi.  Timér  hiicrelerinin
proliferasyonunun, 25 mM metformin dozunda 24 saat sonrasinda inhibe edildigi,
metformin dozlarmin artmasiyla NF-kB aktivitesinin azaldigi gozlendi. Timor
hiicrelerinde apoptoz 25 mM metformin dozunda artarken tiimor dist meme dokusu
hiicrelerinde anlamli bir degisiklik gozlenmedi. MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon
seviyelerinde metfomin uygulamasi sonrasinda anlamli diisiisler gozlendi. Yine
metformin uygulamasi sonrasinda kanser hiicrelerindeki apoptoz miktarlarinda artma
g6zlendi. Bu sonuclar, metforminin meme kanseri Uzerindeki anti-kanser etkisinin
invazyonu engelleme ve apoptozu tesvik etme seklinde oldugu sonucunu dogurabilir.
Proteomik veriler, timor ve tiimor dist hiicrelerin farkli protein profillerine sahip
oldugunu gostermistir. Timor regresyonunda in vivo olarak metforminin kisa siireli
yararl olmamasina ragmen, meme kanserine karsi onleyici bir rolii vardir; bu kismen
timor proliferasyonunun zayiflamasina atfedilebilir. Yine de metforminin anti-
proliferatif etkisini timore 6zgii olup olmadigini degerlendirmek i¢in daha fazla
arastirma gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Metformin, NF-kB, Matrix Metalloproteinazlar,
Primer kultar.
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ABSTRACT

Yenmis, G. (2018). Investigation of the Molecular Mechanisms of the Effect of
Metformin on Aging and Cancer. Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate
Studies, Department of Medical Biology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Epidemiologic data have highlighted the positive effects of a biguanide, namely
metformin,which is the first-line treatment for type 2 diabetes since the 1960’s, to
reduce cancer incidence and mortality, many in vitro and in vivo studies, as well as a
large number of clinical trials, have been conducted in order to study its potential.
Metformin is a widely prescribed anti-diabetic drug and its use is associated with lower
cancer incidence. Although the mechanisms by which metformin attenuates
tumorigenesis are not clearly understood, it has been proposed that this compound or
related biguanides may have antineoplastic activity. Current evidence strongly suggests
that aberrant activation of the NF-kB signaling pathway is associated with
carcinogenesis. A number of key cellular processes such as immune responses and
apoptosis, both crucial in the development of cancer, are governed by the effectors of
this pathway. The matrix metalloproteinases are also key agent for tumor metastasis and
to be the probable candidates for tumor diagnosis. We, therefore, hypothesized that
metformin with an effective dose can inhibit tumor proliferation and MMP-2 and MMP-
9 expressions via decreasing NF-kB signaling. MMP-2, MMP-9 and NF-kB protein
content are determined by immunocytochemistry, MMP-2, MMP-9 and NF-kB
expressions by real-time PCR, NF-kB activity by ELISA method, apoptosis change by
flow cytometry and protein profiles by MALDI / TOF-MS. The proliferation of tumor
cells is inhibited in 24 hours time at metformin dose of 25 mM. NF-KB activity is
decreased by increasing metformin doses. Apoptosis in tumor cells is increased at
25mM metformin dose, while no significant change was observed in non-tumoral breast
tissue cells. MMP-2 and MMP-9 expression levels were significantly lower after
metformin application. Increased levels of apoptosis in cancer cells were observed after
metformin administration. These results may suggest that the anti-cancer effect of
metformin on breast cancer is to prevent invasion and promote apoptosis.The
proteomics data has shown the different protein patterns of the tumor and non-tumoral
cells. Despite the lack of short-term benefit of metformin in tumor regression in vivo, a
preventive role of metformin against breast cancer was implicated, which is at least
partially attributable to the attenuation of tumor proliferation, regulation of MMP-2 and
MMP-9 expression, and NF-kB activity. Further investigation is required to evaluate
whether the anti-proliferative effect of metformin is tumor-specific.

Key Words: Breast cancer, Metformin, NF-kB, Matrix Metalloproteinases, Primer
culture.
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, dliimle sonuglanan diinya geneli kadin kanserleri igerisinde
akciger kanseriyle birlikte ilk sirada yer almaktadir. Bunun en temel sebebi, hastaligin
olugmasindan c¢ok, ortaya c¢ikmasi sonrasinda tedavisinin bireysel olarak farklilik
gostermesi ve hastalarin DNA profillerine spesifik tedavi yontemi ihtiyaci olarak goze
carpmaktadir. Kanserlerin 6liimle sonu¢lanmasinin en temel sebebi metastaz adini
verdigimiz, kanserin ortaya ¢iktig1 lokasyondan kan ve / veya lenf damar sistemlerine
sizarak viicudun baska yerlerine go¢mesi ve burada daha farkli kanserlere sebep
olmasidir. Bunu ekstraseliiler matriksi (ECM) pargalayan matriks metalloproteinazlari
(MMP) kullanarak yaparlar. Niklear faktor kappa b (NF-kB) sade bir transkripsiyon
faktorii olarak bilinse de proliferasyondan farklilagsmaya, apoptozdan otofajiye kadar
bircok olayda merkezi rol oynamaktadir. Ozellikle inflamasyon belirteci oldugu
diistiniilince kanserlesme siirecindeki etkisi kaginilmazdir. Proteomiks, 21. yiizyilda
genomiksin alternatifi olarak kullanilacak bir yontem olarak gdze ¢arpmaktadir. Kanser
hiicrelerindeki protein profilindeki degisiklikler hastaligi anlayabilmemiz konusunda
bize yol gosterici olabilecektir. Bir Tip 2 diyabet tedavi ajam1 olarak kullanilan
metforminin, son senelerde kanserogenezi yavaglattigi ve kimi zaman durdurabildigi
bilinmektedir. Bu ajanin meme kanserindeki etkisi bilinmekte ama etkin dozdaki
farkliliklar, etki mekanizmasi gibi Onemli kriterler heniiz aydinlatilamamistir. Bu
parametreleri birlikte disiindiigiimiizde, ayn1 hastaya ait timor ve non-tumoral dokular
arasinda NF-kB merkezli metalloproteinaz, proliferasyon ve protein profilleri arasindaki
farkliliklarin etkin bir metformin dozunda hastaliga olan etkisinin arastirilmasi ve

aydinlatilmas1 amaglanmaktadir.
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2. GENEL BIiLGILER

Meme kanseri, gelismis iilkelerin ¢ogunda yeni teshis edilen malignitelerin {icte
birini olusturan kadinlar arasinda en sik goriilen neoplazmdir (Spitale ve ark., 2008).
Ozgiil patolojik ozellikler ve birtakim farkli biyolojik davranislari olan oldukga
heterojen bir hastaliktir (Spitale ve ark., 2008; Tang ve ark., 2008). Farkli meme timorii
alt tiplerinin farkli risk faktorleri, klinik prezentasyonu, histopatolojik o6zellikleri,
sonuglar1 ve sistemik tedaviye yamiti vardir (Desmedt ve ark., 2009; Ilwamoto ve
Pusztai, 2010; Jorge S Reis-Filho ve ark., 2010; Sotiriou ve Pusztai, 2009; Britta ve
ark., 2010). Bu nedenle, klinik olarak ilgili alt tipler tarafindan meme kanserinin
siniflandirilmas: gerekmektedir. immiinhistokimya (IHK) belirtegleri ile birlikte tiimor
boyutu, timor derecesi, nodal tutulum, histolojik tip ve cerrahi smirlar gibi
klinikopatolojik degiskenler, prognoz, tahmin ve tedavi se¢imi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Cheang ve ark., 2009; Vallejos ve ark., 2010). 1970°1i yillarda, meme
kanseri iki alt tipe ayrilmistir. Ostrojen reseptérii (OR) cevabinin olup olmamasi bilinen
tek smiflandirma yontemi olarak kabul gérmiistiir. Yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi ve
karmagik timor olusumunun ilerlemesinin artmasiyla yeni biyobelirtecler ve yeni alt
tipler tanimlanmistir. Bu, bir yandan, daha dogru hastalik yonetiminde bize yardimci
olmakla birlikte, 6te yandan, meme kanseri heterojenligine kars1 anlayisimizi

karmasiklastirmaktadir.

2.1. Meme Kanseri Simiflandirmasi

Meme kanseri siniflandirmasi yaygin olarak 2 sekilde yapilmaktadir: Molekiiler

ve Histolojik siniflandirma.

2.2. Molekiiler Siniflandirma

Molekiiler smiflandirmada esas alinan kriterlere gore bu smiflandirma
dallanabilmektedir. Buna gore molekiler siniflandirma vaka durumundaki cesitlilik
dolayisiyla farklilik da gdosterebilmektedir. Molekiiler siniflandirmada hormon ve

biliylime reseptorleri, meme tlimorii temel molekdiler alt tiplerini tanimlar.

Meme tiimorii molekiiler alt simiflandirmast icin klasik olarak OR, progesteron
reseptéri (PR) ve insan epidermal biyume faktori reseptori 2 (HERZ2) dahil olmak
tizere immiinohistokimya (IHK) belirtegleri kullanilmaktadir (Fulford ve ark., 2006). Bu
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belirtegleri test eden deneyler, patoloji laboratuvarlarinda rutin  olarak
gerceklestirilmektedir (Spitale ve ark., 2008). Bu hormon ve blylme reseptorlerinin
hiicre biiylimesi sinyallesmesine aracilik ettigi bilinmektedir. Mesela 6strojenin, meme
kanserinin gelisimini destekledigi ve Ostrojen reseptorlerine sahip meme kanseri hicre
hatlarinin in vitro biiylimesini uyardig1 bilinmektedir (Lippman ve ark., 1976; Moon ve
ark., 1981). Meme tiimérleri, bu belirteglere gore dort temel alt gruba ayrilir. [OR + | PR
+] HER2- (OR veya PR pozitifligi olan ve HER2 negatifligi olan tiimérler), [OR + | PR
+] HER2 + (OR veya PR pozitifligi olan ve HER2 pozitifligi olan tiimérler), OR-PR-
HER2 + (OR ve PR negatifligi olan ve HER2 pozitif olan tiiméorler), OR-PR-HER2-
(OR, PR, HER2 negatifligi olan tiimérler, baska bir deyisle "iiclii negatif"). Genel
olarak, OR-PR-tiimérleri (nem OR hem de PR negatif olan timoérler), [OR + | PR +]

tiimorlerinden (OR veya PR pozitif olan tiimdrler) kiyasla daha kétii prognoza sahiptir.
2.2.1. Endokrin Reseptorler

2.2.1.1. Ostrojen Reseptori

OR, meme kanseri smiflandirmasi igin en énemli ve yaygin biyobelirtectir. Ilk
olarak 1960’larda tanimlanmis ve meme kanseri klinik yonetiminde 1970’lerin
ortalarindan beri endokrin yanitinin birincil gostergesi ve erken niiks i¢in prognostik
faktor olarak kullanilmaktadir (Rakha ve ark., 2010). Meme kanserogenezinde dnemli
rol oynayan OR’nin inhibisyonu meme kanseri endokrin tedavisinin temelini olusturur.
OR pozitif tiimorler, tiim meme kanseri hastalarmin % 75 kadarini olusturur ve 50 yasin
altindakilerde bu oran % 65 iken 50 yasin {izerindeki hastalarda % 80 civarindadir
(Anderson ve ark., 2002). OR pozitif tiimérler bilyiik dlciide iyi ayirt edilebilir, daha az
agresif ve cerrahi operasyon sonrast1 OR-negatif olanlardan daha iyi sonuglar
verebilmektedir (Putti ve ark., 2005). OR, tek basina, hastanin uzun siireli sag kalimmin
degerlendirilmesi g6z Oniline alindiginda kiigiik bir farkla smirli prognostik deger
sagladig1r halde (Lancet, 2005), meme kanserinde tanimlanan en gii¢lii tek ongorebilir
faktor olarak kabul edilmistir (Badve ve Nakshatri, 2009; Lancet, 2005; Oh ve ark.,
2006; Sgrlie ve ark., 2003). Genel olarak, OR negatif timdérlerin endokrin tedavisine
yamt vermesi olas1 degildir ve OR-pozitif hastalarin ancak yarisi, anti-Gstrojen veya
aromataz inhibitdrlerine yamit vermektedir (Lancet, 1998). OR-negatif timorlerinin
kiiciik bir oraninin da hormonal tedaviye yanit verdigi bilinmektedir (Dowsett ve ark.,

2006; Esserman ve ark., 2005). OR tedavisine farkli yanit veren OR-pozitif
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timorlerdeki farklilik transkripsiyonel duzeyde (Dai ve ark., 2014; Perou ve ark., 2000;
Serlie ve ark.,, 2003) ya da hastalar arasindaki genetik farklilik / karmasiklik
olabilmektedir (Chin ve ark., 2006; Natrajan ve ark., 2009; Natrajan ve ark., 2010).

2.2.1.2. Progesteron Reseptori

Bir i¢ salg tarafindan indiiklenen PR aktivasyonu aslinda aktif bir OR sinyaline
isaret eder (Horwitz ve McGuire, 1975; Horwitz ve ark., 1978; Lanari ve ark., 2009;
Walker, 2008). Meme kanserinin % 65-75’inde PR-pozitif tiimérler bulunmaktadir ve
bir¢ok calisma bu tiimorlerin meme kanseri siniflandirmasindaki klinik etkilerine dikkat
cekmektedir (Colomer ve ark., 2005; Elledge ve ark., 2000; Ravdin ve ark., 1992;
Regan ve ark., 2006; Ryden ve ark., 2005; Stendahl ve ark., 2006). Bununla birlikte,
PR’nin endokrin terapotik yanitla ilgili OR iizerindeki &ngdriicii roliinii destekleyen
kanit eksikligi nedeniyle bir¢cok arastirmaci tarafindan siniflandirmadaki rolii
sorgulanmistir (Lancet, 1998, 2005; Olivotto ve ark., 2004). PR-pozitif timdrler nadiren
OR-negatiftir (Olivotto ve ark., 2004) ve kullanilan ydntemin hassasiyetine gére bu oran
% 0.2- 10 arasindadir (Allred, 2008; de Cremoux Ve ark., 2002; Rakha ve ark., 2010;
Viale ve ark., 2007; Yu ve ark., 2008). Bu nedenle, OR-negatif bir vakada giiclii PR
pozitifligi, hastaya rutin pratikte de siklikla karsilagilan yanlhis OR-negatif sonucu
verilmesine neden olabilmektedir (Allred, 2008). OR-pozitif timdérlerin yaklasik %40°1
PR-negatiftir (Rakha ve ark., 2007). Ozellikle tamoxifen tedavisi géren metastatik
tumorlerde (Elledge ve ark., 2000; Ravdin ve ark., 1992), OR+ PR- timoérleri, OR + PR
+ tiimorlere gore endokrin tedavisine daha az yanit vermektedir. OR-pozitif timorlerde
PR ekspresyonunun olmamasi, daha sonradan tamoxifen direncine de sebep olmasi
muhtemel bozulmus biiylime faktorii sinyallesmesini diisiindiirebilir (Arpino ve ark.,
2005; Bardou ve ark., 2003; Ferno ve ark., 2000; Rakha ve ark., 2007). PR geleneksel
olarak meme tiimérii alt tiplemesinde OR ile birlikte kullamilir, yani OR + PR +, OR +
PR-, OR-PR +, OR-PR- olarak smiflandirilir. Cift pozitif grup (OR + PR +), meme
timorlerinin % 55-65’ini olusturur (Anderson ve ark., 2001; Dunnwald ve ark., 2007;
Rakha ve ark., 2007) ve bunlarin % 75-85’i endokrin tedavisine yanit vermektedir
(Dowsett ve ark., 2006). Diger alt gruplarla karsilastirildiginda, bu tiimorler yaslilik,
diisiik histolojik derece, daha kiiciik tiimor boyutu ve daha diisiik 6liim orani ile
iliskilendirilmislerdir. Cift negatif grup (OR-PR-) timorlerin %18-25ini olusturur ve

bunlarin % 85'1 histolojik derece 3’tiir. Bu tiimorler daha yiiksek niiks orani, azalmis sag
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kalim stiresi ile iliskili olup endokrin tedavisine cevap vermemektedir (Anderson ve
ark., 2001; Bardou ve ark., 2003; Elledge ve ark., 2000; Kinne ve ark., 1987; Parl ve
ark., 1984; Ravdin ve ark., 1992). OR ve PR’nin eszamanl negatifligi olan tiimérlerde,
genel olarak, preoperatif taksan/antrasiklin bazli tedavide iyi yanit alinabilmektedir
(Maggie CU Cheang ve ark., 2009; M Dowsett ve ark., 2006). Birgok kanit, bu siniftaki
tiimorlerin oldukg¢a heterojen oldugunu (Britta Weigelt ve ark., 2010; Weigelt ve Reis-
Filho, 2009) ve HER2 gibi diger belirteclerin durumuna goére bir¢ok alt gruba
ayrilabilecegini gOstermektedir (Sorlie ve ark., 2001; Serlie ve ark., 2003). Meme
kanseri hastalarinin tek pozitif fenotipli goriinme sikliklart OR + PR- igin % 12 -17
(Anderson ve ark., 2001; Dunnwald ve ark., 2007; Rakha ve ark., 2007), OR-PR + icin
ise % 0.2-10 arasindadir. Cift pozitif tiimorlerle karsilastirildiginda, bu kanserlerde daha
yuksek histolojik derece, daha buyuk tumoér boyutu ve kromozomal andploidi olma
olasilig1 daha artmistir ve epidermal biiyiime faktorii reseptori (EBFR) ve HER2 gibi
proliferasyonla iliskili genlerin ekspresyonunu daha yuksektir (Arpino ve ark., 2005;
Rakha ve ark., 2007). Tek hormon reseptorii pozitifligi olan tiimorler, sadece hormonal
manipulasyona % 40 yanit vermekle birlikte (M Dowsett ve ark., 2006), aslinda,
endokrin tedavisine, ¢ift pozitif hormon reseptorleri barindiranlara gére daha az iyi
yanit verirler (Bardou ve ark., 2003; Osborne ve ark., 1980; Ravdin ve ark., 1992), Tek
pozitif grubun, ¢ift pozitif ve ¢ift negatif grup arasinda kalan biyolojik ara simif 6zelligi
gosterdigi bilinmektedir (Blenkiron ve ark., 2007; Rakha ve ark., 2007; Sundblad ve
Caprarulo, 1996). Alt tiplemede reseptor durumunun tanimlanmasi i¢in ikili gosterimin
yani pozitif ve negatifin kullanilmasi yerine, tiimoérlerin endokrin tedavisine yanitini
ongormek icin OR ve PR ekspresyon seviyeleri kullanilmaktadir (Goldhirsch ve ark.,
2007). OR + PR + tiimérleri iki kategoride degerlendirilmektedir, yani, hem OR hem de
PR'yi asir eksprese eden tiimorler (OR> %50 ve PR> %50) ya da her iki reseptdr
seviyesini de diisiik eksprese eden tiimdrler (%10 <OR < %50 veya PR < %50). Ilk
kategorinin hormon tedavisine son derece duyarl oldugu ve ikinci grupta ise endokrin
yamtmin olmadig bildirilmistir. Ote yandan, OR- / PR- grubu (OR < %10 ve PR <
%10), endokrin tedaviden fayda gorememektedir (Goldhirsch ve ark., 2007). Bir meta
analiz, 5 yillik tamoksifen tedavisinin kadinlardaki etkisinin OR diizeyiyle orantili
oldugunu gostermektedir (Lancet, 1998). Stendahl ve ark. klinik pratiginde hem OR
hem de PR’nin iki zit gruba ayrilmis immiinohistokimyasal degerlendirmesinden ziyade

parcalara ayrilmis bir kullanimin1 6nermektedir (Stendahl ve ark., 2006). Birlikte ele
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alindiginda, birlesik OR ve PR degerlendirmesi, meme kanseri varyantlarini tek basina
kullanmaktan daha iyi ayirt edebilmektedir. Iki reseptor tarafindan siiflandirilan meme
kanseri alt tipleri OR + PR +, OR + PR-, OR-PR +, OR-PR- olarak degerlendirilirken;
timor boyutu, timor derecesi, hormonal tedaviye cevap, tedavi sonrasi sag kalim siiresi
diisiiniildiiginde OR + PR + en uygun ve OR-PR- en agresif kanserler olarak
siralanabilir (Anderson ve ark., 2001; Arpino ve ark., 2005; Bardou ve ark., 2003;
Dowsett ve ark., 2005; Dunnwald ve ark., 2007; Elledge ve ark., 2000; Ferno ve ark.,
2000; Rakha ve ark., 2007; Ravdin ve ark., 1992).

2.2.1.3. HER?2

HER2 amplifikasyonunun klinik etkileri 1987°den beri bilinmektedir (Slamon
ve ark., 1987). Cok sayida ¢alisma, HER2 gen amplifikasyonu veya protein asiri
ekspresyonunun, zayif prognoz ve sistemik kemoterapi tedavisi alindiginda iyi klinik
sonugla iligkili oldugunu ortaya koymustur (Bartlett ve ark., 2003; Chia ve ark., 2008;
Wolff ve ark., 2007). HER2 proteininin asir1 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu,
invazif duktal meme kanserinin % 13-20’sinde gozlenmekte olup bu hastalarin
yarisindan fazlasi (yaklasik % 55) OR-PR- fenotipindedir (Dandachi ve ark., 2002;
Quenel ve ark., 1995; Slamon ve ark., 1987). HER2 pozitifliginin prognostik degeri,
lenf nodu (lenf diigiimii)-pozitif olanlarda negatif olan hastalara gore daha yulksektir.

HER?2 pozitifligini sorgulamak, trastuzumabin ileri tiimorlere uygulanmasi veya
potansiyel HER2-pozitif erken evre hastalara adjuvan tedavi uygulanmasindan once
rutin bir klinik uygulama olarak kullanilmistir (Piccart-Gebhart ve ark., 2005; Slamon
ve ark., 2001). HER2 pozitifliginin varligi yine Anthracycline temelli kemoterapi
tedavisine iyi yanitla iliskilendirilmistir (Thor ve ark., 1998; Wood ve ark., 1994).
HER2 pozitifligi, endokrin tedavilere mutlak direncle iliskili degil, goreceli olarak
iliskilidir (Konecny ve ark., 2003), ki bu da HER2’nin OR / PR ekspresyonuyla ters
iliskisiyle tutarlidir (Quenel ve ark., 1995). Yukarida belirtilen tedavilere ve stratejilere
ragmen, HER2, HER?2 proteininin i¢ tirozin kinaz kismin1 hedefleyen lapatinib ve asilar

da dahil olmak iizere ¢esitli yeni kanser terapilerinin 6nemli bir hedefidir.

Bu iic reseptorin (OR, PR ve HER2) iki fazli immiinohistokimyasal
degerlendirmesini kullanarak, meme tiimérleri [OR + | PR +] HER2 -, [OR + | PR +]
HER2 +, OR-PR-HER2 + ve OR-PR-HER2- olarak smiflandirilabilir. [OR + | PR +]
HER2- ve [OR + | PR +] HER2 +, gen ekspresyonu profilleme (GEP) isimlendirmesi ile



25

tanimlanan liimen A ve liimen B tiimorlerine benzerdir (Carey ve ark., 2006; Matos,
Dufloth ve ark., 2005). Bununla birlikte, IHK ve GEP siniflandirmas1 arasindaki boyle
bir donilisim iizerinde hala fikir ayriliklar1 bulunmaktadir. Klinik oncesi ve klinik
veriler, HER2’nin asir1 ekspresyonunun, OR + veya PR + tiimorlerde hormonal tedaviye
kars1 igsel direng sagladigini gostermektedir; bu da, [OR + | PR +] HER2 +
tiimdrlerinin, tek ajanlik hormon terapisinden ¢ok fayda saglayamayacagina isaret
etmektedir. [OR + | PR +] HER2 + postmenopozal hastalarda hormon tedavisini ve
hedefe yonelik anti-HER2 tedavisini birlestiren randomize klinik ¢alismalardan elde
edilen sonuglar, bu yeni ¢ift hedefleme stratejisinin hasta sagligini énemli Slgiide
diizeltebildigini gostermektedir (Cuzick ve ark., 2009). Konecny ve ark. HER2
ekspresyonunun OR ile ters orantili oldugunu ve [OR + | PR +] HER2 + tiimorlerdeki
hormon tedavisine direncin [OR + | PR +] HER2- alt tipi ile karsilastirildiginda kismen
azalmasini, azalmis OR ya da PR ekspresyonuyla ya da OR ve PR de HER2’den daha
fazla proliferasyon hiziyla iliskilendirmislerdir (Konecny ve ark., 2003). Diger
calismalar, [OR + | PR +] HER2 + meme kanserinin anti-HER2 terapisinin
kemoterapiyle birlikte daha fazla fayda saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Hu ve ark.,
2006). Patolojik tam yanitin (meme bdlgesinde ve en yakin aksiller lenf nodu
bolgesinde rezidiel invazif kanserin yoklugu olarak tanimlanan (Nikas ve ark., 2012)
basarisina bakilmaksizin [OR + | PR +] HER2 + tiimérlerinin iyi prognoza sahip
oldugu, buna karsihk OR-PR-HER2 + ve OR-PR-HER2-fenotipindeki hastalarm
prognozunun en kotii oldugu gosterilmistir (Lehmann ve ark., 2011). Hayes ve ark.
HER2 + timorlerinin, OR-statiisiinden bagimsiz olarak, OR-HER2-tiimérlerinin bu tir
tedaviden az fayda saglamasina ragmen, doksorubisin ve siklofosfamid ile adjuvan
tedaviden sonra paklitaksel ilavesinden yararlandiklarini géstermislerdir (Hayes ve ark.,
2007). Mevcut tiim kanitlar, [OR + | PR +] HER2 tiimé&rlerinin hormon tedavisine en iyi
prognoza ve yanita sahip oldugunu gostermektedir. OR-PR-HER2 + ve OR-PR-HER2-
timorleri kotii diferansiye, agresif davramis ve kotii sonug gosterirler ve hormon

tedavisine ¢ok az yanit verirler.

2.2.1.4. Androjen Reseptori (AR)

OR, PR ve HER2 yani sira, androjen reseptorii (AR) de meme kanseri alt
siniflandirmasinda kullamlmaktadir. AR, OR-pozitif tiimdrlerin % 90’inda ve OR-

negatif tlimorlerin % 55’inde eksprese edilen yaygin seks steroid hormon reseptoriidiir
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(Hu ve ark., 2011; Ogawa ve ark., 2008). Meme kanserinde potansiyel bir prognostik
belirtec ve terapdtik hedeftir. HER2 ile benzer bir rol oynar gibi gérinmektedir. Lakis
ve ark. OR-PR-tiimérleri OR-PR-AR + ve hormon reseptor negatif (OR-PR-AR-)
karsinomlar olarak siniflandirmislardir (Farmer ve ark., 2005; Lakis ve ark., 2014) ve
OR-PR-HER2+ ile OR-PR-AR+ tiimérler arasinda belirgin bir drtiisme gdzlenmistir.
OR-PR-AR+ fenotip tiim meme kanseri vakalarmin % 13.2’sini olusturur ve genellikle
K167 + ile karakterizedir (Lakis ve ark., 2014). Hastanin relaps ve dliimiiyle ilgili OR-
PR-tiimérlerinin yiiksek riskine ragmen, OR-PR-AR+ tiimérleri [OR + | PR +] timarler
ile karsilastirilabilir derecede iyi hasta sonuglarina sahiptir (Farmer ve ark., 2005; Lakis
ve ark., 2014). Birlikte ele alindiginda, klasik meme kanseri molekiiler alt tipleri, en
onemli kanser belirtecine gore, yani, "proliferatif sinyallesmeyi sirdirme" ye gore,
hormonal ve blylme reseptorleri tarafindan tanimlanmaktadir. Proliferatif sinyallere
kars1 azalmis yanit ile meme kanserlerinin agresifligi artmakta ve mevcut hedefe
yonelik muhtemel farkli tedavi sayisimi azaltmaktadir. Ug hormonal reseptor (OR, PR,
AR) ve HER2 arasinda OR, meme tiimérlerini proliferasyon kabiliyetleri (proliferatif
sinyallesmenin siirdiiriillmesi) ile ilgili olarak ayirt etmede belirleyici bir rol

oynamaktadir.

2.2.2. Proliferasyon Belirtegleri

Hormonal reseptorlerden daha ¢ok kabul goren proliferasyon belirtecleri, meme
tiimor siniflandirmasinda 6zellikle [OR + | PR +] HER2-tiimérlerinde kullanilmaktadir.
Hiicre proliferasyonunun artmasinin meme kanseri hastalarinda klinik sonucun énemli
bir belirleyicisi oldugu yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (van Diest ve ark., 2004).
CMF (siklofosfamid, metotreksat, 5-florourasil), taksan ve antrasiklin bazli tedavileri
iceren kemoterapi ajanlart hiicre boliinmesi veya DNA sentezini etkilemektedir.
Boylelikle, proliferasyon ve konvansiyonel IHK belirteglerinin es zamanh
degerlendirmesi, tek basina IHK kullanmaktan daha fazla 6ngorii ve daha kesin Kklinik

cikarimlar saglayabilmektedir.

2.2.2.1. KI67

Agirliklh olarak normal hiicre dongilisii igerisindeki KI67, meme kanserinde en
yaygin kullanilan proliferasyon belirtecidir (Colozza ve ark., 2005). K167, neoadjuvan
yanit1 (Ellis ve ark., 2008; Jacquemier ve ark., 2009; Miglietta ve ark., 2009; Viale ve



27

ark., 2008; Vincent-Salomon ve ark., 2004) veya meme kanseri i¢in adjuvan kemoterapi
(OR-pozitif tiimorler icin endokrin tedavisi) sonucunu tahmin etmek igin
kullanilmaktadir. Chang ve ark. meme tiimérlerini simiflandirmak i¢in OR, PR ve
HER2'ye ek olarak K167 kullanmislar, burada [ER+ | PR+] tiimorler K167 ve HER2’nin
ekspresyonuna dayanarak ii¢ prognostik olarak farkl: alt siniflara ayrilmiglardir (Cheang
ve ark., 2009). Calismalarinda [ER+ | PR+] HER2-timorleri [ER+ | PR+] HER2-KI167-
ve [ER+ | PR+] HER2-K167 + olarak siniflandirilmislardir.

2.2.2.2. TOP2A

Topoizomeraz II alfa (TOP2A), ¢ift iplik¢ikli DNA'nin kopmasini ve
birlesmesini katalize ederek, DNA siiper sarmallarinin gevsemesine yol agan bir
proteindir (Nielsen ve ark., 2008). DNA replikasyonu, transkripsiyon, kromozom yapisi,
kondensasyon ve segregasyon (Nielsen ve ark., 2008) gibi bir dizi temel nikleer
proseste 6onemli rol oynayarak hiicre proliferasyonunu biylk o6lglde etkiler. TOP2A
ekspresyonu K167’ ninki ile iliskili olup (Cardoso ve ark., 2004; Mueller ve ark., 2004),
TOP2A 'daki sapma, HER2- fenotipindeki meme kanserinde siklikla bulunur ve bu
timorlerin yaklasik %30-90'1n1 olusturur. Antrasiklin temelli kemoterapiye yanitin
artmis olmasi ile iligkili olan anormalliklerle birlikte potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
gosterilmektedir (Ejlertsen ve ark., 2010; Knoop ve ark., 2005; Nielsen ve ark., 2008;
Press ve ark., 2011).

2.2.2.3. Hucre Dongusu Genleri

KI67'den bagka, diger proliferasyon belirtecleri de, [ER+ | PR+] tlmorlerini
ayirmada oOnemini ortaya koymustur. Asir1 ekspresyonu varliginda kot klinik
sonuclarin prognostik oldugu proliferasyonun hiicre dongiisti genleriyle iliskili oldugu
bilinmektedir. Proliferasyon belirteglerinin asir1 ekspresyonu, [ER+ | PR+] HER2-
timorlerinde proliferatif sinyallesmeyi siirdiirmeyi hizlandirarak daha kotii klinik

sonuglara yol acar.
2.2.3. Invazyon ve Metastaz Aktivasyonu

2.2.3.1. Bazal Belirtecler

OR-PR-HER2-tiimorleri, hedefe yonelik tedavilerin eksikligi ve agresif klinik

davraniglar1 gz oniline alindiginda, meme tiimorleri arasindaki en uygun alt tiplerden
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biridir. Bu hastalar, davranislari, sonuglar1 ve terapotik olarak farkli olan en az iki ayri
molekiil sinifina, yani bazal fenotip ve bazal olmayan OR-PR-HER2 tiimérlerinde
smiflandirilmistir (Carey ve ark., 2006; Hennessy ve ark., 2009; Matos ve ark., 2005;
Rakha ve Ellis, 2009; Rakha ve ark., 2009; Winger ve ark., 2009). Bazal timdrlerin
tanimlanmasi i¢in sayica ¢ok bazal IHK belirte¢ler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en
yaygin olarak kabul edilenler arasinda sitokeratinler (CK) 5/6, 14, 17, 8/18 ve EGFR
bulunmaktadir (Carey ve ark., 2006; Cheang ve ark., 2008; Fulford ve ark., 2006; Matos
ve ark., 2005; Rakha ve ark., 2007; Rakha ve Ellis, 2009; Rakha ve ark., 2009; Romer
ve ark., 2009; Yousefian ve ark., 2010). Bazal alt tiplerini tanimlamak i¢in bu bazal
belirteclerin ¢esitli kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bazal alt tipin en pragmatik ve genis
kabul gérmiis tantm1 CK5 / 6 ve EGFR'nin pozitif ekspresyonunun gozlendigi OR-PR-
HER2- timéorlerdir (Carey ve ark., 2006; Cheang ve ark., 2008). Rakha ve ark. OR-PR-
HER2- kanserlerinin bazal timorlerini karakterize etmede CKS5 / 6, CK14, CK17 ve
EGFR kullanimin1 6nermektedirler (Rakha ve ark., 2009). Matos ve ark., P-kaderin,
TP63 ve CK5’in kombine degerlendirmesinin OR-PR-HER2- timorlerin bazal alt
tipinin immunoprofilleme yoluyla ayirt edilmesinde etkili oldugunu gostermislerdir
(Matos ve ark., 2005). Sitokeratinler de tek basina bazal alt tipi tanimlamak igin
kullanilmaktadirlar. Ornegin, CK5 / 6 ve CK14, bazal alt tipi tanimlamada birlikte
degerlendirilmis (Rakha ve ark., 2007) tek basina CK14’iin, bazal karsinom ile giigli bir
sekilde iliskili morfolojik 6zellikler gosteren meme tiimorlerinin bir kismini tanimladigt
bildirilmistir (Fulford ve ark., 2006). Uclii negatif meme tiimérii siniflandirmasinda
bazal belirteglerin ¢esitli inkliizyonlarina ragmen, bu simifin belirtegleri kanserle
iligkilidir. Son calismalar, sitokeratinlerin, P-kaderin ve vimentinin kanserogenez ve
metastaz ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Sitokeratinler, epitelyal dokunun
intrasitoplazmik sitoskeletonunda keratin igeren ara filamanlarin proteinleridir.
Vimentin mezenkimal hucrelerin major ara filament proteinidir (Pan ve ark., 2010).
Sitoiskelet proteinler (sitokeratinler dahil) ve hiicre adezyon molekulleri (P-kaderin
gibi) arasindaki etkilesimi diizenler ve boylelikle tiimor hiicrelerinde hiicre adezyonu,
migrasyon, invazyon ve hicre sinyal transdiiksiyonuna katilir (Pan ve ark., 2010).
Meme kanserlerinin % 10-25’ini olusturan bazal tiimérler (Perou, 2011), diger OR-PR-
HER2-meme tiimorlerinden daha kotii prognoza sahiptirler. Bu iki alt tip farkl
molekiiler ve biyolojik 6zelliklere sahiptir ve neoadjuvan kemoterapiye yanitlarinda

farklilik gosterirler (Fan ve ark., 2006; Swenson ve ark., 2009). Birden fazla bazal
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keratin ekspresyonu olan tiimdrlerin islev bozuklugu olan BRCA1 yoluna sahip olma
olasiliklar1 daha yiiksektir (Turner ve ark., 2007). Bununla uyumlu olarak, diger birkag
calisma da BRCA1 mutasyonu iizerindeki bazal keratinlerin prediktif degerini dikkat
cekmektedir (Maro ve ark., 2009; Quach ve ark., 2009). Bazal belirtecler esas olarak
OR-PR-HER2-tiimérleri ve 6zellikle de bazal alt tip olarak eksprese edilmesine ragmen,
hormonal reseptor pozitifligi olan tiimoérlerin kiigiik bir yiizdesi de bazal belirteg
ekspresyonu gosterir (yaklasik % 1- 18 [OR+ | PR+] tiimérler). Bu durum, bu hastalarin
luminal veya bazal tiimérlere ait olup olmadigi ve buna karsilik gelen tedavinin nasil
verilmesi gerektigi sorularma yol agmustir. Bazal belirteg ekspresyonu olan [OR+ | PR+]
timorlerin  konvansiyonel luminal tumorlerden daha kotu prognoz sergiledikleri
gozlenmistir (Rakha ve ark., 2010). Bu, limen B ve bazal meme tiimoérleri arasinda
potansiyel bir baglanti olabilecegini diisiindiirmektedir (Sorlie ve ark., 2001; Sgrlie ve
ark., 2003). Bunun yan1 sira, bazal belirteglerin, HER2 pozitif tiimorlerin kiigiik bir
oraninda mevcut oldugu da bildirilmektedir ki bunlar Herseptin tedavisine klasik
HER2+ tiimorlerden daha az yanit vermektedirler (Harris ve ark., 2007). Uclii negatif
tiimdrlerin zayif prognozu, ‘aktive eden invazyon ve metastaz’ isareti ile iliskilidir.
Bazal belirtecler dahil edildiginde tiimor siiflandirmasinda sergilenen belirsizlikler, bir
zamanlar ‘aktive edici invazyon ve metastazda ayirt edici 6zelligi barindiran meme
tmorlerinin, bir kez daha kotu prognoz (bazal belirtegli luminal tumérler) veya ilag

direnci sergiledigini diisiindiirmektedir.

2.2.3.2. Kok Hucre Belirtecleri

Epitelyal mezenkimal ge¢is (EMT), hareketli, ¢ok kutuplu veya ig sekilli
mezenkimal hiicrelerden epitel denilen kutuplasmis hiicrelerin diizlemsel dizilerine
gecisi iceren tersine cevrilebilir bir biyolojik islemdir. EMT, metastaz i¢in gerekli bir
islemdir. EMT nin belirtecleri, VIM, SNAI1, SNAI2, TWIST1,TWIST2, ZEB1, ZEB?2,
CDH1, CLDN3 (klaudin 3), CLDN4 (klaudin 4), CLDN7 (klaudin 7)’dir (Palmer ve
ark., 2006; West ve ark., 2005). Klasik olarak kok hucre belirtegleri olarak kabul edilen
molekiiller arasinda CD44, CD24, EpCAM, CD10, CD49, CD29, MUCI1, THY1 ve
ALDH1AL1 bulunur (Creighton ve ark., 2009). Bu belirtegler tarafindan saglanan iki
grup meme timord, yani, klaudin-diisiik ve metaplastik meme kanseri, OR-PR-HER2
timorlerinden daha farkli olarak ayrilabilir. Her iki alt tipte de tiimor ozellikleri,

genomik bozukluklar, ila¢ yanitt ve klinik sonuglarla ilgili birgcok benzerlik vardir.
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Bunlar, EMT belirtegleri i¢in zenginlestirilmis ve kok hiicre karakteristiklerini gdsteren
GATA3 geni ile diizenlenmis ve hiicre-hiicre adezyon genlerinin diisiik ekspresyonu ile
karakterize edilmektedirler (Hennessy ve ark., 2009; Prat ve Perou, 2011). Her iki
meme tiimori alt tiplerininy, EMT ve kok hiicre belirtecleri ile anlamli bir benzerligi
olmasmma ragmen, metaplastik meme kanseri, PIK3CA, AKT veya KRAS
mutasyonlarina sahip oldugu i¢in klaudin-diisik tiimorlerden farklidir (Hennessy ve
ark., 2009).

2.2.3.3. Matriks Metalloproteinaz 2 ve 9

Bir tlimoriin agresifligi esas olarak komsu dokuyu isgal etme ve uzak bolgelere
metastaz yapma yetenegine baglidir. Bazal membranin ve ECM’nin proteolitik
bozunmasi, neovaskiilarizasyon, yara iyilesmesi ve malign biliylime gibi fizyolojik ve

patolojik doku-yeniden modelleme islemlerinin merkezinde bulunur.

Meme kanserinde, uzak metastazlar baslica 6liim nedenidir. Uzak metastaz
olusumundaki temel siireg, timor hiicrelerinin lokal dokuya ve oradaki kan damarlarini
isgal etmesine ve boylelikle yeni metastatik formasyonlar olusturmasina izin veren
hiicre dis1 matrisin parcalanmasiyla baslamaktadir. Bu islem esas olarak tiimor
tarafindan salgilanan proteinazlarin aktivitesinden etkilenir. Giiniimiizde en az dort
proteinaz smift bilinmektedir: Serin proteinazlar, Aspartatik proteinazlar, Sistein
proteinazlar ve MMP’ler (Nagase ve ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007;
Stamenkovic, 2000). Toplu olarak, bu proteinazlar, ECM’nin tiim bilesenlerini
parcalayabilir. Fizyolojik kosullar altinda (6rnegin, doku yeniden sekillenmesi,
anjiyogenez, oviilasyon, yara iyilesmesi), proteolitik yikim ve proteolizin diizenleyici
inhibisyonu arasinda kesin bir diizenleme vardir (Garbett ve ark., 2000; Nagase ve ark.,
2006; Page-McCaw ve ark., 2007; Stamenkovic, 2000). Bu fizyolojik denge kanser
varliginda bozulmaktadir. MMP’ler hemen hemen her tip kanserde diizenlenir ve
bunlarin ekspresyonu genellikle hastalar igin kotii prognozla iligkilidir (Curran ve ark.,
2004; Forget ve ark., 1999). Yapilan c¢alismalarda, MMP’lerin ekspresyonunun ve
ilerlemesinin meme kanserinin ileri evresine, timor hicrelerinin invazyonuna ve
metastatik olusumlarin olusturulmasma bagli oldugu gosterilmistir (Duffy ve ark.,
2000). MMP’ler yapisal ve fonksiyonel olarak birbirine benzeyen endopeptidaz
ailesidir. Bunlar, MMP-11 disinda, inaktif zimogenler olarak salgilanir ve diger aktive

edilmis MMP’ler veya serin proteazlar (6rnegin tripsin, plazmin, kallikrein) (Nagase ve
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ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007; Stamenkovic, 2000) tarafindan hiicrenin diginda
aktive edilir. Aktivasyonlart igin, propeptid alanin proteolitik olarak c¢ikarilmasi
gereklidir. Bu, MMP’lerin katalitik alanina erisim saglar. Aktiflestirilmis MMP'ler
tarafindan ECM’nin pargalanmasi, tiimor hiicrelerinin istilasin1 ve ayrica ECM bagl
biyiime faktorlerinin (6r. insiilin benzeri biyiime faktorleri ve fibroblast biyime
faktorleri) salinmasini kolaylastirir. Yine, ortaya ¢ikan ECM-protein fragmanlarinin bir
kismi (Laminin-5 veya kolajen tip IV’iin boliinmesi gibi) yeni biyolojik fonksiyonlar
kazanarak farkli hiicre tiplerinin goc¢inl Onleyebilen kriptik bdlgelerinin ortaya
¢ikarilmasina neden olur (Nagase ve ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007;
Stamenkovic, 2000). Halihazirda, insanlarda MMP ailesinin 23 (yesi bilinmektedir.
Substrat Ozgiinliigiine gore, bunlar alt1 alt smifa ayrilir: kolajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, matrizinler, membran-tipi MMP’ler ve digerleri (Nagase ve ark., 2006).
Yakin zamana kadar, ¢ogu arastirmact, tip IV kolajeni yikabilen iki jelatinazin -72 kDa
tip IV kolajenaz (MMP-2, jelatinaz A) ve 92 kDa tip IV kolajenaz- ekspresyon profilleri
tizerine odaklanmustir (Giambernardi ve ark., 1998; Iwasaki ve ark., 2002). Tip IV
kolajen, epitelyal hiicreleri hemen altindaki stromadan ayiran bazal membranlarda bol
miktarda bulunur. Bu subendotelyal taban zarinin yikilmasi, kanser hiicrelerinin
intravazasyonu ve ekstravazasyonuna dogru ilk adimdir. MCF-7 meme kanseri
hucrelerinin  aromataz-inhibitor letrozol ile in vitro tedavisinde, MMP-2 ve -9
seviyelerinin etkili bir sekilde azaldigi gozlendi ve bu inhibitorin hem meme kanseri
biiylimesini hem de invazyonu baskiladigimi diisiindiirdii (Mitropoulou ve ark., 2003).
Yine farkli meme kanseri calismalarinda, Northern blot analiziyle normal meme
dokusuna kiyasla MMP-9 ve -11 ekspresyonlarinda (Kossakowska ve ark., 1996) ayni
teknikle bagka bir ¢alismada artmis MMP-2, -7, -9 ve -11 ekspresyonlar1 gézlenirken
(Pacheco ve ark., 1998), ELISA teknigi ile gergeklestirilen baska bir calismada MMP-1
ve -9 protein igerigi tespit edilmistir (Przybylowska ve ark., 2006). Substrat zimografisi
kullanilarak gerceklesen baska bir calismada ise MMP-1, -2, -3 ve -9, saglikh
numunelere kiyasla tiimor dokularinda daha ytiksek bir aktivite gostermistir (Garbett ve
ark., 2000). Bu baglamda, meme kanseri hastalarinin kanser dokularinda MMP-2’nin
artan ekspresyonuyla hayatta kalma oraninin azalmasi arasinda bir korelasyon
(Talvensaari-Mattila ve ark., 1998) ve ayrica meme kanseri dokularinda MMP-9
seviyelerinin artmasi ile timor derecesi arasinda bir iliski (Li ve ark., 2004)

tanimlanmustir. Kisacasi, ¢ok erken evre meme kanserinde MMP-2 eksprese edilmekte
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ve timor olusumuna yol acan ilk olaylara katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Garbett
ve ark., 2000). Normal yetiskin meme dokusunda biiyilk oranda MMP-2 yoktur, ancak
fibroadenomlar (Curran ve ark., 2004) gibi bazi iyi huylu tiimorlerde eksprese edilir.
Ekspresyonu, tiimor derecesinin artmasiyla daha tutarli hale gelir ve MMP-2
immiinoreaktivitesinin, meme kanseri hastalarinin azalmig sag kalim siiresinin bagimsiz
bir 6n gostergesi oldugu bulunmustur (Duffy ve ark., 2000; Forget ve ark., 1999;
Giambernardi ve ark., 1998). MMP-9, ayn1 zamanda, insan meme karsinomu dokusunda
yiiksek oranda eksprese edilir ve lenf nodu metastazi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir
(lwasaki ve ark., 2002). Cogu durumda, bu iki MMP malign epitelyum tarafindan
tiretilmemektedir, bunun yerine etraftaki timor stromasi tarafindan iiretilmektedirler: In
situ hibridizasyon deneyleri MMP-2’nin ¢evreleyen tiimor hiicre kiimeleri fibroblastlari
tarafindan sentezlendigini gostermektedir. Birka¢ grup, tiimor invazyonuna komsu olan
stromalarda segici protein ekspresyonu bildirmistir (Forget ve ark., 1999). Meme
kanserinde MMP-9 mRNA da tiimér stromasinda lokalize olmakla birlikte, ekspresyonu
daha fazla bolgesel olma egilimindedir (Mitropoulou ve ark., 2003). Her iki ekspresyon
paterni, tiimor hiicreleri ve stromal ortamlar1 arasinda karsilikli iliski oldugunu

gostermektedir (Sekil 2-1).

Tip IV Kolagen Yikimi

Metastaz

Sekil 2-1: Metformin, NF-kB ve MMP iliskisi
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2.2.4. Bagisikhik Sisteminin Isgal Edilmesi

2.2.4.1. Iimmiin yamt genleri ER-PR-HER2-tiimérlerini kurtarir

Interferonla diizenlenen genlerin asir1  ekspresyonuyla karakterize olan,
interferonca zengin alt tip OR-PR-HER2-tiimérlerinden yakin zamanda, tanimlanmistir
(Hu ve ark., 2006; Teschendorff ve ark., 2007). Bu timorler meme timori olgularinin
yaklasik % 10’udur (Hu ve ark., 2006). Bu alt-tipin tiimérlerini diger OR-PR-HER2-
kanserlerinden ayiran, interferonla dilizenlenmis genler arasindaki STATI1 ve
SP110’dan, STATI1 'in interferonla diizenlenmis gen ekspresyonuna aracilik eden
transkripsiyon faktorii oldugu (Hu ve ark., 2006) ve SP110’un ise prognostik degere
sahip oldugu bildirilmistir (Teschendorff ve ark., 2007). interferonca zengin meme
tiimorlerinin relapssiz (hastalik niiksetmeden) sag kalimi, bazal kanserler (OR-PR-
HER?2 + ile karsilastirilabilir) ve luminal A tiimoérleri arasinda bir yerdedir ve luminal B
timorleriyle karsilastirilabilir (Hu ve ark., 2006). Bu durum da tiimorlerin bagisiklik
sistemini daha kolay atesledigini ve bdylece hastalarin daha iyi sonu¢ ve daha uygun

terapotik stratejisiyle degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.
2.2.5. Hiicre Oliimune Direng Gosterme

2.2.5.1. BCL2 tum0r prognoz sonucu ve tahmini tzerinde c¢ift rol tstlenir

BCL2 proteini, ¢esitli in vitro ve in vivo deneylerde dogrulanmis olan bir
apoptoz baskilayicidir (Henderson ve ark., 1991; McDonnell ve ark., 1989;
Vanhaesebroeck ve ark., 1993). ifadesi TP53 ile ters orantili, fonksiyonu bir TP53
mutasyonu ile degistirilebilir (Haldar ve ark., 1994). BCL2’nin prognostik degeri birgok
calisma ile arastirilmistir (Hwang ve ark., 2012; Joensuu ve ark., 1994). Orta ve gugli
BCL2 ekspresyonunun (BCL2 + tiimorleri olarak kisaltilmis), diisiik mitotik sayim,
diisiik S-faz1 fraksiyon biiyiikligl, diisiik katepsin D ekspresyonu, yiiksek histolojik
farklilagsma derecesi, p53 ekspresyonu ve tiimor nekrozu olmamasi gibi bir¢ok olumlu
prognostik 6zellik ile yogun bir sekilde iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica, BCL2 +
tiimorleri olan hastalar, kisa vadeli fakat benzer uzun dénem meme kanserine 6zgii
6limlerde BCL2-timdrleri tasiyanlara kiyasla daha avantajlidir (Joensuu ve ark., 1994).
OR-PR-HER2-meme tiimérleri igin BCL2 nin prediktif degeri oldugu, ER-PR-HER2-
BCL2- hastalarinda antrasiklin bazli tedavinin basarili oldugu bulunmustur (Abdel-
Fatah ve ark., 2013).
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2.2.6. Genom Mutasyonlari ve Diizensizligi

2.2.6.1. TP53 disfonksiyonu tiimériin ila¢ direncini artirir

Tiumor baskilayicit TP53, hiicre proliferasyonunu, hiicre sag kalimi, apoptoz ve
en énemlisi genomik biitiinliigii kontrol eden bir¢ok hiicresel sinyallesmede kritik bir rol
oynar (Haldar ve ark., 1994; Olivier ve ark., 2006). Hiicreler, DNA hasari, hipoksi ve
onkogen aktivasyonu gibi stres kosullarini tecriibe ettiginde genomun bir kapicisi olarak
gorev yapar. Boylece, TP53 eksikligi, genomik diizenin engellenmesi nedeniyle hasarl
hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasina yol agabilir ve bu da daha artan bir mutasyon hizina
yol acar. Tiimorlerin yaklasik % 25-30’unda TP53 geninde mutasyon vardir (Borresen-
Dale, 2003; Fitzgibbons ve ark., 2000; Lacroix ve ark., 2006). Bu durum, tlimor
biiytikliigiinden, lenf nodu durumundan ve hormon reseptor igeriginden bagimsiz olarak
meme kanserinde 6nemli bir prognostik belirte¢ olarak rapor edilmistir (Olivier ve ark.,
2006). TP53 ve PR arasindaki bir etkilesim ortaya c¢ikmakta olup, TP53-PR
timorlerinin tiim meme kanserleri arasinda en kotii prognozla iliskili oldugu, p53
mutasyonunun tamoksifene kars1 meme kanseri yanitini olumsuz yonde etkiledigi rapor
edilmistir (Olivier ve ark., 2006). Artan kanitlar, TP + disfonksiyonunun OR +
timorlerinde anti-6strojen direncinin gelistirilmesinden sorumlu oldugunu gostermistir
(Rahko ve ark., 2006; Sayeed ve ark., 2007) ve OR-TP53-tiimérleri kemoterapi tedavisi
basarisizligindan sikint1 yasamaktadir (Borresen-Dale, 2003; Kandioler-Eckersberger ve
ark., 2000; Lonning ve ark., 2007).

Bu kanitlar, "genom dengesizligi ve mutasyonunun", ait oldugu alt tipten

bagimsiz olarak, tlimdr ilag direncine katkida bulundugunu diistindiirmektedir.

2.3. Meme Kanseri Histolojik Alt Tipleri

Invazif meme kanseri su anda spesifik olmayan duktal karsinom ve spesifik alt
tipler olarak siniflandirilmaktadir. Meme kanserinin 6zel alt tiplerinin spesifik tanimlari
vardir, spesifik olmayan tip ise spesifik alt tipler disindaki tiim karsinomlar1 igeren bir
copliige benzemektedir. Spesifik olmayan invaziv duktal karsinomlar tim meme
kanserlerinin yaklasik % 60-75’ini olusturur. Spesifik tipler % 20-25’ini olusturur ve bu
gruptaki en yaygin tipler lobiiler, tiibiiler, papiller ve misindz tumorlerdir (Weigelt ve
Reis-Filho, 2009). Tek bir tiimor (intratiimoral) veya morfolojik olarak ayni tipteki

tiimorler (intertiimoral) arasindaki heterojenite su anda iyi bilinmektedir ve kabul
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edilmektedir. Bu nedenle, patologlar, klinisyenlerin hastalarin1 daha iyi izleyebilmeleri
icin yeni sistemler iiretmeye calismislardir. Patoloji raporlarinin mutlak gerekli bir
bileseni “histolojik derece”dir ve tiimor farklilasma derecesinin (tiibiil olusumu),
nikleer pleomorfizm (niikleus yapisi) ve proliferasyonun (mitoz orani)
degerlendirilmesi ile belirlenir.

2.3.1. Histolojik Alt tipler

Meme Karsinomunda Mikroskobik Derecelendirme (Bloom-Richardson

sisteminin Nottingham Modifikasyonu):
a. Tibiil olusumu
1 puan: Tiibiil olusumu tiimoriin % 75’inden fazlasini olusturur.
2 puan: Tiibiil olusumu tiimoOrin % 10-75’ini olusturur.
3 nokta: Tiibiil olusumu tiimoriin % 10’undan daha azini olusturur.

Bu noktada, tibill olusumu degerlendirmesi i¢in tiim timor dikkate

alinmaktadir.
b. Nukleer pleomorfizm
1 puan: Cekirdek sekli ve boyut farki hafif,
2 puan: Cekirdek sekli ve boyut fark: orta derecede,
3 puan: Cekirdek sekli ve boyut fark: belirgin.

Bu noktada oOzellikle nikleer pleomorfizmi olan hucreler igeren alanlar

degerlendirilmelidir.
c. Mitoz Sayisi (x25,alan ¢ap1 0.59 mm-10 alan)

Mitotik sayim islemi sadece tiimoriin periferinde yapilmali ve en aktif mitotik
bolgelerden baglanmalidir. Sayim sirasinda daha ¢ok normal meme dokusu
bulunmayan, timor bakimindan zengin bolgeler miimkiin oldugunca tercih edilmekte,
profaz evresindeki hiicreler sayllmamaktadir. Degisen marka mikroskoplar nedeniyle
goriintli alanindaki farkliliklar nedeniyle, mitotik sayimin sayist i¢in belirlenmis ve kabul
edilen degerler vardir. Bu degerlere dayanarak mitotik sayim 0-9 arasinda 1, 10-19

sayim arasl i¢in 2 ve >20 i¢in 3 olarak puanlanir (Tablo 2-1).
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Tablo 2-1: Histolojik derecelendirmede modifiye edilmis Bloom-Richardson Sistemi

Meme Kanseri Histolojik Degerlendirmesinde Kullamlan
Modifyve edilmis Bloom-Richardson Sistemi
Thibiil Varlig:
Tiiméri oldukga kaplamig (=%73)
Tiimére orta dercede dagidmis (%010-73)
Tiimérde gok az va da vok (<%10)
Niikleus Yapist
Kiiciik tektip hiicreler
Orta derecede sekil ve bovut farkinukleol varlig: 2
Belirgin derecede sekil ve bovut farkiartmis nukleol 3
varligi
Mitoz Savisi (alan capi 0.59-10 mm x25)
0-9 Mitoz
10-19 Mitoz
=20 Mitoz

Puan

L R

=

LIS I o

Tiibiil olugumu, niikleer pleomorfizm ve mitotik sayim puanlari ile toplam puan
elde edilir. Histolojik derece, Tablo 2-2’de gosterildigi gibi elde edilen toplam puana

gore belirlenir.

Tablo 2-2: Histolojik Tip Puanlama Tablosu

Histolojik Tip Puanlamas:
Toplam Puan | Histolojik Derece (Grade)

3-3 |
6-7 I
8-9 n

Toplam Puan = Tiibiil varlig: puani + Niikleus
Yapisi Puan1 + Mitoz Savisi Puani

Bu yontemle yapilan histolojik degerlendirme, yar1 kantitatiftir, ancak hasta
prognozunun belirlenmesinde ¢ok giiglii bir 6ngdrii saglar (Rakha, Reis-Filho, Baehner,

ve ark., 2010). Buna ek olarak, histolojik puanlamanin histolojik tipleme yaninda
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Ostrojen-progesteron reseptor ekspresyonu ve HER-2 amplifikasyonu gibi molekdler
degisiklikler ile iligkili oldugu bilinmektedir (Rakha ve ark., 2010). Geleneksel
yaklasimda, tiimor boyutu ve yayilma durumu (6zellikle lenf nodu tutulum durumu)
gibi bir dizi glcli parametreler hastaligin evresini belirler. Tim kanser tiirlerine
uygulanabilen evreleme sistemi prensipleri ve timor, nod, metastaz parametreleri
(TNM), Pierre Denoix tarafindan tanimlanmis ve kisa bir zaman igerisinde genis kabul
gormiistiir (Aujaleu ve Denoix, 1952). TNM sistemi tiim diinyada yaygin olarak tedavi
merkezleri arasinda ortak bir dil olarak kullanilmakta, tedavi planlamasina rehberlik
etmekte, izlem sirasinda tedavinin etkinligini gésterme ve prognozu Ongdrme olanagi
sunmaktadir. Bununla birlikte meme kanseri teshisi ve tedavisinde gelismeler,
teknolojinin  gelistirilmesi ve bilgi artis1, tiimor biyolojisini ayrintili olarak
degerlendirmek icin girisimler, en prognostik faktorlerin tiimoriin  biyolojik
ozellikleriyle iligkili oldugunu gostermistir. En énemlisi yeni verilerin toplanmasi ayni
TNM grubu ve ayni histolojik tipteki tiimorlerde gozlenen ¢ok farkli sag kalim oranlari

icin alternatif ¢6zlim arayislarina yol agmistir.

TNMEIO sistemi, tedavi kararlarmi etkileyen tiimor Ozelliklerini TNM
sistemine dahil etmek amaciyla Avrupa Onkoloji Enstitiisii (EIO) tarafindan 6nerilmistir
(Veronesi ve ark., 2006). Bu sistemde tiimoriin OR, PR, HER-2 gibi tiim anatomik ve
biyolojik 6zellikleri yer almaktadir. Meme karsinomunun cap1 1.3 cm ise, T1.3 olarak
tanimlanmaktadir. Lenf nodu invazyonu igin benzer uygulama, sentinel lenf dahil olmak
lizere incelenen tiim lenf nodu sayist (6rn. NO / 1, N3 /9, NsO / 9, s: sentinel lenf nodu)
ve metastaz bolgesi M (MH: Hepatik metastaz, ML: Akciger metastazi) seklindedir. Bu
sisteme gore, boyutu 1.6 cm, OR pozitif, PR pozitif, HER2 negatif, karaciger metastazi
olan ve 23 lenf nodunun 4'iinde invazyon olan bir timor T1.6, OR +, PR-, HER2 +, N4 /
23, MH. Bazi merkezler lenfo-vaskiler invazyonu olan timorlerde daha agresif tedavi

yontemlerini tercih edebilmektedir.

2.3.2. Molekuler Alt tipler

Mevcut molekiiler simniflandirma meme kanserini luminal A, luminal B, HER-2,
bazal ve normal meme gibi bes gruba ayirir. Molekiiler alt smiflandirma, birkag
immiinohistokimyasal belirte¢ kullanilarak saglanabilir. OR, PR, HER2, Ki-67, EGFR
ve bazal sitokeratinler (CK14 ve CK5 / 6 vb.) igeren bir panel “luminal”, HER2 ve iiclii

negatif tlimorleri ayirt etmek igin kullanilabilmektedir. Aslinda, “bazal” tiimorleri
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tanimlayan belirtegler iizerinde bir fikir birligi yoktur, ancak EGFR ve CKS5 / 6'nin
kullaniminin bu alt grubun belirlenmesinde ve prognozu Ongoérmede yardimci
olabilecegi diisiiniilmektedir (Cheang ve ark., 2008). OR ve HER-2'nin yani sira
ozellikle OR-pozitif timorlerde molekiler alt gruplarda proliferasyon belirtecleri cok
onemlidir. Bununla birlikte, Ki67 veya daha ayrintili mitotik indeks puanlama
sisteminin  bir  proliferasyon  belirteci olarak  kullanilmasinin  uygunlugu
sorgulanmaktadir. Ki67 skorlamasinin hasta takibi ve tedavisinde pozitif / negatif veya
yiiksek / diisiik olarak uygulanmasi hala tartisilmaktadir ve hentiz bu konuda bir fikir
birligi yoktur. Luminal tiimoérlerin alt gruplara ayrilmasi temel olarak proliferasyon
yogunluguna dayanir. Bu nedenle luminal B tiimdrlerinden luminal bir timoriin ayirt
edilmesi icin rutin olarak kullanilabilecek Ki67 sinir degerini belirlemek i¢in IHK ile bir
gen ekspresyonu profilleme ¢alismasi rapor edilmistir (Cheang ve ark., 2009). Her bir
tiimoriin bes temel molekiiler alt tipten (luminal veya luminal B, normal meme benzeri,
HER2 ve bazal) birinde siniflandirilmasi igin ¢esitli algoritmalar gelistirilmistir (Hu ve
ark., 2006; Parker ve ark., 2009; Sgrlie ve ark., 2003). Major molekdiler alt tipler meme
kanserinde gen ekspresyon profillerine gore Tablo 2-3’de 6zetlenmistir (Correa Geyer
ve Reis-Filho, 2009; Schnitt, 2010).

Tablo 2-3: Major molekiiler alt tiplerin gen ekspresyon profillerine gore degerlendirilmesi



kanzerlerinin %= 20031, OF.
FF. pozitif, HER2 /nen

13, OR FR.
negatif, HER2 /men

Luminal A Luminal B Herl/neu | Bazal Benzeri
Bazal epitzlyal
. genlerm  ve  bazal
. Luminal (disik molekiil ) i o
Luminal(diizitk moleldil | ] _ | HER2'nsu'mun sitokeratinlerin
. i _ . |aEwhkl)  sitokeratmlerm
afrhkdn) sttokeratmlerin vitksek yitksek
) . ekspresyom, hermon I
Gen  Ekspresyonu | ehsprasyom, hormon o | ckspresyonu, OF'nin | ekspresyonu, OF. wve
Durumu o _ | reseptirlermmn we  dgii T T .
reseptitlermm - ve lgili . ve gl genlerm | iigkili genlerin
. genlerin otz ve digik
genlerin yitksek ekspresyonu ditgiik ekspresyonu | diijilk  ekspresyonu,
ekspresyonu )
HER2 new'nun
ditgiik ekspresyonu
. i Invaziv meme
Invariv mems .
. n | kansetlermm
Invazif meme | kanzerlerinin Yo

vaklazik % 13igogu
OR / PR / HER2

Invazif mems kamserlerinin s sebisk oif iksek neu meganf  (fglii
e S ekspresyi shizken, | pozitif, yitksek
Klinik ve Biyolojik|2;505, ORPR  Pozitif | b oo,  Coowon| PO negatif) yiksek
Ogzellikler o Lummal A'dan  dzha | proliferasyon, s
HEF.2/nen Neganf . N ., | proliferasyon vayem
yitksek proliferasyon, | vaygm TP33 B
i i TP33 mutasyonu,
Lummal A'den  dzha | mutasyonu, vilksek E
o o EBRCAL
vilksek histolojik derece | histolojik derece wve| .
- L disfonksiyonu
nodal pezitiflisi 7 .
(germline, sporadik)
Tiibitler Karsmom, Tiksek dereceli
Eribriform Earzinom, . . Titkssk dersceli | mvazif dulktal
. . . | Invazif duktal karsmem | ) ) )
1'!15[0]0!11‘ Diigitk  derecei  mwvazif| i . mvazif dultal | karsmom Metaplastik
Korelasvon . | Mikropapiller karsinom i
. duktsl karsmom, Klasik kzrsmom kzrsinom Mediiller
Lobiler Karsinem katsinom
Lummal A Eadar 11 Endokrm  tedawisme
olmayan i veya Trasturumsb'z
o . Trasmzumab'a -
endokrin tedavisi yamh yant vok,
. g . (Herceptin)  Yamtt |
Endokrin  tedzvisine vamt|(tzmoxifen wve =zromatsr ] Plztin grubu
A i X Antracyclinle . -
Tedaviye Yanit ve| Kemoterapive defigken | mhibitdtleri),  Luminal . kemoterapiye ve
Prognoz . ] . kemoterapive vamt, e
vanit Iyi prognoz A'dan dsha iyi degigken PARFP inhibitdrlerine
. genellilde  clumsuz
kemoterapik yamit, | - duyarh, frmamy
. . .| PrOguoz ]
Luminal A  lkadar iyi olmzsz da genellilde
olmayan prognez en kitil prognoz
2.4. Kanser ve Yaslanma
Model organizmalarda yaslanma mekanizmalar1 {izerindeki

39

molekiiler

calismalar, yaslanma siirecini geciktiren ve Omriinii uzatan birka¢ uzun Omiir geni

tanimlamustir. Insan genomu, bu genlerin homologlarini igerir, ancak uzun émiirliiliigiin

diizenlenmesi ile acik bir iliskisi olmamistir. Ote yandan, cesitli gdzlemler, yaslanma

stirecinin genetik olarak programlanmadigi, ancak molekiiler uygunluk kaybin1 ve daha

sonra hiicresel homeostazi bozan atik iirlinlerin birikimini igeren rastlantisal bir siire¢

oldugu hipotezini desteklemektedir. Hiicresel strese ve ¢evresel tehditlere karsi direng,



40

basarili bir yaglanma siirecine ve uzun dmiirlii bir hayata olanak saglayabilir. ilging bir
sekilde, son caligsmalar, yasam siiresinin, daha diisiik organizmalarda genetik, beslenme
ve farmakolojik miidahalelerle uzatilabilecegini gostermistir (Vijg ve Campisi, 2008).
Bununla birlikte, kalori kisitlamasi tiim tiirlerde yasam siiresini uzatmanin tek ortak
yolu olarak gorunmektedir (Bishop ve Guarente, 2007). Yaslanma sirasinda, DNA
hasar1 miktar1 sadece niikleer DNA'da degil, mitokondriyal DNA'da (mtDNA) da
artmaktadir (Khrapko ve Vijg, 2009; Kukat ve Trifunovic, 2009). Reaktif oksijen turleri
(ROS) iiretimi ve verimsiz DNA onarimi, mitokondriyi mtDNA'daki mutasyon
birikimine maruz birakmaktadir. MtDNA'nin heteroplazmasi, mutasyonlar1 yaymakta ve
yaslanma sirasinda oksidatif metabolizmay1 bozabilmektedir. Hala bu degisikliklerin
yaslanmanin nedenini veya sonucunu temsil edip etmedigi sorusu sorulmaktadir.
Yaglanma siirecinin genetik olarak programlanmamis oldugu, aksine niikleer ve
mitokondriyal DNA’ya zarar vermenin molekiiler uygunlugu azaltabildigi ve art arda
bozulan fizyolojik komponentlerin birikimine yol acarak fonksiyonel bozulmalara
neden oldugu diisiiniilebilir. DNA biitiinliigiindeki bozulma hiicresel uygunlugu bozan
ve hem hiicresel hem de organizma diizeylerinde yaslanmaya neden olan rastlantisal
stireclerdir. Bu siireg, yasla iligkili entropi artisini temsil etmektedir (Hayflick, 2007).
Konak savunmasi rastgele bir siire¢ degildir, ancak tehlike tanima ve transkripsiyonel
olarak aracilik edilen adaptif bagisiklik tepkisi arasindaki ¢ok katmanli bir sinyal agini
kullanir. NF-kB sinyalizasyon sisteminin, akut transkripsiyonel yanitlar1 tehlike
tanimaya baglayan odak noktasinda oldugunu gosteren kapsamli caligmalar
bulunmaktadir. Yaslanma ve yasla iliskili hastalik varliginda NF-kB sisteminin aktive
olmasi sasirtict degildir, ¢linkii yaglanma sinyallerin ve kosullarin ¢cogu net bir sekilde
tanimlanmis NF-kB sistemi indiikleyicileridir; or. oksidatif stres DNA hasar1 ve
bagigiklik savunmasi. Bununla birlikte, homeostazin saglanabilmesi igin, NF-kB
sinyallesmesinin asir1 aktivasyonuna karsi bir frenleme sistemi kacinilmazdir. Carpici
bir sekilde, uzun omiirliilikk faktérlerinin birgogu, dogrudan ya da dolayl olarak NF-kB
sinyallesmesinin inhibitorleridir. NF-kB transkripsiyon faktoriidiir, fakat ayni zamanda
ilk olarak immiinoglobulin gii¢lendiricisinde gozlenen sekanslar ile etkilesebilen gen
ekspresyonunun bir pleiotropik dizenleyicisidir (Sen ve Baltimore, 1986). NF-kB
sisteminin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri son yirmi yil boyunca kapsamli bir sekilde
incelenmistir (Hayden ve Ghosh, 2004; Perkins, 2007; Siebenlist ve ark., 1994,
Vallabhapurapu ve Karin, 2009). Memeli Rel / NF-kB ailesi, iki NF-kB bileseni olan
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p50 (ve onun prekirsori pl105) ve p52 (ve prekirsor pl00) olarak Ug Rel proteinini,
RelA / p65, RelB ve c-Rel 'i icerir. Birkag inhibitér IkB proteine (IkBz, 1kBe, 1kBb,
IkBa ve Bcl-3) bagh sekilde, sitoplazmaya sikismis bu bilesenler inhibitérden kurtulup
birbirleriyle dimerik kompleksler olustururlar. Bazi protein kinazlar IkB proteinlerini
fosforile edebilir ve bu sekilde NF-KB komplekslerinin IkB proteinlerinden serbest
kalmasina olanak saglarlar. Daha sonra bu kompleksler, hedef genlerin, Ozellikle
inflamatuar genlerin ekspresyonunu uyaracaklar1 niikleus bolgesine gegis saglarlar.
IKK’lar (IkB kinazlar a ve b) ve NIK (NF-kB-uyarici kinaz), NF-kB komplekslerini
aktive eden baglica protein kinazlardir. NEMO (temel bir NF-kB modulator) proteini,
IkB kinaz (IKK) kompleksinin diizenleyici alt birimidir ve IKK kinaz kompleksinin
aktivasyonunu diizenlemektedir (Sebban ve ark., 2006). Memeli NF-kB sistemi, evrim
sirasinda farkli sinyallesme formlarina ayrilan eski bir konak savunma sistemini temsil
etmektedir (Friedman ve Hughes, 2002). Ozellikle, NF-kB sistemi, hem bagisiklik
ataklartyla hem de oksidatif stres, genotoksik stres ve doku yaralanmalar1 gibi, dis ve i¢
tehlike sinyallerinin ¢oklugu ile aktive edilebilen sitoplazmik bir sensordlr (Perkins,
2007; Schreck ve ark., 1992; Vallabhapurapu ve Karin, 2009). Savunma gorevlerinin bir
sonucu olarak, NF-kB sistemi, gesitli yasla iliskili hastaliklarda biiylk Olctide aktive
olmaktadir (Kumar ve ark., 2004). Protein karakterizasyonu, eski kemirgenlerin nukleer
lizatlarinda p52 ve p65 diizeylerinin agikga arttigini ortaya ¢ikarmistir. Diger calismalar,
IkK inhibitorlerinin protein seviyelerinin yani sira aktive edici kinaz IKKa, IKKb ve
NIK diizeylerinin yaslanmadan etkilenmedigini ortaya ¢ikarmistir (Helenius ve ark.,
1996a, 1996b; Helenius ve ark., 2001). Carpict bir sekilde, p52 ve p65’in ekspresyon
seviyelerinde, yaslanma sirasinda mRNA seviyelerinde artma gozlenmemektedir
(Helenius ve ark., 2001). Bu, NF-kB proteinlerinin hiicre ¢ekirdegi igerisine girisinin,
yaslanma ile arttigin1 agikca ortaya koymustur. Bunu takiben, NF-kB veya IkB bileseni
mRNA’larinin  ekspresyon seviyelerinde herhangi bir yasa bagh degisiklik
saptayamayan birka¢c mikrodizi profilleme ¢alismasi da bu sonucu desteklemektedir.
Tim gozlemler, yaslanma siirecinin NF-KB komplekslerinin, NF-kB-bagimli genlerin
bir kiimesinin transkripsiyonunu giiclendirebilecekleri ¢ekirdeklere tutulmasini
indiikleyerek aktivasyon seviyesini arttirdigi senaryosunu desteklemektedir. NF-kB
sisteminin ¢ok yonlii oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, yasa bagli yanit, birkag

adimda, yani karmagsik formasyonda, cekirdeklere tutunmada, koaktivatorler ve
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baskilayicilarla etkilesimde ve son olarak da kromatin seviye diizenleme yoluyla

gerceklesebilir.
2.4.1. Yaslanma sinyalleri NF-KB aktivatorleridir

2.4.1.1. Oksidatif Stres

Serbest radikal kurami, 1956’da Denham Harman'm ileri siirdiigii klasik
yaslanma teorisidir (Harman, 1956). Oksijen, aerobik solunuma dayali yasamin evrimi
sirasinda ¢ok Oonemli bir molekiildiir. Bununla birlikte, oksijenin metabolik kullanima,
stiperoksit anyonlarr, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi g¢esitli ROS
tiretebilir. Mitokondrideki oksidatif fosforilasyon, ROS'un baglica endojen iireticisi
olup, bunun yaninda 5-lipoksijenaz ve NADPH oksidaz gibi bircok enzim de hucrelerde
oksit artiklar1 tiretebilir. ROS, DNA, proteinler ve lipitler ile reaksiyona girebilir ve
toksik bilesiklere doniisebilir. Dahasi, son ¢aligmalar, ROS’un ¢esitli sinyal yollarinda
haberci molekiiller olabilecegini ortaya koymustur (Gloire ve ark., 2006; Nakano ve
ark., 2006). Evrim sirasinda, ROS’un antioksidatif sistemi olarak adlandirilan kompleks
bir detoksifikasyon sistemi, hiicrelerdeki oksidatif stresi ortadan kaldirmak icin

gelistirilmistir.

1990’1larin baslarinda, oksidatif stresi indiikleyen tehditlerin ayn1 zamanda NF-
kB sinyalizasyon yolunu aktive ettigi gosterilmistir (Schreck ve ark., 1992). ROS
araciligiyla oksidatif stresin, NF-kB sisteminin aktivasyonunu ¢agristirabilen tek sinyal
olabilecegi disiiniilmiistiir. Bununla birlikte, sonraki calismalar NF-kB sinyalini
tetikleyebilen bagka mekanizmalarin oldugunu da ortaya ¢ikarmistir. NF-kB
sinyallesmesinin ROS-giidiimlii aktivasyonu, farkli hiicre tipleri i¢in oldukga spesifik
gOrlinmektedir ve uyaranlar arasindaki farkliliklari gostermektedir (Gloire ve ark.,
2006). ROS’un, IKK’larin aktivasyonunu igeren klasik yol araciligiyla NF-kB sinyalini
arttirdigi  gorilmektedir. Wuerzberger-Davis ve ark., oksidatif stresin yani sira
genotoksik stres ve 1s1 sokunun, IKK kompleksini aktive eden sumolasyona bagli
NEMO kaskadini tetikleyebilecegini gostermistir (Wuerzberger-Davis ve ark., 2007).
NF-kB sinyallesmesi, cesitli antiapoptotik genlerin ekspresyonunu indiikleyerek
apoptoza karsi da miicadele eder, 6rn. c-FLIP, Bcl-xL, XIAP (Nakano ve ark., 2006).
Sonug olarak, yasa bagli oksidatif stresin hiicrelerin apoptotik hiicre dliimiine karsi

savunmasi i¢in NF-kB sistemini harekete gecirdigi, diger taraftan hiicre i¢i problemleri
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arttirdigini, diger bir deyisle hiicrelerin kendilerini entropik bir konak savunmasina

maruz birakarak hayatta kalabildiklerini gostermektedir.

2.4.1.2. Genotoksik Stres

Genomik diizensizlik, yaygin rastlantisal bir yaslanma mekanizmasi gibi
goriinmektedir (Lombard ve ark., 2005; Schumacher ve ark., 2008; Vijg ve Suh, 2005).
Birgok calisma, serbest radikallerin ve oksidatif stresin, muhtemelen yasa bagli DNA
mutasyonlariin en onemli kaynagi oldugunu gostermistir. DNA hasar1 sonrasinda
ATM (Ataksi Telanjiyektazisi Mutasyonlu) ve ATR (ATM ve Rad 3-iliskili) kinazlarin
aktive edilmesi karmasik bir konak¢i savunma sistemini tetikleyen hiicresel
homeostaziyi korumaya yonelik bir girisimdir (Harrison ve Haber, 2006). Genotoksik
stres tarafindan tetiklenen baslica sinyal yollar1 p53, NF-kB ve PARP-1’dir (Janssens ve
Tschopp, 2006; Sancar ve ark., 2004; Schreiber ve ark., 2006). Son zamanlarda, NF-kB
sinyallesmesinin aktivasyonunun DNA hasar1 ile uyarilan hiicresel 6zelliklerinden biri
oldugu gosterilmistir (Habraken ve Piette, 2006; Janssens ve Tschopp, 2006; Wu ve
Miyamoto, 2007). NEMO proteini, molekiler basamakta merkezi bir role sahiptir ve
DNA hasarindan sonra NF-kB sinyallesmesinin aktivasyonunu indikler. Sitoplazmada,
NEMO / ATM proteinleri IKK ve ELKS 'ye baglanir ve boylece NF-KB sinyalini
tetikleyen IKK kinazlar1 aktive eder. Genotoksik streste NF-kB aktivasyonunun
amacinin, p53 ile indiiklenen apoptozun 6nlenmesi oldugu goriilmektedir. Bu varsayim,
IKKb’nin p53 proteinini fosforile edebildigi ve daha sonra proteazomlar tarafindan

bozunmasini indiikleyebildigi gézlemiyle desteklenmektedir (Xia ve ark., 2009).

2.4.1.3. Kalitsal bagisikhik: PAM’lar ve DAMP’lar

Biiytik bir arastirma grubu, yaslanma silirecinin pro-inflamatuar degisikliklerle
iligkili oldugunu gostermistir (de Magalhaes ve ark., 2009; Franceschi ve ark., 2007;
Franceschi ve ark., 2000; Salminen ve ark., 2008; Sarkar ve Fisher, 2006). Yaslanma
sirasinda adaptif immiinite, immiinosenesens denen seyi agik¢a reddeder (Larbi ve ark.,
2008). Dogustan gelen bagisiklik, ¢ok hiicreli organizmalarda eski bir konak savunma
sistemidir (Danilova, 2006). Dogustan gelen bagisiklik sistemi, PAMP’lar (patojen-
iligkili molekiiler paternler) ad1 verilen istilac1 patojen yapilar1 ve aynt zamanda tehlike
ile iliskili endojen molekiiler paternler olan DAMP’leri de tanir (Bianchi, 2007,
Medzhitov ve Janeway, 2000). PAMP’ler ve DAMP'lar, esas olarak NF-kB
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sinyalizasyon yoluna bagli olan ¢esitli PRR’ler (patern tanima reseptdrleri) tarafindan
taninabilmektedir. TLR’ler (Toll benzeri reseptorler), evrimsel olarak korunan bir PRR
sistemini temsil etmektedir (Kaisho ve Akira, 2006; Medzhitov ve Janeway, 2000;
Trinchieri ve Sher, 2007). TLR sinyallesmesinin ana yolu, NF-kB sistemine 1KKb
Uzerinden baglanmaktadir (Kaisho ve Akira, 2006).

2.4.1.4. TNF Super ailesi

Yaslanma sirasinda dogustan gelen bagisikligin aktivasyonu, yaslanma sirasinda
sitokinlerin ¢ogunlukla daha yiiksek diizeyde oldugu gozlemlenen bir grup inflamatuar
urdin dretir (Bruunsgaard ve ark., 2001; Danilova, 2006; Johnson, 2006; Krabbe ve ark.,
2004). Baz1 sitokinler NF-kB sinyal yolunu aktive edebilir ve bu sekilde inflamatuar
degisiklikleri ¢ogaltir ve siddetlendirir. IL-6 (interlokin-6) ve TNF-a (timor nekroz
faktori-a), yaslanmayla acik bir sekilde diizenlenmistir, ancak yaslanma siirecindeki
tam rolleri, karmasik, hiicre tipi Ozel fonksiyonlara sahip olduklart igin netlik
kazanmamustir (Gupta ve Gollapudi, 2005; Huang ve ark., 2005; Maggio ve ark., 2006).
Ornegin, TNF-a, adaptif immiiniteyi diizenleyebilir ve immiinosenesens olusumuna

dahil olabilir (Gupta ve Gollapudi, 2005; Huang ve ark., 2005; Larbi ve ark., 2008).

2.4.1.5. Insulin/IGF Sinyallesme

Memeli insiilin / IGF yolundaki eksiklikler, en azindan kemirgenlerde uzamis
yasam siiresiyle iligkili bir ciice fenotipinin goériinlimiine neden olmaktadir (Bartke ve
Brown-Borg, 2004; Brown-Borg, 2009). Bu durum yaglanma arastirmalarinda instilin /
IGF paradoksu olarak adlandirilmustir. Insiilin / IGF paradoksu, ileri yaslarda asiri
insiilin / IGF sinyallesmesinin yaslanma siirecini hizlandirabilecegine dikkati
¢ekmektedir. Birgok ¢alisma, instlin / IGF sinyalinin, IKKa / b kompleksinin
aktivasyonu yoluyla NF-kB sistemini uyarabildigini gostermistir. Bu sinyal, inflamatuar
yanitlar1 arttirabilir (Che ve ark., 2002; lwasaki ve ark., 2009; Martins ve ark., 2009) ve
apoptoza direnci destekler (Bertrand ve ark., 1999; Mitsiades ve ark., 2002). Insiilin /
IGF-1 reseptorlerinin uzamis yasam siiresi iligkili sinyallesmesine PI-3K / AKT yolu
aracilik eder. PI-3K / AKT kinazlarin aktivasyonu FOXO uzamis yasam siiresi
faktoriind inhibe eder ancak IKK / NF-kB sinyalini tetikler. Madrid ve ark., AKT
kinazin, p65 bilesenine ait transaktivasyon bolgesindeki Ser 529 ve 536 kalintilarini

fosforile eden IKKb ve p38 kinazlar1 aktive edebildigini gostermistir. Bu degisiklikler,
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NF-kB kompleksinin transaktivasyon verimliligini acik bir sekilde arttirmaktadir
(Madrid ve ark., 2001). Tanaka ve ark., bir AKT kinaz olan PDK1'in aktivasyonunun
ayrica IKKb kinaz’1 aktive edip NF-kB sinyalini tetikledigini ortaya ¢ikarmistir (Tanaka
ve ark., 2005).

2.4.1.6. Protein modifikasyonlari: Asetilasyon ve O-glikozilasyon

NF-kB sinyal yolunun temel bilesenlerinin birkag post-translasyonel
modifikasyonu, yolun aktivasyonunu tetikleyebilir, ayn1 zamanda NF-kB sisteminin
transkripsiyonel verimliligini de diizenleyebilir (Perkins, 2006). Fosforilasyon ve
ubikitinasyon aktivasyon asamasinda baslica diizenleyici modifikasyonlardir, ancak
asetilasyon ve O-glikozilasyon NF-kB’ye bagl transkripsiyonun etkinligini kontrol
edebilir (Calao ve ark., 2008; Chen ve Greene, 2003; Perkins, 2006). Yaslanma ile ilgili
olarak, asetilasyon ve O-glikozilasyon, stres sirasinda NF-kB sinyalini arttiran énemli

modifikasyonlar gibi gériinmektedir.
2.4.2. Uzun Omiir Faktérleri NF-kB Sinyallesmesini Inhibe Eder

2.4.2.1. p53

P53 tiimor baskilayict protein, hem kanser hem de yaslanma siirecinde 6nemli
bir role sahiptir, ancak organizmanin yaslanmasindaki islevi agikliga
kavusturulamamistir (Campisi, 2005; Papazoglu ve Mills, 2007). P53 proteini, karmagsik
sinyal yollar1 aginda yer alan ve gesitli fonksiyonlarin biitiinligiinii -genom stabilitesi,
DNA onarimi ve mitokondriyal metabolizma- énemli bir proteindir (Chumakov, 2007;
Olovnikov ve ark.,, 2009). Ayrica hiicresel yaslanma ve apoptotik hiicre 6limlerinin
diizenlenmesinde de yer alir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, enerji
metabolizmasinda, 6zellikle mitokondriyal solunum ve glikolizin dengelenmesinde
onemli roliiniin altin1 ¢izmistir (Bensaad ve Vousden, 2007; Ma ve ark., 2007). Birgok
calisma, metabolik hizin maksimum yasam siiresinin diizenlenmesinde onemli bir
parametre oldugunu, yani daha yiiksek bir metabolik hizin daha kisa bir yasam siiresine

doniistiigiinii gostermistir (Hulbert ve ark., 2007).

2.4.2.2. Is1 sok proteinleri (HSP)

Strese kars1 artmis direng, tiim uzun émiirlii mutantlarin, C. elegans, Drosophila

ve hatta fareler vb. Ozelliklerinden biridir (Johnson ve ark., 2000; Munoz, 2003;
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Murakami, 2006; Vermeulen ve Loeschcke, 2007). Molekiiler saperonlarin, 6zellikle de
HSP’lerin, uzun Omiirlilliigli arttiran stres direnci Ozelliklerini  gelistirdikleri
gosterilmistir (Hsu ve ark., 2003; Morley ve Morimoto, 2004; Munoz, 2003; Murakami,
2006; Soti ve Csermely, 2000). Etki, dokuya 6zgii olsa da, en azindan memelilerde,
HSP yanitlarinin yaslanma sirasinda agikca azaldigr iyi bilinmektedir. Memeli HSP
sistemi HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kiigiik HSP’lerin ailelerini icermektedir
(Jolly ve Morimoto, 2000). Hiicresel streste, HSP’ler protein denatiirasyonunu ve
agregasyonunu onleyebilir ve stres sonrasi proteinin yeniden katlama islemine yardime1
olabilir. Bir¢cok calisma, hiicresel HSP seviyelerinin yiikselmesini igeren hiicresel
stresin, NF-kB aracili inflamatuar tepkileri baskilayabildigini gostermistir (Chen ve
ark., 2007; DeMeester ve ark., 2001; Malhotra ve Wong, 2002). Agou ve ark. ve Ran ve
ark., HSP70’in IKK kompleksinin NEMO diizenleyici birimine (IKKg) baglanabildigini
ve NEMO proteinlerinin oligomerizasyonunu bozdugunu ve bu sekilde aktif IKK
kompleksinin olusumunu bozdugunu gostermislerdir (Agou ve ark., 2002; Ran ve ark.,
2004). Yine Weiss ve ark., IKK kompleksindeki HSP70'in varliginin, IkBa proteininin
fosforilasyonunu ve proteazomal bozulmasini ve sonu¢ olarak NF-kB sinyalini
onleyebildigini gozlemlemistir (Weiss ve ark., 2007). Ayrica, HSP70 ekspresyonunun
siganlarda sepsis kaynakli akut respiratuar distres sendromuna kars1 koruyabildigini de
gostermisglerdir. Kiigiikk bir HSP proteini olan HSP27°nin, IKK kompleksine
baglanabildigi ve NF-kB sinyalini aktive etme kapasitesini 0Onleyebildigi de
bilinmektedir (Park ve ark., 2003).

2.4.2.3. Mikro RNA’lar

Insanlarda miRNA'lar, protein kodlayan genlerin  %30’una kadarmin
transkripsiyon sonrasi kontroliinde kilit bir role sahip olan ve gelisim ve yetiskin yasami
sirasinda birgok hiicresel islemi diizenleyen yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda tek
iplikli RNA’lardir. MikroRNA’lar, meme kanseri hiicrelerinde kendini yenileme ve
timor olusumu (Yu ve ark., 2007) ve ayn1 zamanda invazyon ve metastaz dahil olmak
tizere gesitli hiicre stireclerini diizenlemektedirler (Ma ve ark., 2007; Tavazoie ve ark.,
2008).

Kanonik miRNA biyogenez yolu niikleusta baslar (van Schooneveld ve ark.,
2015). MiRNA’lar ilk olarak primer RNA'lar olusturmak {izere pri-miRNA'lar (uzun

miRNA o6nciileri) olarak adlandirilan yaklagik 70 niikleotid uzunlugundaki transkriptler
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olarak RNA polimeraz II tarafindan kopyalanip, DROSHA RNaz III enzimi tarafindan
islenerek Oncii primer miRNA haline getirilirler (Smith-Vikos ve Slack, 2012). Son
olarak, dubleksin iki seridi, Dicer-TRBP kompleksi ile birbirinden ayrilir. Daha sonra
spesifik miRNA'lar, komplementer olarak Argonaute proteini ve hedef mRNA’dan
olusan RNA kaynakli susturucu kompleksine (RISC) baglanir. Sonug¢ olarak, hedef
mRNA'larin translasyonu, translasyonal susturma ile bastirilir (Bullrich ve ark., 2001,
Jung ve Suh, 2014; Smith-Vikos ve Slack, 2012). Son arastirmalar, miRNA’larin,
spesifik hedef genleri ile ¢oklu iliski i¢cinde islev gdsterdigini gostermistir. Bu nedenle,
belirli bir miRNA, bin mRNA’ya kadar olan ekspresyonu diizenleyebilir ve spesifik bir
mRNA, cok sayida miRNA’lar tarafindan koordine edilebilir, bu da, miRNA’larin
yaslanma, inflamasyon ve kanser siireclerindeki etkilesiminin karmasik oldugunu
gostermektedir (Huang ve ark., 2014). MikroRNA’lar, dogrudan ve dolayli olarak insan
uzun yasam ag1 (Human Longevity Network) iizerinden yaslanma ve tiimor olusumunu
birbirine baglar (Huang ve ark., 2014; Lee ve Calin, 2011). Ayrica, mayadan fareye,
hiicresel yaslanma genlerinin evrimsel korunum paterni, kanserle iliskili genlerinkiyle
hemen hemen aynidir, bu benzerlik, bu iki siire¢ arasindaki ortak hedefin bir sonucudur.
Yine, hiicresel yaslanma, malign transformasyon i¢in risk altinda kalan hiicrelerin
tutuldugu bir molekiiler programin timor destekleyici mekanizmast olarak
diisiintilebilir. Hiicresel yaslanma, uzun Omdirlilik ve kanser genleri miRNA'lar
aracilifiyla baglanabilir. 39 miRNA’nin hedefi olan 40 hiicresel yaslanma geni
saptanmigtir. Bu miRNA'lardan bir¢ogunun (miR-21, MiR-17, miR-29b dahil), diger
yasla iliskili hastaliklar ve uzun sag kalim ile iliskili olan kanserlerle ilgili hedefleri
vardir (Bullrich ve ark., 2001; Huang ve ark., 2014; Piano ve Titorenko, 2015; Smith-
Vikos ve Slack, 2012; van Schooneveld ve ark., 2015). Arastirmacilar, kanser
(oncomiRs), inflamasyon (inflamma-miR’ler) ve yaslanma (SA-miR’ler) ile iliskili
olabilecek miRNA'lar1 rapor etmislerdir. Bunlardan {igli, yani miR-21, miR-126 ve miR-
146a ve bunlarin hedef mRNA’lar1, yasa bagli hastaliklarda pro-inflamatuar durumun
ana moddulatord olan NF-kB yolaginin bir parcasidir (Bonafe ve Olivieri, 2015; Olivieri
ve ark., 2013; Sikora ve ark., 2010; Sood ve ark., 2015). Ornegin, invaziv meme
timorlerinde yuksek seviyelerde miR-21 eksprese edilir. MiR-21 hedefleri arasinda iki
tiimor baskilayic1 vardir: tropomiyosin I ve fosfataz ve tensin homologu (PTEN), ve
bunlara ek olarak baskilama, invazyon ve metastaz yapan proteinler: programlanmis

hiicre 6lum 4 proteini (PDCD4) ve maspin (Chen ve ark., 2015; LeBlanc ve Morin,
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2015; Qi ve ark., 2009). Kanser hiicrelerinde, tim bu proteinler yiiksek duzeyde Mir-21
tarafindan inhibe edilirken, bu miRNA’nin inhibisyonu tiimoér hiicrelerinin biiyiime, g0¢
ve invazyonunun azaltilmasinda ters etkiye sahiptir (Fatima ve ark., 2015). Son
zamanlarda miR-146a’nin dogal immiin yanitin modiilasyonunda 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Labbaye ve Testa, 2012). Cesitli ¢alismalar meme kanserinde
NF-kB / miR-146a’nin artmis regiilasyonunun hastalik patogeneziyle ilgisini
gostermistir. Ek olarak, hiicresel yaslanmanin pro-inflamatuar etkilerine karsi koymak
suretiyle miR-146, anti-inflamatuar ve genel baskilayici etki saglar (Olivieri ve ark.,
2013).

2.4.3. Kalori kisitlamasi, uzun 6miir faktorleri ve NF-kB Sinyallesmesi

Kalorik kisitlama (KK), memelilerde, 6zellikle de kemirgenlerde yasam stiresini
uzatmanm en etkili yoludur (Bishop ve Guarente, 2007; Weindruch, 1996). KK’nin
ayrica IKK / NF-kB sinyalizasyon yolunun aktivasyonunu da azaltabildigini gosteren
yeni kanitlar vardir. Sonug olarak KK’nin viicutta bir stres tepkisi olusturdugu ve uzun
omarlt faktorlerin  NF-kB sinyallesmesinin inhibisyonu dahil olmak (zere stres
direncini indiikleyebilecegi ve bu sekilde yasa bagli inflamatuar ve dejeneratif

degisikliklerin 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir.

2.4.4. Bir sag kalim faktorii: NF-KB Sinyallesmesi

NF-kB sistemi, hem yararli hem de zararli geri doniisleri olan, zit etkiler
gosteren bir pleiotropik regiilatdrdiir. Ana fonksiyonu, dogustan gelen bagisiklik
reaksiyonlarina ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilecek doku hasarina kars1 giiclii
bir koruma saglamaktir (Dutta ve ark., 2006; Karin ve Lin, 2002). NF-kB sistemi,
IAP’lerin (apoptoz inhibitdrii) ve JNK sinyalinin inhibitorii Gadd45b gibi c¢esitli sag
kalim genlerinin ekspresyonunu aktive edebilir (van Uden ve ark., 2008). HIF-1,
glikolitik enerji Uretimini ve glikozitik enerji Uretimini artiran ve bu sekilde farkli
patolojik durumlarda dokularin hayatta kalmasini arttiran glikolitik enzimlerin ve glikoz
tastyicilarin  ekspresyonunun giiglii bir indukleyicisidir (Marin-Hernandez ve ark.,
2009). Genel olarak, gecici NF-kB sinyallesmesinin yararl etkileri oldugu, ancak asirt
ve / veya uzun siireli aktivasyonun zararl etkilere yol actig1 goriilmektedir. IkB protein
ekspresyonunun indiiksiyonu iyi bilinen bir mekanizmadir, ancak NF-kB aktivasyonu

ayni1 zamanda NF-kB komplekslerinin aktivasyonunu inhibe eden A20 ve Cezanne gibi
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deubikutinlestirici enzimlerin transkripsiyonunu da indukleyebilir (Coornaert ve ark.,
2009; Enesa ve ark., 2008).

2.5. Metformin ve Kanser

2.5.1. Neden Metformin ve Kanser?

Bir biguanid olan metformin, on yillardir T2DM i¢in ilk basamak tedavi olan ve
en yaygin olarak regete edilen bir anti-hiperglisemik ajandir. 40 yil boyunca anti-
diyabetik olarak yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, memelilerdeki antikanser
etkisini ilk kez gosteren rapor 2001°de yayinlanmistir (Schneider ve ark., 2001) ve yine
metformin ile tedavi edilen T2DM hastalarinda azalmis kanser riskinin gosterildigi ilk
rapor sadece 13 yil once yaymlanmistir (Evans ve ark., 2005). Amerikan Diyabet
Dernegi ve Amerikan Kanser Dernegi konsensiis raporuna gore diyabet hastalarinda
diyabet olmayanlara karsin goreceli risk karaciger, pankreas ve endometriyum
kanserleri i¢in yaklasik iki kat veya daha yiiksek iken; kolon, rektum, meme ve mesane
kanserleri i¢in yaklagik 1.2-1.5 kat olarak bildirilmistir (Giovannucci ve ark., 2010).
Klinik gézlemler yeni tan1 konmus kanser hastalarinda diyabet prevalansinin % 8 ile %
18 arasinda degistigini ve bu iki hastalik arasinda cift yonlii bir iliski oldugunu
goOstermektedir (Barone ve ark., 2010; Richardson ve Pollack, 2005). Diyabet ve kanser
iligkisi ilk olarak 1932’de rastlantisal bir bulgu olarak bildirilmistir (Smith ve Gale,
2009). Giintimiizde bu birliktelik 1y1 bilinmektedir, ancak yogun g¢alismalara ragmen
mekanizmalar1 hala belirsizligini korumaktadir. T2DM ve kanserin yaslanma, cinsiyet,
obezite, fiziksel hareketsizlik, diyet, alkol ve sigara i¢imi gibi bazi potansiyel risk
faktorlerini paylastigt konusunda genel bir kani vardir. T2DM’de insiilin direnci ve
hiperinstlinemi, kanser gelisimi i¢in bagimsiz risk faktorleri olarak kabul edilir (Azar
ve Lyons, 2010; Smith ve Gale, 2010). Ek olarak, hiperglisemi ile iliskili oksidatif stres,
ileri glikolizasyon son firiinlerinin birikimi ve diislik dereceli inflamasyon da malign
transformasyon riskini artirabilir (Azar ve Lyons, 2010; Drzewoski ve ark., 2011) Cok
sayida preklinik, epidemiyolojik ve klinik c¢alismanin sonuglari, metformin
kullaniminin, diger hipoglisemik ilaglarin kullanicilariyla karsilastirildiginda kanser
hlcresi blyumesinin ve tim kanser vakalarinda proliferasyonun onlenmesi ile iliskili

oldugunu gostermistir.
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2.5.2. Metforminin Anti-diyabetik Ajan olarak Etki Mekanizmasi

Metforminin bir antihiperglisemik ila¢ olarak etki mekanizmasini agiklayan ilk
hipotez, kas tarafindan glikoz aliminin uyarilmasi lizerine kurulmustur (Klip ve Leiter,
1990). Metforminin antidiyabetik ajan olarak birincil etkisinin, glukoneogenez
inhibisyonunun bir sonucu olarak hepatik glukoz {iretimini azaltmak oldugu yoniindeki
giderek artan kanitlar mevcuttur (Song ve ark., 2001). Ayrica, birkag rapor metformin
uygulamasinin karacigerdeki ATP ve ATP / ADP oraninda bir azalmaya yol agtigini ve
bunun da hiicresel biyoenerjide bir azalmaya neden oldugunu goéstermektedir (Argaud
ve ark., 1993; Hawley ve ark., 2010). Molekuler diizeyde, metforminin en cok tarif
edilen etkisi, elektron transport zincirinin ilk bileseni olan mitokondriyal kompleks I
(NADH ubiqguinone oxidoreductase) inhibisyonudur (Drahota ve ark., 2014). Metformin
ile kompleks I inhibisyonu, mitokondriyal solunumu kesintiye ugratir, protonla uyarilan
ATP (retiminde bir azalmaya neden olur ve bu durum sonug¢ olarak AMP / ATP
oraninda bir enerji stresine ve azalmaya neden olabilmektedir. Son yillarda, AMP / ATP
oraninin azalmasinin AMP ile aktive olan protein kinazi (AMPK) uyardigi ve bu
enzimin bu nedenle metforminin glikoz disiiriicii etkisinin énemli bir sensorii ve araci
oldugu diistiniilmiistiir (Ouyang ve ark., 2011; G. Zhou ve ark., 2001). Kasta AMPK
aktivasyonu da glikoz tliketimini artirabilir ve hepatik AMPK aktivasyonu
glukoneogenezi inhibe ederken glikolizi aktive edebilir (Hardie ve Alessi, 2013).
Metforminin bu etkilerinin her ikisi de kan sekerini diisiirebilir ve tip II diyabette anti-
hiperglisemik etkiye katkida bulunabilir. AMPK-dan bagimsiz olan mekanizmaya gore
ise metformin, glukagon-bagimli siklik AMP (cAMP) sinyallesmesi ile antagonize
edilebilir (Miller ve ark., 2013). Bu sekilde, metformin adenilil siklazin glukagon
aktivasyonunu ve sonug olarak cAMP iiretimini bozarak cAMP’ye bagli protein kinazin
(PKA) aktivasyonunu inhibe eder. PKA aktivasyonu, fruktoz-2,6, -bisfosfat seviyelerini
diistirtir, boylece karacigerde glukoneogenezi ve kan glikoz seviyelerini arttirir (Cao ve

ark., 2014) (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: Metforminin tasinmas1 ve AMPK-p53 ve NFKB iliskisi

2.5.3. Metforminin Kanser Hiicresi Biyoenerjisindeki Etki Mekanizmasi

Metforminin kanser hiicrelerinde mitokondriyal kompleks I’i inhibe ettigi
gosterilmis olmasina ragmen, metformin ile NADPH rediiktaz arasindaki etkilesimin
bugline kadar molekiler bir tarifi yoktur. Metformin, izole mitokondride oksijen
tiiketimini stiksinat gibi kompleks II substratlarin varliginda degil yalnizca kompleks I
substratlarin (malat ve piruvat) varliginda inhibe eder (Andrzejewski ve ark., 2014).
Metforminin etkilerinde kompleks I’in roliiyle ilgili Wheaton ve ark. metforminin kolon
kanseri hiicrelerinde antiproliferatif bir etki yaptigini, ancak Saccharomyces
cerevisiae’den metformine direngli bir NADH rediiktazin (NDI1) asir1 eksprese
edildiginde bu etkinin ortadan kalktigin1 gostermislerdir. Bu sonuglar, NDI1 proteinini
asirt ifade eden farelerde de dogrulanmigtir (Wheaton ve ark., 2014). Enerjik bir
dengesizlige katkida bulunmanin yani sira, mitokondriyal kompleks I'in inhibisyonu,
instlin / instlin benzeri blytme faktori-1 (IGF-1) sinyallesmesinde bir azalmayla ve
rapamisinin memeli hedefinin (mTOR) inhibisyonuyla, AMPK aktivasyonu ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretimindeki azalma ve iligkili DNA hasar ile iligkilendirilmistir
(Algire ve ark., 2012; Gandini ve ark., 2014; Gwinn ve ark., 2008; Memmott ve ark.,
2010). AMPK ve mTOR sinyallesmesi, tumor proliferasyonunda merkezi bir rol

ustlenir (Faubert ve ark., 2015) ve meme kanseri (Dowling ve ark., 2007; Guo ve ark.,
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2015), 6zofagus kanseri (Honjo ve ark., 2014), pankreatik kanser (Nair ve ark., 2014) ve
mide kanseri (Han ve ark.,, 2015) gibi kanserlerdeki metformin aktivitesi ile
iliskilendirilmislerdir. Kat1 timorlerin ana ve iyi bilinen 6zelliklerinin, hem glukoz hem
de oksijenin varhigin1 etkileyen ve timdr hiicrelerinin habis fenotipini arttiran
vaskiilarizasyonda bir azalma oldugu unutulmamalidir. Molekiiler olarak, hipoksi ile
indiiklenebilir faktorlerin (HIF’ler) stabilizasyonu, diisiik oksijen ortamina adaptasyona
izin veren metabolik degisikliklerin kabul gérmesi 6nemli bir adimdir. Sonug olarak,
HIF’lerin aktivasyonu (HIF-1a gibi) birka¢ kanser tiirtinde bildirilmistir (Maftouh ve
ark., 2014; Xiong ve ark., 2015; Yoshiba ve ark., 2009). Bu ortamda metforminin kisa
sire once hipoksi ile indiklenen HIF-1a stabilizasyonunu ve tumor hicrelerinde HIF
hedef genlerinin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Wheaton ve ark., 2014). Bu
etkiler, metforminin, hipoksik kosullar altinda hayatta kalmak igin HIF sinyaline

bagimli olan kanserlerde de terapotik bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.5.4. Metformin: Bir anti-metabolit ilag

Folat metabolizmas1 kemoterapdtik ilaglar i¢in 6nemli bir hedef olarak
vurgulanmistir. Kanser hiicrelerinde folat metabolizmasi, niikleotid sentezi, metionin
dongiisii, glutatyon sentezi, poliamin metabolizmasi ve diger metabolik yollar
biitlinlestiren “tek karbonlu” metabolizmayla tiimor hiicresi sagkalimi ve / veya
kemoterapide direng icin 6nemli stregleri icerir (Locasale, 2013). Metformin ve folat
metabolizmast degisiklikleri arasindaki iligki, metformin ile uzun dénem tedavi edilen
T2DM olan hastalarda homosistein artisini1 ve folat ve B12 vitamini diisiisiinii bildiren
gesitli caligmalara {izerine kurulmustur (Aarsand ve Carlsen, 1998; de Jager ve ark.,
2010; Ham ve ark., 2014; Ko ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2007). Homosistein, folat
metabolizmasina, bir metil grubu dondrii olan 5-metil-tetrahidrofolat ve ana kofaktor
olarak B12 vitaminini kullanarak, homosisteini metile eden bir enzim olan metionin
sentazin etkisi ile baglidir (Locasale, 2013). Ancak, folat metabolizmasi ile metforminin
antitimor etkisi arasindaki iliski heniiz agikliga kavusturulamamistir. 2012 yilinda
Corominas-Faja ve ark. metformin, meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7, BT-474 ve
MDA-MB-231 hiicre dizileri) folat metabolizmasimi degistirdigini, son sitotoksik etki
olarak da timidin ve purin nikleotidlerinin de novo sentezinin inhibisyonunu
indiikledigini bildirmistir (Corominas-Faja ve ark., 2012). Bu folat metabolizmasi

degisikligi de glutatyon sentezinde azalma ile baglantilidir. Kanser hiicrelerindeki
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metformin, ayni zamanda, homosistein birikimini de arttirmakta, ancak indirgenmis
glutatyon diizeylerini ve bu tiyoliin disiilfid formunu azaltmaktadir (Corominas-Faja ve
ark., 2012). Bu sonuglardan sonra Janzer ve ark. metformin ile tedavi edilen meme
kanseri kok hiicreleri (KKH’ler), homosistein seviyelerinde bir artis ve trifosfat
niikleotidlerinde HPLC / MS ile ol¢iildiigli lizere 6nemli bir diisiis gostermislerdir.
llging bir sekilde, KKH’lerde metformin glikolitik ara iiriinleri veya trikarboksilik asit
dongii Uriinlerini degistirmez, bu durum da hiicrelerde mitokondri homeostazinda bir
degisiklik olmadigm gostermektedir (Janzer ve ark., 2014). Ek olarak Cioce ve ark.
kemoterapiye direngli meme kanseri hicrelerinin (MCF-7, BT-474 ve SUM 159 hiicre
cizgilerinden tiiretilen) kiiltiir ortaminin metabolit profilini degerlendirmis ve metformin
ile tedavi edilen hiicrelerden alinan kiiltiir ortaminin azalmis hiicre i¢i glutatyon
seviyelerine paralel olarak daha yiiksek seviyelerde piroglutamat igerdigi gosterilmistir
(Cioce ve ark., 2014).

2.5.5. Metforminin Tasinmasi

SLC22 ailesindeki birgok tastyict gibi organik katyon tasiyicilar: (OCT), 12 alfa-
heliks transmembran domaini (TMD’ler), bir hiicre i¢i N terminali, bir hicre i¢i C
terminali, TMD 1 ve 2 arasinda bulunan genis glikozile olmus hiicre dis1 bir ilmek ve
TMD 6 ve 7 arasinda fosforilasyon bolgeleri olan hiicre i¢i biiylik bir ilmek bulunan
tahmini bir membran topolojisine sahiptir. OCT’ler dengeleyici tastyicilardir.
Katyonlarin bu tasiyicilar tarafindan translokasyonu da elektrojeniktir. Boylece,
membran potansiyeli konsantrasyon gradyanina ek olarak bir itici gii¢ olarak etki
edebilmektedir. Cok cesitli molekiiler yapilarla ¢ok ¢esitli substratlar1 translokasyona
ugratirlar ve benzer sekilde, translokasyon yapilmadan tasiyicilar ile etkilesime
girebilen ¢ok sayida bilesik tarafindan da inhibe edilebilirler (Volk ve ark., 2009).
OCT1, kromozom 6.926-7 bolgesinde bulunan, 11 ekson ve 10 intron iceren SLC22A1
geni tarafindan kodlanir (Koepsell ve ark., 2007). OCT1 proteini ¢ogunlukla epitel
hiicrelerinde eksprese edilir. Doku dagilimi ile ilgili olarak, OCT1 esas olarak
hepatositlerin siniizoidal membraninda yer aldig1 karacigerde eksprese edilir (Nies ve
ark., 2009). OCT1 ayrica, akciger, brons epitel hiicrelerinin limen membraninda; kalp;
iskelet kasi; mikrodamarlarin endotel hiicrelerinde beyin; plasenta; meme bezi;
bobrekiistii bezi; goz, korneada ve kan retina bariyerinde; yag dokusu,bagisiklik

hlcreleri ve ince bagirsak dahil ¢ok ¢esitli doku ve organlarda da ifade edilir (Gilchrist
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ve Alcorn, 2010; Han ve ark., 2013; Jonker ve Schinkel, 2004; Koepsell ve ark., 2007;
Lin ve ark., 2010; Minuesa ve ark., 2008; Moreno-Navarrete ve ark., 2011; Nishimura
ve Naito, 2005; Zhang ve ark., 2008). Tumérlerde de OCT1 ekspresyonunun etkisi
genis Ol¢iide bilinmektedir (Gupta ve ark., 2012; Koepsell ve ark., 2007; More ve ark.,
2010; Schaeffeler ve ark., 2011), ancak bazi vakalarda karaciger kanseri i¢in son
zamanlarda gosterildigi gibi, ekspresyon seviyeleri c¢evredeki normal doku ile
karsilastirildiginda azalmis olarak rapor edilmistir (Martinez-Becerra ve ark., 2012).
Metformin hidrofilik yapida (pH 6.0'da 26.13 logD) ve tiim fizyolojik pH degerlerinde
elektriksel olarak yukli (pKa 12.4) bir ajandir (Schaeffeler ve ark., 2011). Bu nedenle,
hiicre zar1 boyunca pasif difiizyon yaparak hiicreye giremez ve hiicre i¢i hedef olan
AMPK’yi harekete gecirebilecegi hiicreye girmek icin katyon secici tasiyicilara ihtiyag
duymaktadir (Martinez-Becerra ve ark., 2012). Organik katyon tasiyicilar (OCT)
(SLC22A1-3), plazma monoamin tasiyici (PMAT) (SLC29A4) ve ¢oklu ilag ve toksin
ekstriizyon proteinleri (MATEI ve 2) (SLC47A1 ve SLC47A2) gibi tasima proteinleri,
bagirsak, karaciger ve bobrek gibi farkli organlarda metformin trafigini kolaylastirir
(Giacomini ve ark., 2010; Tachampa ve ark., 2008). Karacigerde, metformin, agirlikli
olarak OCT1 yoluyla hepatositlere alinir ve bodylece bu tasiyici, metforminin

antidiyabetik etkisinde kritik bir rol oynar.

2.5.6. Metforminin diger mekanizmalari

Hepatoseliler karsinomda, metformin, siklin D1 ve siklin E (Miyoshi ve ark.,
2014; Qu ve ark., 2012) gibi hiicre dongusi dizenleyici proteinlerin modulasyonu
yoluyla hem in vitro hem de in vivo bir inhibitor etki gosterir. Ek olarak, c-MYC
geninin karsinojenezin bir pivotal araci oldugu 6ne siiriilen HCC’lerde (Blandino ve
ark., 2012), metformin tedavisinin tumor stipresori let-7 ailesi tiyeleri mikroRNA’lar1
up-reglle ederek in vitro c-MYC ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Miyoshi ve
ark., 2014).

2.5.7. Metforminin In vitro ve In vivo Etkisi: Konsantrasyon Problemi

Metforminin etki tarzin1 agiklamayr amaglayan in vitro deneylerle ilgili en
yaygin elestiri kullanilan konsantrasyondur. Metformin plazma konsantrasyonunun
farmakokinetik analizleri, 3 gr / guin (terapétiklerde izin verilen maksimum doz) dizenli

bir uygulamadan sonra ortalama konsantrasyonun yaklasik 1.5 mg / L oldugunu ortaya
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cikarmigtir; metforminin molekiil agirhigr (129.2 g / mol) dikkate alindiginda,
plazmadaki ortalama molar konsantrasyon yaklasik olarak 11 uM’dir (Duong ve ark.,
2013; Graham ve ark., 2011). Bununla birlikte, metforminin mitokondriyal aktivitesini
arastiran deneyler, insanlarda plazma konsantrasyonlarindan en az 50 kat daha fazla
olan, 0.5 ila 10 mM’lik konsantrasyonlart kullanmistir (Algire ve ark., 2012;
Andrzejewski ve ark., 2014; Menendez ve ark., 2012; Wheaton ve ark., 2014; Zakikhani
ve ark., 2006; Zhuang ve ark., 2014). Ek olarak, bazi raporlar ilacin antifolat
aktivitesinin de plazma konsantrasyonundan daha biyik olan 0.3 ve 1 mM
konsantrasyonlarda gozlemlendigine dair kanitlar saglamaktadir (Cioce ve ark., 2014;
Corominas-Faja ve ark., 2012; Janzer ve ark., 2014). In vitro ve in vivo verilerden
kaynaklanan bir baska endise, kiiltiir ortamindaki glikozun metformin metabolizmasina
miidahale edebilecegidir. Gézden gecirilen ¢alismalarin ¢ogunda, sirasiyla 24 ve 17.5
mM glukoz iceren kiiltiir ortam1 olarak DMEM veya DMEM / F12 kullanilmistir;
bununla birlikte, plazmadaki normal glukoz konsantrasyonu araligt 7 mM’nin
altindadir. Bu baglamda, Zhuang ve ark. metforminin sitotoksik etkisinin diisiik glikoz
ortaminda giiclii oldugunu kanitlamistir, bu da in vitro deneylerde yiiksek bir metformin
konsantrasyonunun gerekliliginin, glikozun uyguladigi maskeleme etkisine bagh
oldugunu gostermekte boylece bu deneylerde elde edilen verilerin gegersiz olmadigini

gostermektedir (Zhuang ve ark., 2014).

Bir calismada kullanilan metformin konsantrasyonlari, metformin tedavisi
altindaki diyabetiklerde metformin serum diizeylerine gore 1000 kat daha yiiksek olarak
rapor edilmistir (Frid ve ark., 2010). Baska bir ¢aligmada ise prostat kanseri hiicrelerini
inhibe etmek icin de yine benzer metformin dozlar1 (5 mM) uygulanmistir (Ben Sahra
ve ark., 2008). Bununla birlikte, bir in vivo xenograft modelinde, ayni1 yazarlar, hastalar
icin kullanilan ayn1 metformin dozu ile prostat kanseri hiicre buyimesinin guclu bir
sekilde durduruldugunu rapor etmislerdir. Yine baska bir klinik ¢alismada, kolorektal
epitelyal proliferasyonu baskilamak icin daha diisiik bir metformin dozunun (250 mg /
d) yeterli oldugu bildirilmistir (Hosono ve ark., 2010). Bu veriler, in vitro olarak
kullanilan metforminin supratherapdtik dozlarinin, in vivo olarak metforminin

proliferasyonu durdurma etkisini elde etmek i¢in zorunlu olmadiginm diistindiirmektedir.

Aslinda, anti-diyabetik biguanid metforminin in vitro kiiltire edilmis kanser

hiicrelerinde hiicre biiylimesini 6nemli Ol¢lide inhibe etme kabiliyeti, ¢ogunlukla
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milimolar aralikta yeterli olmaktadir (Martin-Castillo ve ark., 2010; Vazquez-Martin ve
ark., 2010). Yine, son derece yuksek miktarda buyume faktori ve glukoz igeren kilttr
ortamlarinda rutin olarak ¢ogaltilan tiimor hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe
etmek i¢in metforminin millimolar konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir. Cogu saglikli,
diyabetik olmayan yetiskinler 5 mmol / L civarinda ac¢lik glukoz seviyelerini korurken,
ortalama doku kiiltiir ortam1 10 ila 25 mmol / L arasinda ve ayrica insiilin agisindan
zengin fetal sigir serumu (% 5-10 v / v) arasinda glukoz konsantrasyonlarina sahiptir.
Glikoz seviyeleri sirasiyla metabolik sendrom ve diyabetik hastalarda 7 mmol / L ile 10
mmol / L arasinda degistiginden ve bir konak yaniti in vitro olarak kabul
edilemediginden, bir¢ok bilim adami c¢ogu durumda sezgisel dozda birlesmekte,
dogrudan (insiilinden bagimsiz) metformin etkilerinin, kanser hastalarmin klinik
durumlart ile iliskili olmayacagini diisiinmektedir (Bonanni ve ark., 2012; Dowling ve
ark., 2012; Kourelis ve Siegel, 2012; Martin ve Marais, 2012).

2.6. Proteomik Analizi

30 yili agkin bir siiredir, kiitle spektrometresi (MS) ve molekiiler tekniklerdeki
ilerlemeler neticesinde protein ¢aligmalar1 gelisim gostermistir ve proteomiks bilimsel
arastirmalar i¢in etkili bir ara¢ olarak kabul edilmistir (Mishra, 2011; SS, 2008).
Proteomun incelenmesi, daha Once olusturulmus veri tabanlarindaki sonuclarin
karsilastirilmast  yoluyla proteinlerin  yapisini, islevini ve birbirleriyle olan
etkilesimlerini ortaya ¢ikarmakta ve yeni proteinlerin ve sinyal mekanizmalarinin
tanimlanmasima yardimci olmaktadir (Mishra, 2011). Proteomik c¢alismalar1 ile
hlcrelerdeki batin proteinlerin tanimlanmasi, karsilikli etkilesim ve yolak analizleriyle
kanserlerin erken evrede yakalanabilmesi ve Onleyici biyomarkerlarin saptanmasi

mimkun olabilmektedir (Al-Zaidan ve ark., 2017).

2.6.1. Meme Kanseri ve Proteomiks

Bir¢ok caligmayla birlikte proteomiks tabanli ¢alismalar yardimiyla meme

kanserinin molekiiler biyolojisi de detaylandirilmaya c¢alisilmaktadir.

Proteomiks ve meme kanseri ile ilgili, Al Zaidan ve ark.’nin yaptigi meme
kanseri i¢in gilivenli ve alternatif tedavi secenekleri kesfetmek olan proteomiks bazl
calismada meme kanserine 0zgii, biyobelirte¢ olarak da kullanilabilecek proteinler

saptanmustir (Sacco ve ark., 2016). Yine Sacco ve ark., metformin kullaniminin hiicre
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proliferasyonu iizerinde etkisinin oldugunu derin proteomiks verilerini kullanarak
gostermiglerdir (Mi ve ark., 2017). Hastalara ait 6rneklerden uretilen primer hicre
kiltlirlerinde yapilan proteomiks ¢alismasiyla ortaya konulacak hedef proteinler meme
kanserine erken evrede tani konulmasina, hastaligin ilerleyisini onlemeye, hastalik
patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasina ve daha genis bir tabirle tedavi alternatifleri

adina yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak taniyacaktir.

2.6.1.1. Calismada anlamh olarak saptanan proteinler

Hastalara ait tumor ve non-tiimoral primer kiiltiirleri arasinda istatistiksel
anlamlilik  farklilik  gosteren, MALDI TOF/TOF-MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization time-of- flight, Mass Spectrometry) analizine tabi tutulan protein

spotlarinda tanimlanan proteinlerin asagida verilmistir.
A. GARS

Glisil-tRNA sentetazi olup Glisinin tRNA’ya baglanmasini katalize eder. Ayrica
hiicre diizenleme yollar1 i¢in gerekli olan evrensel bir pleiotropik sinyal molekiilii olan
diadenosin tetraposfat (Ap4A) iiretebilir (UNIPROT ID: P41250). GARS ile etkilesen

proteinlerden;

EPRS-glutamil-prolil-tRNA sentetazi; iki asamali bir reaksiyonda kognat amino
asitin karsilik gelen tRNA’ya baglanmasmi katalize eder. Inflamasyon islemlerinde
interferon-gama kaynakli transkript-selektif translasyon inhibisyonuna aracilik eden
GAIT (gama interferon-aktive edici inhibitor inhibitorii) kompleksinin bilesenidir. 1512

amino asit uzunlugundadir.
IARS-izolusil-tRNA sentetaz 1262 amino asit uzunlugundadir.

AARS-Alanil-tRNA sentetazi, iki asamali bir reaksiyon-alanin igindeki alaninin

tRNA'ya baglanmasindan sorumludur. 968 amino asit uzunlugundadir.

YARS-Tirosil-tRNA sentetaz, iki asamali bir reaksiyon-tirosin iginde tirozinin

tRNA'ya baglanmasindan sorumludur. 528 amino asit uzunlugundadir.

TARS-treonil-tRNA sentetaz 723 amino asit uzunlugundadir.

B. NEFM
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Norofilament, medyum polipeptid adli bu protein norofilamentler genellikle {i¢
ara filament proteini icerirler - L, M ve H, noronal kalibrenin bakiminda rol alirlar.
NEFM 916 aminoasitlik peptid dizisine sahiptir (UNIPROT ID: P07197). NEFM ile

etkilesen proteinlerden;

MAPK11-Mitojenle uyarilan protein kinaz 11; MAP kinaz sinyal iletim yolunun
temel bir bileseni olarak iglev goren serin / treonin kinazdir. MAPK11, proinflamatuar
sitokinler veya transkripsiyon faktorlerinin dogrudan aktivasyonuna yol acan fiziksel
stres gibi hiicre dis1 uyarilar tarafindan uyarilan hiicresel tepkilerin kaskadlarinda

onemli bir rol oynayan dort p38 MAPK ’lardan biridir. 364 amino asit uzunlugundadir.

MAPK14-Mitojenle uyarilan protein kinaz 14, MAP kinaz sinyal iletim yolunun
temel bir bileseni olarak islev goren serin / treonin kinazdir. 360 amino asit

uzunlugundadir.

PRPH-Periferin, Simif III ndronal ara filament proteinidir. 470 amino asit

uzunlugundadir.

MAPK12-Mitojenle uyarilan protein kinaz 12, MAP kinaz sinyal iletim yolunun
temel bir bileseni olarak islev goren serin / treonin kinazdir. 367 amino asit

uzunlugundadir.

MAPKZ13-Mitojenle uyarilan protein kinaz 13, MAP kinaz sinyal iletim yolunun
temel bir bileseni olarak islev goren serin / treonin kinazdir. 365 amino asit

uzunlugundadir.
C. THAP3

THAP bolgesi iceren, apoptosis ile iliskili protein 3 adli bu protein RRM1
transkripsiyon aktivitesinin duzenlenmesi igin gerekli olan THAP1 / THAP3-HCFC1-
OGT kompleksinin bilesenidir. 239 amino asit uzunlugundadir (UNIPROT ID:
Q8WTV1). THAP3 ile etkilesen proteinlerden;

THAP11-THAP Dbolgesi iceren 11, embriyonik kok (ES) hucrelerinin
embriyogenez ve pluripotensi i¢cin  merkezi bir rol oynayan transkripsiyon
baskilayicisidir. Anahtar genetik lokuslara dogrudan baglanarak ve epigenetik modifiye
edicilerle (benzerlige gore) pluripotent ES hiicrelerinde gen ekspresyonunu baskilayan

sekansa spesifik DNA-baglama faktoriidiir. 314 amino asit uzunlugundadir.
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PRKRIR-Protein-kinaz, interferon ile indiiklenebilir ¢ift zincirli RNA'ya bagh
inhibitor adli bu protein, interferon kaynakli serin / treonin protein kinaz R yukar1 akis

regiilatoriiniin baskilayicisidir. 761 amino asit uzunlugundadir.

HCFC1-Konakgi hiicre faktorii C1 (VP16-yardimci protein), hiicre dongiisiiniin
kontroliinde yer alir. EGR2 ve GABP2 i¢in koaktivatordiir. Kromatin, Setl / Ash2
histon H3 "Lys-4" metiltransferaz ve Sin3 histon deasetilaz komplekslerini (sirasiyla,
transkripsiyonun aktivasyonu ve baskilanmasi) modifiye eder. 2035 amino asit

uzunlugundadir.

BLZF1-Temel 16sin fermuar niikleer faktér 1, normal golgi yapist ve
endoplazmik retikulumdan golgi aparati aracili hiicre yiizeyine protein aktarimi icin

gereklidir. 400 amino asit uzunlugundadir.

RFESD-Rieske (Fe-S) bolgesi iceren protein olup 210 amino asit

uzunlugundadir.
D. ANP32A

Asidik (16sin bakimindan zengin) niikleer fosfoprotein 32 ailesi, iiye A adlh
protein proliferasyon, farklilagsma, kaspaz bagimli ve kaspazdan bagimsiz apoptoz,
transformasyonun  baskilanmasi (timor baskilayici), protein fosfataz 2A'nin
inhibisyonu, mRNA trafiginin diizenlenmesi ve ELAVLI ile birlikte stabilite dahil
olmak iizere bir dizi hiicresel islemde ve INHAT (histon asetiltransferazlarin inhibitorii)
kompleksinin bir pargast olarak asetiltransferazlarin inhibisyonunda ve E4F1 aracili
transkripsiyonel baskida rol oynar. 249 aminoasitlik peptid dizisine sahiptir (UNIPROT
ID: P39687). ANP32A ile etkilesen proteinlerden;

SET-SET Nukleer onkogen, Apoptoz, transkripsiyon, nikleozom kompleksi ve

histon saperonla ilgili ¢ok gorevli bir proteindir. 290 amino asit uzunlugundadir.

APEX1-APEX niikleaz (¢cok fonksiyonlu DNA onarim enzimi) 1, oksidatif
strese hiicresel cevapta merkezi bir rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. 318

amino asit uzunlugundadir.

ELAVL1-ELAV (embriyonik dliimciil, anormal goriis, Drosophila) -benzeri 1
(Hu antijeni R); MRNA'larin 3'-UTR boélgesine baglanan ve stabilitelerini arttiran RNA

baglayici proteindir. 326 amino asit uzunlugundadir.
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HMGB2-Ylksek hareketlilik grup kutusu 2, farkli hiicresel bélmelerde cesitli
rollere sahip ¢ok fonksiyonlu bir proteindir.Cekirdekte, transkripsiyon, kromatin
yeniden bigimlenmesi ve V (D) J rekombinasyonu ve muhtemelen baska siireclerde yer
alan bol kromatin iligkili histonik olmayan bir proteindir. 209 amino asit

uzunlugundadir.

NME1-NME / NM23 niikleosit difosfat kinaz 1, ATP disindaki niikleosit
trifosfatlarin sentezinde Onemli rol oynar.Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve
gelisimi, sinyal transdiiksiyonu, G proteinine bagli reseptér endositozu ve gen

ekspresyonunda etkindir. 177 amino asit uzunlugundadir.
E. KRT

Keratin 7 adi verilen KRT7, interferon bagimli interfazi bloke eder ve
hiicrelerde DNA sentezini uyarir. Insan papilloma viriisii tip 16 E7 mRNA'nin (HPV16
E7) translasyonel duzenlemesinde yer almaktadir. 469 amino asit uzunlugundadir
(UNIPROT ID: P08729). KRT7 ile etkilesen proteinlerden;

SLC4AS3-Coziicii tasiyict ailesi 4, anyon degistirici, iiye 3 adli bu protein genis
dagilimli plazma membran anyon degisim proteinidir. Kardiyak miyositlerde Cl (-) /
HCO3 (-) degisiminin en azindan bir kismina aracilik eder. Hem BAE3 hem de CAE3,

Cl (-)tasima yapar. 1259 amino asit uzunlugundadir.

CDX2-Kaudal tipi homeobox 2; Bagirsak epitelyumunda eksprese edilen ¢oklu

genlerin transkripsiyonal regiilasyonunda etkindir.

CEACAMb5-Karsinoembriyonik antijen ile iligkili hiicre adezyon molekiilii 5;
Hiicre yapismasinda ve hiicre igi sinyallesmede rol oynayan hiicre yuzeyi

glikoproteinidir. 702 amino asit uzunlugundadir.

NKX2-1-Tiroglobulin, tiroperoksidaz ve tirotropin reseptori gibi tiroid spesifik
genlerin promotdriinii baglayan ve aktive eden transkripsiyon faktoriidiir. Tiroid
farklilasma fenotipinin bakiminda c¢ok Onemlidir. Akciger gelisimi ve siirfaktan
homeostazinda rol oynayabilir. Akciger epitel hiicre morfojenezi ve farklilasmasini
koordine eden GRHL2 ile diizenleyici bir dongli olusturur. 401 amino asit

uzunlugundadir.

PIP-Prolaktinle uyarilmis protein adindaki bu protein 146 amino asit

uzunlugundadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal ve Kitler

X/
L X4

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

X/
°

X/
°e

AEC staining kit (Invitrogen)

Annexin V-FITC Apoptosis Detection KIT(eBioscience)
Antikor sulandirici (Zymed)

Anti Br-dU antikoru (Santa Cruz)

Betamercaptoetanol (Applichem)

Borik asit (Sigma)

DMEM/F12 (HAM) 1:1 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biological

Industries)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline(PBS) (Biological Industries)
Etanol (Millipore)

FBS (Fetal Bovine Serum) (gibco)

FxCycle PI/RNase Staining Solution (Thermofisher)

Gentamisin (Wisent)

Gliserol (Sigma)

Halt Protease Inhibitor Cocktail(Thermoscientific)

HRP Large Volume AEC Substrate System(Thermofisher)

H>O> (Hidrojen peroksit) (Merck)

Metformin

NF-KB aktivasyon elisa kiti (Cayman)

NF-KB Primer antikoru ( NFKB p65 Polyclonal Antibody) (Thermofisher)

MMP-2 Primer antikoru( MMP-2 Monoclonal Antibody (MMP2/2C1)
(Thermofisher)

MMP-9 Primer antikoru (MMP-9 Monoclonal Antibody; 5G3) (Thermofisher)
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Mouse and Rabbit Specific HRP / AEC (ABC) detection IHC Kit (ab93705)
Penisilin (Wisent)

Quantitech Reverse Transcription Kit (Qiagen)

QlAamp® RNA Blood Kit (Qiagen)

Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen)

Ringer Soltsyonu (Baxter)

Sentetik Primerler

Streptomisin (Wisent)

Trypan Blue Solution (Sigma)

Tripsin Edta Solution C (Biological Industries)

UPX™Universal Protein Extraction Kit (Expedeon)

3.2. Cahismada Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Akim Sitometri Cihaz1 (MacsQuant Analyzer 10)

Akim Sitometri Programi (MacsQuantify Version 2.8 Flow Cytometry Screening
System)

Buzdolabi1 ve Derin Dondurucu (Beko, Argelik)

Derin Dondurucu (-80°C) (Sanyo)

Elisa okuyucu (Synergy ht-BIOTEK)

Enjektor

Etlv (Heraeus)

Gergek Zamanli PCR cihazi (Rotorgene Q-Qiagen)

Gii¢ Kaynagi1 (Olympus Europe)

Hassas Terazi (Ohaus)

Hiicre Sayim Cihazi (TC 20 Automated Cell Counter)(Biorad)
Is1 Dongii Cihazlari-Thermal Cycler (Veriti-AppliedBiosystems)

Isik Mikroskobu (Olympus)
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% Imaj Gériintiileme (MD80-Mshot Digital Imaging System)
% Inkiibator (Hera Cell )

% Invert Mikroskop (Olympus)

« Karistiricih Isitict (Biosan)

¢ Kriyojenik tupler (Santa Cruz)

s Kutle Spekrometresi (Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time-of-Flight Mass

Spectrometer-Waters)
¢ Laminar Akim Kabini (Hera Safe)
% Manyetik Karistirict (VELP Scientifica)
% Membran filtre (0.22 um) (Millipore)
¢+ Mikropipetler (Gilson)
s Otoklav (Harvey)
% pH Metre (inolab)
¢+ Progenesis QI Software (Waters)
% Saf Su Cihaz1 (Millipore Elix 3)
¢ Santriftj (Heraeus)
¢+ Santriftj tupu (15, 50 ml) (Corning)
¢+ Serolojik Pipetler (Hirschmann)
« Sogutmali mikrosantrifiij(VWR)
¢ Steril pipet uglar1 (10,100, 1000 ul) (Axygen)

+«» Su Banyosu (Boekel Scientific)
+* Thoma Lam

% Vorteks (Biosan)
+« Yuvarlak Lamel (15 mm)
s 6, 12 ve 24 kuyucuklu plakalar (SPL Life Sciences)

% 25cm? 75 cm? ve 175 cm? kiiltiir kaplari (Falcon)
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3.3. Primer Hicre Kiltiri

3.3.1. Tasima soliisyonunun hazirlanmasi

Tasima sollsyonu, icerisinde % 1 penisilin+streptavidin olan ringer sollisyonu
olarak hazirlandi. Daha sonra bu soliisyonlar 5 ml’lik miktarlarda falkon tiipleriyle

orneklerin alinacagi merkezlere gonderildi.

3.3.2. Dokunun islenmesi

Bursa Egitim Arastirma Hastanesi’nden temin edilen dokular, Acibadem
LABCELL Kok Hiicre Laboratuvari’nin imkanlar1 kullanilarak kiiltiire edilmis,
calismanin molekiiler genetik kismi Acibadem LABGEN Genetik Hastaliklar Tani
Merkezi’nde tamamlanmistir. Hastalar 50-65 yas arasi, post-menaposal donemde olan,
mastektomi yapilmis, OR+, PR+ ve HER2- kadin hastalardan secilmistir. Hastanede
patolog tarafindan ayrilarak laboratuvarimiza ringer soliisyonu igerisinde gonderilen
dokular, laminar flow kabini igerisinde steril bir petri kabina aktarildi. Ringer sollisyonu
aspire edildi. Dokunun iizerine yeteri miktarda PBS eklendi ve doku steril bir cimbiz
yardimiyla ters-diiz edilerek yikandi, petri kabindaki bu kirli PBS aspire edildi. Bu
islem 3 kez tekrarlandi.

Bir bistiiri yardimiyla doku, piring tanesi boyutlarinda pargalara ayrildi. Bu
parcalar 4-5 adet seklinde daha sonra hiicre kiiltiiriiniin gerceklestirilecegi 25 cm? alana
sahip flasklarin igerisine cimbizla {izerlerine basin¢ uygulayarak yapistirildi. Siseler
yapistirilan doku pargalari ters duracak sekilde 37°C %5 CO. ayarindaki etiivde
yaklasik 5 dakika bekletilerek daha siki yapismalarina olanak saglandi. Siire sonunda
icerisine dokulara herhangi bir temas olmadan 2 ml icerisinde %5 FBS bulunan
DMEM/F12 soliisyonu eklendi ve bu besiyerin dokulara temasina olanak verildikten
sonra siseler yapistirilan doku pargalari ters duracak sekilde 37°C %5 CO; ayarindaki
etiivde yaklasik 2 saat daha bekletildi. Siire sonunda 2 ml lik hacim iizerine 3 ml daha
besiyer eklenerek 5 ml ye tamamlandi ve ters duran besiyer siseleri yeniden diz hale
getirilerek dokularin besiyer igerisine gomiilmesi saglandi ve etiivde inkiibasyona
birakildi. 3 giinliik periyotlarla bu siseler icerisindeki besiyerin yarist dokulara zarar

vermeden bosaltild1 ve yerine taze besiyer eklendi.
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3.3.3. Pasajlama

Dokunun durumu her giin 151tk mikroskobu altinda kontrol edildi. Dokunun
besiyer sisesi yilizeyine dogru proliferasyon yapmasi beklendi. Yaklagik 2 hafta sonra
doku sise ylizeylerinde yeterince proliferasyon gerceklestirdiginden bu proliferasyon
gOzlenen hicre kiimelerinin merkezinde duran ata doku steril cimbiz kullanilarak
siselerden ayrild1 ve proliferasyonun sise igerisinde yaklasik %70’lik alan1 kaplamasina
kadar diizenli araliklarla besiyer tazeleme islemi gergeklestirildi. Uygun yogunluga

gelen hiicrelerin  bulundugu 25cm?

lik besiyer siselerinden besiyerler aspire
edildi.Hiicrelerin proliferasyon gosterdigi tarafa temas etmeden sise igerisine 2 ml PBS
eklendi ve hiicreler yavagca bu PBS’le temas ettirilerek yikandi.Kirli PBS aspire edildi.
Bu islem 2 kez tekrarlandi. Yikama isleminden hemen sonra siselere yiizeyi kaplayacak
kadar (yaklasik 2 ml) tripsin edta eklendi ve etiivde 10 dakika inkiibe edilerek
hiicrelerin tutunduklar yiizeyden koparilmasi saglandi. inkiibasyonu takiben her siseye
uygulanan tripsinin 1/10’u kadar (2ml tripsin icin yaklasik 200 pl) FBS eklenerek
enzimin noétralizasyonu saglandi. Bu sekilde kaldirilan hiicreler daha sonra 15 ml’lik
falkon tiiplerine alinarak 400 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet
halindeki hticreler yeniden 2 ml PBS ile ¢6ziilerek yikandi ve hiicreler yeniden 400 g’de
10 dakika santrifiij edildi. Bu islem 2 kez tekrar edildi. Son santrifiij sonrasi siipernatant
atildiktan sonra hiicreler daha 6nce 151k mikroskobunda gozlemlenen yogunluklarina

uygun sekilde yaklasik 4-5 ml besiyer icerisinde ¢oziilerek g¢alismaya hazir hiicre

stispansiyonu haline getirildi.

3.4. Hiicre Canlihg1

Stispansiyon igerisindeki hiicreler pipetaj yapilarak besiyer igerisinde tamamen
¢oziindiikten sonra bu siispansiyondan 100 pl, saymm i¢in kullanilan cam tuplere
aktarildi. Uzerine ayni miktarda Trypan Blue (Tripan mavisi) eklenerek karistirildi.
Hemasitometre laminin (Biirker Tiirrk Lami-Millipore) {izerine lamel kapatildi ve tripan
mavisiyle hazirlanan karisimdan 10ul alinarak 45°lik agiyla lamelle lamin arasindan
birakildi.Lamelin altina, lam {izerine yayilan karisim cerisindeki hiicreler inverted
mikroskop yardimiyla sayildi. Tripan mavisiyle boyanan hiicreler “6li” diye
nitelendirilirken, boyanmayan hiicreler “canli” olarak degerlendirildi. Toplam hiicre
sayisinin da belirlenmesini takiben [(Toplam Hiicre Sayis1-Olii Hiicre Sayis1) / Toplam

Hiicre Sayis1] x 100 algoritmasi kullanilarak Canli Hiicre yiizdesi hesaplandi.
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3.4.1. Deneyin kurulmasi

Deney icerisinde etkisine bakilacak olan metformin Stok (100 mM) olarak
hazirlandi. Bunun i¢in 0.828 gr. toz metformin (MA=165.625 gr/mol) iizerine % 10
FBS i¢ceren DMEM/F12 medyumundan toplam hacim 50 ml olacak sekilde eklenerek
100mM stok metformin solisyonu elde edildi. Daha sonra bu solusyon filtreden
gegirilerek kullanima hazir hale getirildi.

Deneyde kullanilacak farkli dozlarda metformin hazirlanan 100mM stok
metforminin seyreltilmesi ile hazirland1.25 mM metformin soliisyonu i¢in 100 mM stok
soliisyonundan 12.5 ml alinarak bir falkon tiipiine aktarildi. Daha sonra iizerine % 10
FBS igceren DMEM/F12 medyumundan toplam hacim 50 ml olacak sekilde eklenerek
25mM konsantrasyonunda metformin soltisyonu elde edildi.

10mM metformin soliisyonu i¢cin 100 mM stok soliisyonundan 5 ml alinarak bir
falkon tiipine aktarildi. Daha sonra tizerine % 10 FBS iceren DMEM/F12
medyumundan toplam hacim 50 ml olacak sekilde eklenerek 5 mM konsantrasyonunda
metformin sollisyonu elde edildi.

5 mM metformin soliisyonu i¢in 100 mM stok soliisyonundan 2.5 ml alinarak bir
falkon tiipine aktarildi. Daha sonra iizerine %10 FBS iceren DMEM/F12
medyumundan toplam hacim 50 ml olacak sekilde eklenerek 2.5 mM
konsantrasyonunda metformin sollisyonu elde edildi.

Caligmamiz, ayni1 bireye ait non-tumoral ve Tiimoér Dokularin ayri ayr ilac
(metformin) uygulamasina verdigi cevabi sorgulamak oldugu icin tripsinle kaldirilan
farkli flasklardaki tiimor ve non-tumoral doku primer hiicreleri canlilik Olglimiinden
sonra 6 kuyulu tabaklara yaklasik 300.000 hiicre gelecek sekilde dagitilmasi planlandi.
Oncesinde genis bir petri kabina lameller konularak {izerlerine %70’lik alkol soliisyonu
eklendi. Steril bir cimbiz kullanilarak bu petri kabindaki lameller ters-diiz edilerek
yikand1 ve kurutma kagidi lizerine alinarak kurumaya birakildi. Kuruyan lameller daha
sonra 6 kuyulu tabaklarin kuyularma yerlestirildi. Uzerlerine igerisindeki hiicre sayisi
300.000/ml ve son hacim 3 ml olacak sekilde hiicre ve besiyer eklendi ve etiivde
inkiibasyona birakild.

24 saatin sonunda kuyularin ig¢erisindeki medyumlar bir steril plasik pastor pipet

kullanilarak aspire edildi. Kuyulara baska bir pastor pipetle kuyu yiizeyini kaplayacak
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kadar PBS eklendi ve tabak hafifce sallanarak hiicrelerin yikanmasi saglandi. Kirli PBS,
6li hiicre kalintilartyla birlikte aspire edildi. Bu yikama iglemi 2 kez tekrarlandi. Hemen
sonrasinda 0 mM, 5 mM, 10 mM ve 25mM metformin normal ve timor primer
hiicrelerine her bir hiicre tipinden her doz i¢in 3 tekrar olacak sekilde (triplicate)
uygulandi ve yine etiivde 24 saat inkiibasyona birakilarak metforminin farkli dozlardaki
olas1 etkisinin saptanmasi amaglandi. Gegen 24 saatin sonunda ayni sekilde steril bir
pastor pipet kullanilarak besiyer ve besiyer icerisine karigan artiklar aspire edildi ve
daha once de yapildig1 gibi hiicreler PBS kullanilarak 2 kez yikandi. Her kuyuya kuyu
dip yiizeyini Ortecek kadar (yaklagik 1 ml) tripsin eklendi ve 10 dakika etuvde
inkiibasyona  birakildi.inkiibasyon sonrasi yiizeyden kaldirilan  hiicre-tripsin
slispansiyonuna ndtralizasyonu saglamak amaciyla 100 pl FBS eklendi ve art arda PBS
ile ytkamayla gecen 2 santrifiij sonrasinda pellet haline getirilen hiicreler 4-5ml besiyer
igerisinde ¢oziilerek degerlendirme yapmaya hazir hale getirildi.

Hiicre siispansiyonlarindan alinan 100 pl 6rnekler ayni miktardaki tripan mavisi

ile karistirilarak canlilik kontrol edildi.

3.5. Proliferasyon Miktarimin Hesaplanmasi (BrdU)

Stok 20 mM BrdU (5-Bromo-2-deoksiliridin-MA= 307.098 gr/mol) hazirlamak
icin 0.03 gr BrdU, 5 ml disitile su igerisinde ¢ozuldu. Yine %70 Etil alkol elde etmek
icin hacmen % 96’lik Etil alkolden 35 ml alinarak bir falkon tiipiine aktarildi. Daha
sonra lizerine disitile sudan toplam hacim 50 ml olacak sekilde eklenerek %70 oraninda
Etil Alkol elde edildi.

Borat Tampon Cozeltisi ise 2 stok c¢ozelti (Stok A ve Stok B) seklinde
hazirlandi. Stok A ¢ozeltisi 0.62 gr Borik Asitin 50 ml disitile su igerisinde
coziilmesiyle hazirlandi. Stok B ¢ozeltisi 0.95 gr Sodyumtetraboratin 50 ml disitile su
igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Daha sonra ihtiyaca gore 4.5x Stok A ve 5.5x Stok B
cozeltileri karistirilarak Borat tampon ¢ozeltisi elde edildi.

BRDU caligmasi i¢in ayr1 ayr1 dozlar i¢in her hasta i¢in farkli tabaklarda olmak
lizere, lizerine lameller yerlestirilen 6 kuyulu tabaklar hazirland1 ve etiivde inkiibasyona
birakildi. 24 saat inkiibe edilen Kontrol (0 mM), 2 mM, 10 mM, 50 mM
konsantrasyonlardaki her bir kuyucuga 50 ul Brdu eklenerek 60dk etiivde inkiibe edildi.
60 dakikanin sonunda kuyucuklardan besiyer aspire edildi ve 3 kez lamelin iizerini

kaplayacak kadar (4-5 damla) PBS kullanilarak yikandi. Yikama sonrasinda aspire
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edilen PBS’in yerine kuyulara ayni miktarda % 70 etil alkol 10 dakika streyle
uygulandi, boylelikle fiksasyon tamamlandi. Kuyulardaki alkol aspire edildikten sonra
ise PBS ile yikama islemi tekrarlandi. Kuyulara 2 M HCI uyguland1 ve 30 dakika
stireyle etiivde inkiibe edildi. Herhangi bir yikama islemine gerek duyulmadan, sadece
ndtralizasyon ic¢in hemen siire bitiminde ayni1 miktarda Borat Buffer eklenerek etiivde
10 dakika inkiibe edildi. PBS’le yikama islemi tekrarlandi. 1:200 oraninda seyreltilen
BrdU antikor ((Bu20A): sc-20045 SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.) yine
kuyu yiizeyini kaplayacak kadar (yaklasik 3-4 damla) olacak sekilde uygulandi. Bu anti-
BrdU antikor uygulamasi, 1sikla olasi temasini kesmek adina aluminyum kagitla
kaplanarak gece boyu +4°C de inkiibe edildi. Geceboyu inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardaki baglanmamis antikorlar aspire edildi ve PBS’le yikama
tekrarlandi.Yikamay1 takiben sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent,
Mouse and Rabbit specific HRP) yaklasik {i¢ damla (150 ul) uygulandi ve yine
aluminyum kagitla kaplanarak oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardaki  baglanmamis antikorlar aspire edildi ve PBS’le yikama
tekrarlandi.Kuyucuklara daha sonra HRP peroksidaz (Streptavidin Peroxidase, Mouse
and Rabbit specific HRP) yaklasik ti¢ damla (150 ul) uygulandi ve yine aluminyum
kagitla kaplanarak oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Kalan enzim aspire edildi ve
PBS’le yikama tekrarlandi. AEC boyama protokoliine gore kromojen uygulamasi
sonrasinda invert mikroskop altinda hiicrelerin boyanip boyanmadigi kontrol edildi,
boyanma go6zlenen kuyulardaki tepkimeler PBS eklenerek durduruldu. Bir cimbiz
yardimiyla kuyucuklarin diplerindeki lameller kaldirilarak bir cam lam iizerine
isimlendirilmeler de yapilarak balsam kullanilarak kapatildi ve invert mikroskop

kullanilarak hiicre sayimlar1 yapildi.

3.6. MMP-2, MMP-9 ve NF-kB ifadelerinin immunositokimyasal olarak

saptanmasi

MMP-2, MMP-9 ve NF-kB calismalarinda ayr1 ayr1 dozlar i¢in her hasta farkli
tabaklarda olmak iizere, lameller yerlestirilen 6 kuyulu tabaklar hazirland1 ve etlivde
inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibe edilen control (0 mM), 2m M, 10 mM, 50 mM
konsantrasyonlardaki her bir kuyucuk igerisindeki besiyerler aspire edildi ve ve 3 kez
lamelin Gzerini kaplayacak kadar(4-5 damla) PBS kullanilarak yikandi. Yikama
sonrasinda aspire edilen PBS’in yerine kuyulara ayn1 miktarda %70 etil alkol 10 dakika
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siireyle uygulandi, bdylelikle fiksasyon tamamlandi. Alkoliin aspirasyonu sonrasinda
PBS ile yikanan kuyucuklara, yaklasik tic damla (150 ul) olacak sekilde NFKB (1/100),
MMP-2 (1/100), ve MMP-9 (1/400)’a ait primer antikorlar uygulandi ve aluminyum
kagida sarilan tabaklar +4°C de gece boyu inkiibasyona birakildi. Geceboyu inkiibasyon
sonrasit kuyucuklardaki baglanmamis antikorlar aspire edildi ve PBS’le yikama
tekrarlandi. Yikamay1 takiben sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent,
Mouse and Rabbit specific HRP) yaklasik {i¢ damla (150 ul) uygulandi ve yine
aluminyum kagitla kaplanarak oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardaki baglanmamis antikorlar aspire edildi ve PBS’le yikama tekrarlandi.
Kuyucuklara daha sonra HRP peroksidaz (Streptavidin Peroxidase, Mouse and Rabbit
specific HRP) yaklasik ii¢ damla (150 ul) uygulandi ve yine aluminyum kagitla
kaplanarak oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Kalan enzim aspire edildi ve PBS’le
yikama tekrarlandi. Calisma i¢cin AEC Substrat Tamponu hazirlandi. Bunun i¢in 4 ml
AEC Substrat Tamponu icerisinde 80ul AEC chromogene c¢ozildi. AEC boyama
protokoliine gore kromojen uygulamasi sonrasinda invert mikroskop altinda hiicrelerin
boyanip boyanmadigi kontrol edildi, boyanma gozlenen kuyulardaki tepkimeler PBS
eklenerek durduruldu. Bir cimbiz yardimiyla kuyucuklarin diplerindeki lameller
kaldirilarak bir cam lam iizerine isimlendirilmeler de yapilarak balsam kullanilarak

kapatildi1 ve invert bilgisayar kullanilarak hiicre sayimlar1 yapildi.

3.7. NF-kB aktivitesinin ELISA yontemiyle saptanmasi

NF-kB aktivitesine bakilabilmesi i¢in ayr1 ayr1 dozlar i¢in her hasta igin farklh
tabaklarda olmak tizere 6 kuyulu tabaklar hazirlandi ve etiivde inkiibasyona birakildi. 24
saat inkube edilen control (0 mM), 2 mM, 10 mM, 50 mM konsantrasyonlardaki her bir
kuyucuk icerisindeki besiyerler aspire edildi ve ve 3 kez lamelin (zerini kaplayacak
kadar (4-5 damla) PBS kullanilarak yikandi.Yikamayi takiben her bir kuyuya 1ml
tripsin-EDTA eklendi ve etiivde yaklasik 10 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin
yapistiklar1 yiizeyden kalkmalar1 saglandi. Inkiibasyonu takiben her kuyuya uygulanan
tripsinin 1/10’u kadar (1 ml tripsin igin yaklasik 100 pl) FBS eklenerek enzimin
noétralizasyonu saglandi.Bu sekilde kaldirilan hiicreler daha sonra 1.5ml’lik falkon
tiiplerine almarak 400 g’de 10 dakika santriflij edildi. Siipernatant atilarak pellet
halindeki hiicreler yeniden 2 ml PBS ile ¢oziilerek yikandi ve hiicreler yeniden 400 g’de

10 dakika santrifiij edildi. Bu islem 2 kez tekrar edildi. Son santrifiij sonras1 siipernatant
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atildiktan sonra igerisinde hiicre pelletleri bulunan tiiplere icerisinde 1/1000 oraninda
DTT ve PIC bulunan Pre-Extraction Tampon Cozeltisinden 100 pl eklenerek ¢ozuldi ve
buz Uzerinde 10 dakika ara ara vortekslenerek inkiibe edildi.Siire sonunda tupler 12.000
rpm de 1 dakika gevrildi. Igerisinde 1/1000 oraninda DTT ve PIC bulunan Extraction
Tampon Cozeltisinden 50 pl eklenerek pellet halindeki hicreler ¢ozildi ve buz
tizerinde 15 dakika her 3 dakikada bir vortekslenmesi sartiyla inkiibe edildi.Parcalanan
hiicre lizatlar1 daha sonra 14.000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
kismindaki niikleer ekstrakt ayri bir tiipe alinarak deney baslatildi.

Nikleer ekstraktlar 1/10 oraninda toplamda 100ul olacak sekilde, pozitif
kontroller ise yine toplamda 100ul olacak sekilde 1/1, 1/2 ve 1/4 oranlarinda CTFB
soliisyonu ile seyreltildi.Referans olacak kuyulara sadece CTFB solusyonu eklendi.
ELISA kuyularma bu oranlarda eklenen 6rnekler +4 °C de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi baglanmamis ve artik kisimlar aspire edilerek
uzaklastirildi. 1X yikama soliisyonu ile kuyular 5 kez yikandi. Yikama sonrasinda
referans diginda kalan kuyulara 100 pl seyreltilmis NF-kB (p65) antikoru eklendi ve
aluminyum kagida sarilan ELISA tabagi oda sickliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi baglanmamis ve artik kisimlar aspire edilerek uzaklastirildi. 1X
yikama soliisyonu ile kuyular 5 kez yikandi. Yikama sonrasinda referans disinda kalan
kuyulara 100 pl seyreltilmis sekonder antikor eklendi ve aluminyum kagida sarilan
ELISA tabag oda sickliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi baglanmamis ve
artik kisimlar aspire edilerek uzaklagtirildi. 1X yikama solisyonu ile kuyular 5 kez
yikandi. Yikanmis kuyulara 100 pl Devoloping soliisyonu eklendi ve 45 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 100 pl durdurma soliisyonu eklenen kuyulardaki NF-kB
(p65) aktivitesi 450 nm deki absorbance dl¢iimiiyle saptandi.

3.8. MMP-2, MMP-9 ve NF-kB genlerinin gercek zamanh polimeraz zincir

tepkimesiyle ekspresyonlarinin saptanmasi

mRNA ekspresyonu bakilabilmesi i¢cin 0 mM ve 25 mM metformin dozlarinin
uygulanmasina karar verildi. Her hasta i¢in farkli tabaklarda olmak tizere 6 kuyulu
tabaklar hazirland1 ve etiivde inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibe edilen kontrol (0
mM) ve 25 mM konsantrasyonlardaki her bir kuyucuk igerisindeki besiyerler aspire
edildi ve kuyu yizeyinin Gzerini kaplayacak kadar (4-5 damla) PBS kullanilarak 3 kez
yikandi. Yikamay1 takiben her bir kuyuya 1ml tripsin-EDTA eklendi ve etiivde yaklasik
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10 dakika inkube edilerek hiicrelerin yapistiklar yiizeyden kalkmalari saglandi.
Inkiibasyonu takiben her kuyuya uygulanan tripsinin 1/10’u kadar (1 ml tripsin icin
yaklasik 100 ul) FBS eklenerek enzimin noétralizasyonu saglandi.Bu sekilde kaldirilan
hiicreler daha sonra 1.5ml’lik falkon tiiplerine alinarak 400 g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant atilarak pellet halindeki hiicreler yeniden 2 ml PBS ile ¢oziilerek
yikandi ve hiicreler yeniden 400 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu islem 2 kez tekrar
edildi. Pelletler daha sonra RNA izolasyonu yapilabilmesi i¢in tizerlerine 350 pnl
Betamerkaptoetanol eklenerek vortekslendi ve -80°C’ye kaldirild.

RNA izolasyonu i¢cin QIAamp® RNA Blood kit kullanildi. Kit i¢erisinden ¢ikan
RLT tampon ¢ozeltisinde 50 ml alinarak 500 ul Betamerkaptoetanol ile karistirilarak
izolasyon igin kullanilacak seyreltik Betamerkaptoetanol elde edildi.Yine izolasyonda
kullanilmak tizere mutlak etanol (%96 hacmen) disitile su ile hacmen %70 olacak
sekilde seyreltildi.

-80°C’den alinan hiicre pelletleri ¢oziinmeleri i¢in oda sicakliginda birakildi. Bu
pelletler Gzerine dondurulmadan énce eklenen seyreltik betamerkaptoetanolle birlikte
tizerine mor renkli filtre yerlestirilen toplama tiiplerinin filtrelerine aktarilarak 13.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 mor filtreler atild1 ve toplama tiipleri
igerisine siiziilen hiicre lizat1 {izerine hiicreler dondurulmadan once eklenen seyreltik
betamerkaptoetanol miktar1 kadar (350 pl) %70’lik etanol eklendi ve pipet yardimiyla
kanigtirilarak iizerine beyaz renkli filtre yerlestirilen toplama tiliplerinin filtrelerine
aktarilarak 11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Bu santrifiij sonrasi toplama tiipii
atilarak beyaz filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve filtreye 700 pl RW1 tampon
cozeltisinden eklenerek 11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Benzer sekilde
toplama tiipii atilarak beyaz filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 500 ul RPE
tampon ¢ozeltisinden eklenerek 11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. RPE ile bu
yikama islemi 2 kez tekrarlandi. lkinden farkli olarak ikinci ytkamada santrifiij 11.000
rpm’de 15 saniye yerine 13.000 rpm’de 2 dakika olarak uygulandi.Bu santrifiij sonrasi
yeni bir toplama tiipiine aktarilan filtreye 50 pl RNAz icermeyen su eklendi vetlim filtre
yiizeyine dagilabilmesi i¢in oda sicakliginda 1 dakika bekletildi. Hemn sonrasinda
11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.Filtre atild1 ve filtreden siiziilen RNA Saflik ve
konsantrasyon 6l¢iimiiniin nanospectrophotometer ile yapilmasini takiben ekspresyon

calismalarinda kullanilmak {izere hizlica -80°C’ye kaldirilds.
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3.8.1. Ters Transkriptaz Tepkimesi

RNA’dan ekspresyon caligmasi i¢in 6nce RNA’lardan kopya DNA elde edildi.
Bu islem Qiagen Quantitech Reverse Transcription Kit ile gerceklestirildi. 80°C’den
alian RNA o6rnekleri oda sicakligina gelmelerini takiben olast DNA kontaminasyonunu
en asgari seviyeye indirmek amaciyla kit i¢erisinden ¢ikan gDNA wipe out ve nukleaz
icermeyen su ile karigtirilarak (2 ul RNA + 2 pl gDNA wipe out + 10 pl niikleaz
icermeyen su) 42°C’de 3 dakika inkiibe edildi.

Hemen inkiibasyon sonrast bu 14 ul olan karisim kit igerisinden ¢ikan diger
enzim ve kimyasallardan olusturulan 6 pl lik karisima (1 pl Q Reverse Transcriptase + 4
pl RT Buffer 5x + 1 pl RT Primer Mix) eklenerek 20 pl lik bu karisim termal bloklarda
once 42 °C’de 30 dakika hemen devaminda 95 °C’de 3 dakika inkiibasyona birakilarak
kopya DNA elde edildi. Bu kopya DNA’lar ekspresyon calismasina kadar muhafaza
edilme iizere hizlica -80 °C’ye kaldirild.

3.8.2. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi

Siparis verilen primerler (Tablo 3-1) sentezi yapan firmanin direktifleri
dogrultusunda TE tampon ¢ozeltisi ile 100 pmol olacak sekilde ¢oziildii ve kullanilacag:
zamana kadar -20°C’ye kaldirildi. ifade calismasi i¢in Qiagen Quantitect SYBR Green
PCR Kit kullanildi. Kit icerisinden ¢ikan reaktiflerle hazirlanan karigim (12.5 ul SYBR
Green Master Mix + 11.2 pl disitile su + 0.15 pl (~7.5 pmol) F primer + 0.15 ul (~7.5
pmol) R primer + 1 p kopya DNA) ger¢ek zamanli PCR cihazina (Rotor-Gene Q-
Qiagen) ekspresyon calismasi igin yiiklendi. Cihazdaki termal kosullar 95°C’de 15
dakika ve 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 15 saniye, 52°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30
saniye olarak belirlendi. Cihazi¢i sicaklik degisim hizi da 2°C/sn olacak sekilde
ayarlandi.Bu amplifikasyonu takiben bir erime egrisi protokolu uygulandi. Sicaklik
65°C’den 95°C’ye sicaklik degisim hizi1 da 1°C/sn olacak sekilde ¢ikarilarak erieme
egrisi grafigi cikarildi. Isima yesil renkte tespit edildi. Elde edilen sonuglar excel

dosyasi seklinde cihazdan alinarak istatistiksel programlar kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 3-1: Ger¢ek zamanh PCR tepkimesi i¢in kullanilan primer dizileri
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Amplik
Primer Primer Dizisi (5'-3') Gen Ekzon e
Boyu(bg)
NFKE F ggaggaaatetgacttggaaa NFEB1 11-13 235
NFKE_R ggaaatccatagtgtgggaag
MMP2 F ccaccacctacaactttgaga MMP?2 5-6 217
MMPZ R cagaagccatacttetigteg
MMPO F acaagetctteggetictg MMPS 6-7 184
MMP2 R ttcttgtcgetgtcaaagttc
ACTB_F atetggcaccacaccticta ACTB 3-4 162
ACTE R agectggatageaacgtaca (house-keeping)

3.9. Apoptoz

Tripsinle kaldirilip, 2 kere PBS ile yikamadan sonra uzaklastirilan PBS in yerine
100 pl olacak sekilde Annexin Binding Buffer eklendi. Hemen sonrasinda bu hiicre
lizatlarinin {izerine 5 pl fluorochrome-conjugated Annexin V eklendi. 15 dakika oda
sicakliginda 1siktan uzak ortamda inkiibasyona birakildi. 30 dakikanin sonunda {izerine
400 pl daha Annexin Binding Buffer eklendi ve buz iizerine alinarak hizlica akim

sitometri cihazinda hiicrelerin apoptoz dagilimlari dl¢iildii.

3.10. Protein Karakterizasyonu

Protein c¢alismasi i¢in ekilen hiicreler, yeterli hiicre sayisina ulasilinca lizerlerine
2 farkli dozda (0 mM ve 25 mM) metformin eklenerek 24 saat 37 °C lik etiivde inkibe
edildi.24 saatin sonunda hiicrelerin iizerindeki medyum atilarak, hiicreler 2 kez PBS ile
yikand1 ve tripsinle kaldirilip, 2 kere soguk PBS ile yikandi ve PBS’in de
uzaklagtirilmasiyla ve hiicre pelletleri ¢alismaya alinmak iizere +4°C ye kaldirldi.
Protein ekstraksiyonu icin hicre pelleti Universal Protein Extraction (UPX) Kit
(Expedeon-44101) ve proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Sci.-87785) ile karistirildi.
Ornekler, 5x10 sn dongii ve déngiiler aras1 30 sn buz iistiinde sogutma yapilacak sekilde
sonike edildi. Sonikasyon sonras1 drnekler buz iistiinde bekletilerek sogutulduktan sonra
1000 rpm hizda, 95°C’de 10 dk, karistirilarak, kaynatildi. 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Supernatant atilarak, pelletler yeni tiiplere alindi. Peptit eldesi FASP Protein
Digestion Kit (Expedeon-44250) ve tripsin enzimi (Pierce-90057) kullanilarak yapildi.
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Son konsantrasyon 200 ng/uL olacak sekilde 6rnekler %0,1 formik asit ile seyreltildi ve
cihaza 6zgii tiiplere aktarildi.

Analizlere baslamadan once, analizlerin gergeklestirildigi Xevo G2-XS Q TOF
(Waters) cihazina 6zgii olan MassLynx programi (V4.1-Waters) aracilig ile dedektor ve
kalibrasyon ayarlar1 yapildi. Metod SONAR ve sensitivite moduna getirilerek,
olusturulan triptik peptitler hidrofobikliklerine gére HSS T3 (Waters-186008818)
kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlandi. Asetonitril %5-35 araliginda
arttirilarak peptitlerin kolondan ayrilmasi saglandi ve elektrospray iyonlagsmasi sonucu
kiitle spektrometresinde analiz edildi. Analiz esnasinda, m/z 50-1950 araliginda
tanimlanabilecek peptitler i¢in veri toplandi. 0.7sn kadar kiitle spektrometresi (MS)
analizi gerceklestirildi ve peptidin biitiinii hakkinda bilgi toplandi. Ardindan 0.7 sn
kadar MS/MS analizi yapilip peptidin par¢alanmasi ve sekans bilgisinin elde edilmesi
saglandi. Protein tanimlamalari yapilirken UniProt protein veri bankasindaki insana ait
protein sekans bilgisi kullanildi. Progenesis QIP yazilimi (Waters-2018) kullanarak
protein tanimlamasi ve istatistiksel analizi yapildi. Istatistiksel analiz sonrasinda anlamli
bulunan proteinler https://thebiogrid.org/ online proteomiks aract kullanilarak
smiflandirildi ve Panther (Mi ve ark., 2017) ve STRING (https://string-db.org/) analizi

kullanilarak karsilikl1 etkilesim ve yolak analizleri yapildi.


https://thebiogrid.org/

75

4. BULGULAR

4.1. Canhhik

Tlmdr ve non-tumoral primer hiicre kiiltiirlerine farkli dozlarda (0 mM, 5 mM,
10 mM ve 25 mM) metformin uygulandi. 24. ve 72. saatin sonunda bu farkli dozlarin
hiicre canliliklarima olan etkisi arastirildi. 24. saatin sonunda yapilan hiicre sayimi
sonunda tiimor primer hiicrelerinde farkli dozlardaki metforminin canlilig1 azalttigi,
sadece 25 mM’lik dozun istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p=0,045). 24.
saatin sonunda yapilan hiicre sayimi sonunda non-tumoral primer hiicrelerinde ise farkli
dozlardaki metforminin canliliga anlamli bir etkisi olmadigi gozlendi (p=0,46). 72.
saatin sonunda non-tumoral ve tiimor primer kiiltiirlerinde farkli dozlarda uygulanan
metforminin hiicre canliliina istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 g6zlendi

(tdmor p=0.,73 ve non-tumoral p=0,082) (Sekil 4-1).

CANLILIK
100
98
96 T .
94 T =
% [ LT
X 90 =
88 ¥
86
84
82
80
24. SA 72.SA 24. SA 72.SA
Non-tumoral Tumoral

E0mM m5mM 10mM m25mM

Sekil 4-1: TUmMOr ve non-tumoral primer hiicre Kiiltiirlerinde farklhh metformin dozlarinda
24, ve 72. saat sonundaki canhlik profilleri.

*P<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirtldi.

Metforminin uygulamadan 24 saat sonraki etkisinin hiicrelerindeki canlilig
anlamli diizeyde durdurdugu (p=0,045) gozlendigi i¢in deneylerin bundan sonraki

kisimlarinda deney siiresi 24 saat olarak tercih edildi.



76

4.2. Proliferasyon

TUmor ve non-tumoral primer hicre kilturlerine farkli dozlarda (0 mM, 5 mM, 10
mM ve 25 mM) metformin uygulandi.Metforminin etkisinin 24. saatin sonunda
gOzlenmesi dolayisiyla hiicrelerin BrdU boyama islemi 24. saatin sonunda
gerceklestirildi.Primer kultlrlere ait BrdU boyama sonuglar1 Sekil 4-2 (hon-tumoral) ve

Sekil 4-3 (tlimor)’de gosterilmistir.

Sekil 4-2: Non-tumeoral primer Kkiiltiiriine ait farkli dozlardaki metformin uygulamasi
sonras1 BrdU boyama profilleri. A) 0 mM Metformin, B) 5 mM Metformin, C) 10
mM Metformin, D) 25 mM Metformin.

24. saatin sonunda yapilan hiicre boyama sonunda 0 mM, 5 mM, 10 mM ve 25
mM dozlardaki timor primer hiicreleri kendi igerisinde karsilagtirildiginda 25 mM
metformindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001). Buna karsilik,
non-tumoral primer hiicrelerinde farkli dozlardaki metformin dozlarinin anlamli bir
etkisi olmadig1 gozlendi (p=0,46). 0 mM, 5 mM ve 10 mM metforminin proliferasyonu
inhibe edici etkisinin timor ve non-tumoral hiicrelerinde arasinda istatistiksel olarak
farkli oldugu gozlendi (p=0,0091). 25 mM doz metforminin timoér ve non-tumoral

kiiltiirleri arasinda istatistiksel bir anlamlilig1 olmadigi gézlendi (p=0,905) (Sekil 4-4).
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Sekil 4-3: Tiimor primer Kiiltiiriine ait farkli dozlardaki metformin uygulamasi sonrasi
BRDU boyama profilleri. A) OmM Metformin, B) 5 mM Metformin, C) 10 mM
Metformin, D) 25 mM Metformin.
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Sekil 4-4: Farkh dozlardaki metforminin tiimér ve non-tumoral primer hicrelerinde
proliferasyona olan etkisinin BRDU boyama profile.

**p<0,05 ve ***P<0,001 non-tumoral gruplartyla karsilagtirildi.
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Metforminin 25 mM dozunun timor hucrelerindeki proliferasyonu dramatik
diizeyde durdurdugu (p<0,0001) gozlendigi i¢in deneylerin bundan sonraki kisimlarinda
ilag dozu olarak 25 mM metformin tercih edildi ve ekspresyon, imminositokimya,

aktivite ve proteomiks caligmalar1 gerceklestirildi.

4.3. MMP-2 ekspresyonunun immiinositokimyasal ve gercek zamanh polimeraz

tepkimesi yontemleriyle gosterilmesi

24. saatin sonunda secilen iki dozda (kontrol-0 mM ve 25 mM) MMP-2
antikorlar1 kullanilarak yapilan immiinositokimyasal boyama sonunda elde edilen hiicre

profilleri Sekil 4-5’te gosterilmistir.

Sekil 4-5: Tumoér ve non-tumoral primer kilttrlerine ait immunositokimyasal MMP-2
boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)Tuméor
(0 mM), B) TUmor (25 mM).
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Sekil 4-6: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimor ve tiimor
non-tumoral primer hicrelerdeki immuinositokimyasal MMP-2 boyama
profillerin grafiksel degerlendirmesi.

a P<0,001 ve b P<0,001 non-tumoral gruplarla karsilastirildi.

Immiinositokimyasal MMP-2 boyamasi sonrasinda degerlendirilen hiicrelere ait
grafik Sekil 4-6’da verilmistir. Timor ve non-tumoral primer hiicrelerindeki farklilik 0
mM metformin varliginda istatistiksel olarak anlamli olarak gozlendi [p (a)=0,0003].
MMP-2 ekspresyonunda non-tumoral kiltiirin farkli (0 mM ve 25 mM) metformin
dozlarindaki degisimi istatistiksel olarak anlamli gozlenmedi (p=0,12). TUmor meme
kaltirinde 25 mM metforminin MMP-2 reaktivitesini azaltmas1 istatistiksel olarak
anlamli bulundu [p (b)=0,0004]. MMP-2 ekspresyonunun 25 mM metformin dozunda
timor ve non-tumoral primer kuilturlerinde istatistiksel bir anlamlilik gozlenmedi
(p=0,18).
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Sekil 4-7: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimor ve tiimor
dis1 hiicrelerdeki gercek zamanh ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi
yontemiyle saptanan MMP-2 ekspresyonlarinin grafiksel degerlendirmesi.

Gergek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yontemiyle 0 mM
ve 25 mM metformin dozlarindaki MMP-2 ekspresyonu degisim grafigi Sekil 4-7°de
gosterilmistir. 0 mM metformin varliginda tiimér ve non-tumoral primer kaltlrleri
arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmedi (p=0,19). Yine 25 mM metformin
varliginda timoér ve non-tumoral primer kiiltiirleri arasinda istatistiksel olarak bir
anlamlilik gézlenmedi (p=0,06). Non-tumoral primer kiiltiirinde degisen dozlardaki
metformin varliginda MMP-2 ekspresyonunda istatistiksel anlamlilik goézlenmedi
(p=0,40). Tiimor primer kiiltiiriinde de degisen dozlardaki metformin varliginda MMP-2

ekspresyonunda istatistiksel anlamlilik gozlenmedi (p=0,73).

4.4. MMP-9 ekspresyonunun immunositokimyasal ve gercek zamanh polimeraz

tepkimesi yontemleriyle gosterilmesi

24. saatin sonunda secilen iki dozda (kontrol-0 mM ve 25 mM) MMP-9
antikorlar1 kullanilarak yapilan immiinositokimyasal boyama sonunda elde edilen hiicre

profilleri Sekil 4-8’de gosterilmistir.
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Sekil 4-8: Tumor ve non-tumoral primer kilturlerine ait immunositokimyasal MMP9
boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)TUmor
(0 mM), B) TUmor (25 mM).
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Sekil 4-9: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimér ve non-
tumoral primer hucrelerdeki immunositokimyasal MMP-9 boyama profillerin
grafiksel degerlendirmesi.

a P<0,01, b P<0,01 non-tumoral gruplarla ile kargilastirildi

€ P<0,001 0 mM tiimdr grubu ile karsilagtirildi.
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Immiinositokimyasal MMP-9 boyamasi sonrasinda degerlendirilen hiicrelere ait
grafik Sekil 4-9°da verilmistir. MMP-9 ekspresyonunda timér meme kalturanian 25
mM metformin dozundaki azalmasi istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi [p
(2)=0,0021]. Tumor ve non-tumoral primer hiicrelerindeki farklilik 0 mM metformin
varliginda istatistiksel olarak anlamli olarak gozlendi [p (b)=0,0017]. MMP-9
ekspresyonunda non-tumoral kiiltiiriin farkli (0 mM ve 25 mM) metformin dozlarindaki
degisimi istatistiksel olarak anlamli gozlenmedi (p=0,29). MMP-9 ekspresyonunun 25
mM metformin dozunda non-tumoral primer hicrelerine gore timor kulttrlerinde hala

yiiksek seviyelerde olmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu [p (c)=0,0008].

MMP9
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2 0.000004
<, 0.000003
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0 [
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® Non-tumoral = Tumoral

Sekil 4-10: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimér ve non-
tumoral primer hiicrelerdeki gercek zamanh ters transkriptaz polimeraz zincir
tepkimesi  yontemiyle saptanan MMP-9  ekspresyonlarinin  grafiksel
degerlendirmesi.

*P<0,05 non-tumoral grup ile karsilastirildi.

Gergek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yontemiyle 0 mM
ve 25 mM metformin dozlarindaki MMP-9 ekspresyonu degisim grafigi Sekil 4-10°da
gosterilmistir. 25 mM metformin varliginda timor ve non-tumoral primer kulttrleri
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gozlendi (p=0,03). 0 mM metformin varhiginda

tumor ve non-tumoral primer kiiltiirleri arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik
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g6zlenmedi (p=0,50). Non-tumoral primer kiiltiiriinde degisen dozlardaki metformin

varliginda MMP-9 ekspresyonunda istatistiksel anlamlilik gozlenmedi (p=0,35).

4.5. NF-kB ekspresyonunun immiinositokimyasal ve gercek zamanh polimeraz

tepkimesi yontemleriyle gosterilmesi

NF-kB ekspresyonunun immiinositokimyasal ve gergek zamanli polimeraz
tepkimesi yontemleriyle gosterilmesi 24. saatin sonunda segilen iki dozda (kontrol-0
mM ve 25 mM) N-kB antikorlar1 kullanilarak yapilan immiinositokimyasal boyama

sonunda elde edilen hiicre profilleri Sekil 4-11de gosterilmistir.

Sekil 4-11: TUmoér ve non-tumoral primer hicre kalttrlerine ait immunositokimyasal
NFKB boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM),
C)TUmor (0 mM), D) Tumor (25 mM).
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Sekil 4-12: Farkh hastalara ait (n=5) non-tumoral ve tumaor primer kalturleri icerisinde
farkh (0 mM ve 25 mM) metformin konsantrasyonlarindaki Niikleer ve
Sitoplazmik NF-KB degisimi (%).

*P<0,05 0 mM grubu ile karsilastirildi.

Immiinositokimyasal NF-kB boyamas: sonrasinda degerlendirilen hiicrelere ait
grafik Sekil 4-12’de verilmistir. Non-tumoral kiltiirin farkli (0 mM ve 25 mM)
metformin dozlarindaki niiklear ve sitoplazmik NF-kB immunoreaktivite degisimleri
istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmedi (sirasiyla p=0,40 ve p=0,90). Buna karsin
timor hiicrelerinin 25 mM metformin dozu uygulandiginda niiklear NF-kB reaktivitede
anlamli diizeyde diisiis goriiliirken sitoplazmik NF-kB reaktivitelerinde ise anlamli
duzeyde artis kaydedildi (sirasiyla p=0,029 ve p=0,024).
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Sekil 4-13: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimor ve non-
tumoral primer hiicrelerdeki gercek zamanh ters transkriptaz polimeraz zincir
tepkimesi  yontemiyle saptanan  NF-kB  ekspresyonlarimin  grafiksel
degerlendirmesi.

Gergek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yontemiyle 0 mM
ve 25 mM metformin dozlarindaki N-kB ekspresyonu degisim grafigi Sekil 4-13’de
gosterilmistir. 0 mM ve 25 mM dozlarda metformin varliginda timér ve non-tumoral
primer kiltlrleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmedi (sirasiyla p=0,79 ve
p=0,52). Tumor ve non-tumoral primer kiiltirlerinde de degisen dozlardaki metformin
varliginda NF-kB ekspresyonlarinda herhangi bir anlamli bir fark gozlenmedi (sirasiyla

p=0,52 ve p=0,69).
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Sekil 4-14: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimér ve non-
tumoral primer hicrelerdeki ELISA yontemiyle saptanan NF-kB (p65)
aktivitesinin grafiksel degerlendirmesi.

a P<0,01 ve b P<0.,05 non-tumoral gruplarla karsilastirildi
¢ P<0,05 0 mM grubu ile karsilastirildi.

ELISA yontemiyle 0 mM ve 25 mM metformin dozlarindaki NF-kB (p65)
aktivite degisim grafigi Sekil 4-14’de gosterilmistir. Metformin yoklugunda veya
varh@inda timor hiicrelerinin  NF-kB (p65) aktivitelerinin non-tumoral primer
hiicrelerine kiyasla dramatik diizeyde yiiksek oldugu izlendi [p (a) = 0,0015 ve p (b) =
0,0496]. Ancak 25 mM metformin varhiginda tiimor hiicrelerinde NF-kB (p65)
aktivitesinin 0 mM metformin dozuna kiyasla anlamli diizeyde azaldig1 gozlendi [p (C)
=0,017].

4.6. Apoptoz Degisiminin Akim Sitometri Yontemiyle Gosterilmesi

24. saatin sonunda segilen iki dozda (kontrol, 0 mM ve 25 mM) Annexin V
antikorlar1 kullanilarak yapilan boyama sonunda elde edilen hiicre profilleri akim
sitometri cihazinda goriintiilendi. Caligsmaya ait 5 farkli hastanin non-tumoral primer
kiiltiirlerindeki farkli dozlardaki (0 mM ve 25 mM) metformin dagilimindaki profilleri
Sekil 4-15°te, ayn1 hastalarin tiimor primer kiiltiirlerindeki farkli dozlardaki (0 mM ve
25 mM) metformin dagilimindaki profilleri Sekil 4-16’da gosterilmistir. Hastalara ait
genel apoptoz degisim grafigi Sekil 4-17°de verilmistir.
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Sekil 4-15: Non-tumoral

apoptoz degisimi.
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Sekil 4-16: Tumor drneklerine ait 0-25 mM metformin konsantrasyonlarindaki apoptoz

degisimi
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Sekil 4-17: Meme timoru ile non-tumoral primer hiicre kiiltiirii arasinda farkh (0 mM ve
25 mM) metformin konsantrasyonlarinda apoptoz degisimi (%).

Akim sitometri yontemiyle 0 mM ve 25 mM metformin dozlarindaki apoptoz
degisim grafigi Sekil 4-18’de gosterilmistir. 0 mM metformin varliginda tiimdr ve non-
tumoral primer kiiltiirleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlendi [p (a) = 0,008].
Yine 25 mM metformin varliginda tiimoér ve non-tumoral primer kiiltiirleri arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlendi [p (c) = 0,03]. Tumor primer kiltlirinde de
degisen dozlardaki metformin varliginda apoptozun artmasi istatistiksel olarak anlamli
bulundu [p (b) < 0,0001)]. Non-tumoral primer kiiltiirinde degisen dozlardaki
metformin varhiginda apoptozun artmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p =

0,10)
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Sekil 4-18: Farkh dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) kosullarinda tiimér ve non-
tumoral primer hiicrelerdeki akim sitometri yontemiyle saptanan apoptoz
degisimlerinin grafiksel degerlendirmesi.

a P<0,01 ve b P<0,05 non-tumoral gruplarla karsilagtirildi
¢ P<0,001 0 mM grubu ile karsilastirildi.

4.7. Proteomiks

Non-tumoral primer hiicre kiiltiirii ile meme tiimori primer kiiltiirlerinde yapilan
proteomiks c¢aligsmasi sonucu maksimum giivenlik seviyesinde, istatistiksel anlam1 olan
5 farkli protein saptandi: GARS, NEFM, KRT7, ANP32A ve THAP3. Bu proteinlerin
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri Tablo 4-1’de gosterilmistir. Non-tumoral primer hicre
kiiltiiriinde tiimdr primer hiicrelerine kiyasla bu proteinlerden ANP32A 15.8 kat, GARS
5.7 kat ve KRT7 6.6 yiiksek saptanmistir. Yine timor primer hicre kilturinde non-
tumoral primer hicre kiiltiiriine kiyasla bu proteinlerden THAP3 9.4 kat, NEFM ise
41.2 kat yiiksek olarak saptanmaistir.
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Tablo 4-1: Farkh dokular (tiimor ve non-tumoral) arasinda istatistiksel olarak anlaml
bulunan proteinleri etkileyen proteinler

Proteini Etkileyen (Uyaran, Durduran) Proteinler

Protein )

(interactors)*

IARS-1zolUsin-tRNA sentetaz
GARS )

EEF1D-Okaryotik translasyon elongasyon faktori 1 delta
THAP3 HCFC1-Konak Hiicre Faktor C1
KRT7 -

SET-SET Nikleer Proto-onkogen
ANP32A )

HIST1H3A-Histone Cluster 1,H3a
NEFM e

*Guvenilirlik Seviyesi >3 GARS:Glisin tRNA sentetaz, THAP3: THAP domain iceren protein 3,
KRT7: Keratin 7, ANP32A: Asidik l6since zengin niikleer fosfoprotein 32A, NEFM : Nérofilament medyum

Saptanan proteinlere ait STRING analizleri Sekil 4-19°da, bu proteinlerle
etkilesen (interactions) ve bu proteinleri etkileyen (interactors) proteinlerin giivenlik
seviyesinin >3 oldugu kosullardaki durumu Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de gosterilmistir.
Bu proteinleri etkileyen proteinler (giivenlik seviyesi >3) Tablo 4-1’de, bu proteinlerle
etkilesen (interactions) ve bu proteinleri etkileyen (interactors) proteinlerin (giivenlik

seviyesi >3) sayilar1 Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Farkh dokular (tiimor ve non-tumoral) arasinda istatistiksel olarak anlaml
bulunan proteinlere ait etkiyen ve bu proteinlerle etkilesen protein sayilari

Proteini Etkileyen Proteinin Etkilesimde oldugu

Protein (Uyaran, Durduran) Protein Sayisi Proteinler (interactions)*
(interactors) (n) (n)

KRT7 14 12

NEFM 49 48

GARS 96 98

ANP32A 59 37

THP3 6 5

*Giivenilirlik Seviyesi >3
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Sekil 4-19: Istatistiksel olarak anlamh bulunan GARS, ANP32A, NEFM, KRT7 ve THAP3
proteinlerine ait STRING analizi.



Saptanan proteinlere ait PANTHER analizi Sekil 4-20’de gosterilmistir.
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Sekil 4-20: Saptanan proteinlere ait PANTHER analizi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, 2015 yilinda kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirlerinden biri
olarak goze carpmaktadir. Ayrica, giincel kadin kanserleri istatistiklerinde meme
kanseri oraninin % 29 civarinda olmasi beklenmektedir (Siegel ve ark., 2015). Hastaya
kesin tan1 koymak i¢in yeterli olmasa da 6zellikle popiilasyon taramalarinda mamografi
kullanilmaktadir. Mamografinin en temel problemi, meme kanseri hastalarinin %10
kadarina tan1 koyduramamasidir (Schummer ve ark., 2010). 5 mm’den kiigiik tiimorlere
tan1 konmasina olanak saglayamamakta ve dahasi, meme dokusu yogun geng kadinlarda
mamografik duyarliligi azalttigi durumlarda etkinligi saptanamamaktadir (Ugnat ve

ark., 2004).

Bu nedenlerle, meme kanseri tanisini iyilestirmek ve bu hastalik tanisi alan
hastalarin genel ve hastaliksiz sag kalim oranlarini arttirmak i¢in yeni yaklasimlar
gelistirilmelidir. Haliyle, meme kanseri erken tanisi i¢in biyobelirteclere ¢ok ciddi
ithtiya¢ olmasina ragmen su anda mevcut bir parametre bulunmamakta ve halk sagligina
etkisinin 6nemi hala gereken saygiy1 gormemektedir (Li, 2011). Biyobelirtegler, g6zlem
ve analitik epidemiyoloji, randomize klinik caligmalar, tarama, tani ve prognoz
uygulamalariyla malignitelerin spektrumunu anlamak igin guc¢li ve dinamik bir

yaklasim saglayabilecektir (Kumar ve ark., 2006).

Metformin, ¢esitli siirecleri modiile eden pleiotropik bir ilagtir (Wang ve ark.,
2012). Retrospektif insan g¢aligmalari, metforminin daha diisiik kanser insidansi ile
iliskili oldugunu (Ahn ve ark., 2007; Sachs ve ark., 2005) ve her ne kadar asil kullanim
amac1 Tip 2 diyabette kalori kisitlama yaparak hiperglisemiyi engellemek olsa da tlimor
progresyonunu azalttigini ortaya koymustur (Evans ve ark., 2005; Ueda ve ark., 1996).
Mekanik olarak, metforminin, in vitro ve in vivo olarak bir mitokondriyal kompleks |
inhibitori olarak islev gordiigii gosterilmisse de (Greco ve ark., 2006; Porat ve ark.,
2011) kanser hiicrelerinin onkojenik potansiyellerini smirlamak i¢in azalan
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon kaynakli metabolik pertiirbasyona nasil tepki
verdigi ¢cok net degildir.

Metformin, NF-kB ve meme kanseri arasindaki molekiiller mekanizmalari
arastirdigimiz ¢alismamizda birbirinden farkli 5 hastaya ait meme tiimor ve non-tumoral

orneklerden yapilan primer hiicre kiiltiirii deneylerinde birbirinden farkli metformin
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dozlarinda 24. Saat ve 72. Saat sonlarinda canlilik ¢alismasi gergeklestirildi. Buna gore
25 mM metforminin timor hicrelerine 24. saatin sonunda anti-proliferatif etki
gOstermesi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,045). Bu ylzden etkin zaman
arali1 24 saat se¢ilerek ¢alismanin kalan kisimlarinda deney siiresi 24 saat olarak kabul

edildi.

Ayni caligmanin immiinositokimya kisminda hiicreler 24 saatlik zaman
araliginda etkin dozu belirleyebilmek i¢in farkli metformin dozlarinda (0 mM, 5 mM,
10 mM ve 25 mM) BRDU yo6ntemiyle boyandi. Buna gére 25 mM metformin dozunda
timor primer hucre kaltirt proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir disiis
saptand1 (p<0,0001). Bu yiizden etkin metformin dozu 25 mM segilerek c¢alismanin

kalan kisimlarinda metfominin hiicre canliligina etkisi 25 mM olarak kabul edildi.

Sonuglarimizda da goriildiigl lizere onemli ve klasik kanser ilaglarinin aksine,
metformin in vitro sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinda antitiimor aktivitesi
gosterdigi igin tipik bir sitotoksik ilag gibi davranmamakta (Ueda ve ark., 1996) daha
¢cok hiicre metabolizmas1 iizerinde etkili olup ve c¢oklu mekanizmalarla hiicre
proliferasyonunu baskilamaktadir (Pernicova ve Korbonits, 2014). Kim ve ark. MCF-7
meme kanseri hiicre serisi ile antikanser biyobelirteg arayisi amagli yaptiklart caligmada
15, 20 ve 25 mM metformin tercihinde bulunmus, kontrol gruplarina kiyasla metformin
uygulanan hicrelerde proliferasyonda metformin dozuna bagli artan inhibisyon
gozlemlemislerdir (Kim ve ark., 2016). Yine Liu ve ark. MCF-7, BT-474 ve T47D
meme kanseri hiicre serileriyle yaptiklari ¢aligmada 0.01 mM ile 25 mM metformin
araliginda dozlarla c¢alismis, benzer sekilde kontrol gruplarinda herhangi bir
proliferasyon inhibisyonu go6zlemlememis, aym1 c¢alismada MDA-MB-231 meme
kanseri hicre serisinde ise metforminin 30 ve 50 mM dozdaki etkisine bakmuslardir
(Liu ve ark., 2012). Sena ve ark. ise kolon kanserinde metforminin antikanser etkisi
tizerine yaptiklar1 ¢calismada 10, 25 ve 50 mM dozlarinda metformin uygulamis, en
etkin dozun 48 saat siireyle uygulanan 50 mM metformin oldugu sonucuna varmislardir
(Sena ve ark., 2018). Daha 6nce, 20 mmol / L’deki metforminin meme kanserine
(Zakikhani ve ark., 2006), melanoma (Janjetovic ve ark., 2011) ve mide kanserine (Kato
ve ark., 2012) kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Tip 2 diyabetik hastalara uygulanan
metformin konsantrasyonu yaklasik olarak 30-60 mol / L’dir (Martin-Castillo ve ark.,

2010). Bu nedenle, kanser hiicrelerine kars1 etkili oldugu gosterilen metforminin
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dozlari, diyabetik bozukluklar i¢in rutin olarak uygulanan dozdan yaklasik 300-600 kat
(yaklasik 20 mmol / L) daha biiyiiktiir ve ortak uygulamada kullanilandan yaklagik 1000
kat daha fazladir (He ve Wondisford, 2015). Bu a¢idan bakildiginda da sonuglarimiz,
metforminin diisiik dozlarda bile etkili oldugunu, toksik olan yiiksek metformin

konsantrasyonlarinin apoptoza yol agcacagini dogrulamaktadir.

Cogu meme kanseri tiimoriinde sik goriilen bir Ozellik, hiicre sagkalimu,
proliferasyon, inflamasyon ve bagisiklikta kritik rol oynayan transkripsiyon faktorleri
ailesi olan NF-kB’nin konstititif aktivasyonudur (Hayden ve Ghosh, 2004). Bozulan
NF-kB aktivasyonu, p50, p52, p65, cRel ve RelB gibi proteinlerin kalici niikleer
lokalizasyonu ile sonuglanir, bu da anti-apoptotik proteinlerin upregulasyonu yoluyla
hiicre proliferasyonu ve 6liim arasindaki dengenin bozulmasina neden olur (Karin ve
Lin, 2002). Gergekten de, EGF’nin reseptoriine (epidermal biiyiime faktorii reseptorii -
EGFR) baglanmas1 nihayetinde NF-kB’yi aktive etmekte ve OR-negatif meme kanseri
hiicrelerinde bu transkripsiyon faktoriiniin artmig etkinligine biiyiik olasilikla katkida
bulunmaktadir (Shostak ve Chariot, 2011). OR fonksiyonunun kaybi, nihayetinde
agresif, metastatik, hormona direncli kanserler ile sonuclanan sitokin ve buyime
faktorlerinin konstitiitif sekresyonundan dolay1, NF-kB aktivitesi ve hiperaktif MAPK
ile iligkilidir (Ali ve Coombes, 2002). Progesteron reseptoriniin aktivasyonu, DNA
baglanmasi ve transkripsiyon aktivitesini azaltarak NF-KB ile uyarilan gen
ekspresyonunun inhibisyonuna yol acabilir (Kalkhoven ve ark., 1996). HER-2, sasirtici
bir sekilde IKKa’y1 igeren kanonik yolak iizerinden NF-kB’yi aktive eder (Merkhofer
ve ark., 2010). NF-kB aktivasyonu, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar. NF-kB
ile iliskili oldugu bilinen en temel meme kanseri, Inflamatuar Meme Kanseri’(IBC)
olup, IBC’yi diger meme kanseri tiplerinden ayiran baslica 6zellikler, hizli bir sekilde
ilerleyen meme iltihaplanmasini ve asir1 bir metastaz egilimi igeren benzersiz bir
fenotipidir. Ug yillik sag kalim orani, inflamatuar olmayan meme kanserinde % 85 iken,
IBC’de yaklagik % 40'ir (Jaiyesimi ve ark., 1992). NF-kB-diizenlenmis genler
invazyon, proliferasyon, anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve inflamasyonda rol oynarlar ve
IBC’ye ait ozellikleri agiklamak i¢in iyi adaylardir (Aggarwal, 2004; Karin ve ark.,
2002). Artan kanitlar, NF-kB ile iligkili yolaklarin meme kanseri de dahil olmak tizere
birgok malignitede bozulmus oldugunu gostermektedir (Biswas ve ark., 2004; Cao ve
Karin, 2003; Cogswell ve ark., 2000; Huber ve ark., 2004; Nakshatri ve ark., 1997).

Timor hiicrelerinde apoptozu negatif olarak diizenleyen cesitli gen urunleri NF-kB
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aktivasyonu ile kontrol edilmektedir (Sethi ve ark., 2008). C. Montagut ve ark.
sitoplazmik veya niikleer NF-kB ekspresyonu ile tumor boyutu, nodal durumu, grade,
histolojik tip, OR ve HER-2 / neu dahil olmak tizere klinik patolojik 6zellikler arasinda
anlamli bir korelasyon bulunmadigimi ancak p65 aktivasyonunun neoadjuvan
kemoterapiye direngle baglantili oldugunu rapor etmistir (Liu ve ark., 2006). Yamei
Zhou ve ark. NF-kB’nin aktivasyonunun, hormona bagimli meme kanserlerinin yiiksek
riskli bir alt kimesini tanimladigin1 gostermistir (Zhou ve ark., 2005). Bizim
calismamizda ise NF-kB’nin farkli metformin dozlarindaki (0 mM ve 25 mM) etkisine
bakildiginda 25 mM metformin varliginda non-tumoral primer hucre kultirinde
istatistiksel olarak herhangi bir anlamli degisiklik go6zlenmedi. Timor primer
kiiltiriinde ise 25 mM metformin varliginda nuklear NF-KB ekspresyonunda anlaml
bir disiis gozlenirken (0,029), sitoplazmik NF-kB ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis goézlendi (p=0,024). Aymi ekspresyon c¢alismasi ger¢ek zamanli
polimeraz tepkimesiyle de tekrarlanmasina ragmen metformin varliginda/olmadiginda

istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmedi.

NF-kB’ye ait aktivasyon calismasinda ise hem metformin varliginda hem de
metformin yoklugunda NF-kB aktivitesi non-tumoral hiicrelere kiyasla timor
hiicrelerinde anlamli derecede yiiksek bulundu (sirasiyla 0,049 ve 0,015). 25 mM
metformin varliginda timor hiicrelerindeki NF-kB aktivitesinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu gozlendi (p<0,0001).

Meme kanseri olan hastalarin yaklasik % 40’1inda mikrometastaz oldugu
bilinmektedir. Bu saptanamayan kansere bagli sorun, hastalarin gelecekte 6liimlerine
yol acabilmektedir (Liu ve ark., 2006). Ekstraseliiler matriksin bozulmasi, timor
hucrelerinin lokal doku ve kan damarlarini istila etmesine ve yeni bir metastatik
konuma geg¢mesine izin veren dnemli bir islemdir. Tiimor hiicreleri biiyiik dl¢lide tlimor
invazyonu ve metastazini etkileyen serin proteinazlar, aspartik proteinazlar, sistein
proteinazlar ve MMPler salgilar (Nagase ve ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007;
Stamenkovic, 2000). MMPler hemen hemen her tip kanserde dizenlenir ve
ekspresyonlar proliferasyon, invazyon, epitelyal-mezenkimal transformasyon, metastaz
ve anjiyogenez dahil olmak (izere kanser progresyonunun cesitli vital yonleriyle
baglantilidir (Benson ve ark., 2013). MMP’ler genellikle kotii bir prognozla iliskilidir
(Curran ve ark., 2004). Ozellikle, MMP-1, -2, -3, -7, -9 ve -14’{in, timdr invazyonu,



97

metastaz ve anjiyogenezde kilit faktorler oldugu diisiiniilmektedir (Chabottaux ve ark.,
2006; Pivetta ve ark., 2011; Sternlicht ve Bergers, 2000; Surowiak ve ark., 2001).
MMP-1 ve -9, kanser hucresi proliferasyonu, timor invazyonu ve epitelyal-mezenkimal
transformasyonla iligskilendirilmistir (Balduyck ve ark., 2000; Basset ve ark., 1990;
Chabottaux ve ark., 2006; Delassus ve ark., 2008; Hegedus ve ark., 2008). Meme
kanseri dokusunda, ELISA ile normal meme dokusuna kiyasla daha yiiksek bir MMP-1
ve -9 protein konsantrasyonu rapor edilmistir (Przybylowska ve ark., 2006). Bircok
calisma, MMP sayisinin genel ekspresyonunun meme timorii progresyonu ile birlikte
arttigini ve bazi MMP’lerin tiimdr invazyonu, metastaz veya daha kotii sonugla iliskili
oldugunu gostermistir (Song ve ark., 2013). MMP-9 potansiyel bir biyobelirtectir ve
yuksek ekspresyonu birgok kanser tiiriinde gosterilmistir (Kim ve ark., 2006), bununla
birlikte ekspresyonu meme kanseri lizerinde yapilan tiim ¢aligmalarda tutarli degildir.
Invazif duktal karsinomada artan MMP-9 ekspresyonunun bazi ¢alismalarda potansiyel
bir biyobelirte¢ oldugu rapor edilmistir (Fernandez-Guinea ve ark., 2013; Sullu ve ark.,
2011). Calismamizda MMP-9’un farkli metformin dozlarindaki (0 mM ve 25 mM)
etkisine bakildiginda, 0 mM metformin varhiginda MMP-9 ekspresyonunun timor
primer hucrelerinde non-tumoral olanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede
yiiksek oldugu saptandi (p=0,0017). 25 mM metformin varliginda timdor primer hiicre
kalturundeki MMP-9 ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,0021). Ayni ekspresyon c¢alismast gergek zamanli polimeraz tepkimesiyle de
tekrarlandiginda ise tiimor primer kiiltiirlerinde 25 mM metformin varligindaki MMP-

9’daki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,03)

Feng ve ark. tarafindan sunulan bir mikrodizi deneyine dayanan sonuglarda,
MMP-2’nin, “yiiksek riskli grup” 'de tarif edilen hastalarda asir1 eksprese edildigi
gosterildi (Feng ve ark., 2007). Tim kanserlerinde MMP-2 tutulumunu dogrulayan
birka¢ preklinik yaym bulunmaktadir. Mide, pankreas ve prostat kanserleri olan
hastalarda yuksek MMP-2 seviyesinin olumsuz sonuglari ongérdiigli gosterilmistir
(Agnantis ve ark., 2004). Di Carlo ve ark., MMP-9 / MMP-2 oraninin benign hastaliklar
ve saglikli bireyler ile karsilagtirildiginda kanser hastalarinda daha iyi oldugunu
belirtmislerdir. Bu nedenle, tiimor hiicrelerinde, stromal fibroblastlarda gozlemlenen ve
timor hiicrelerinde infiltre olan bu proteazin yiiksek konsantrasyonu, tiimor invazyonu,
metastatik potansiyel ve kotl prognoz ile iliskilendirilmistir (Di Carlo ve ark., 2005).

Ogasawara ve ark. ayrica insan meme kanseri dokusu ve hiicre serilerinde yiiksek
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seviyelerde MMP-2ye dikkat ¢cekmistir (Ogasawara ve ark., 2005). ilging olarak, bazi
timorlerde, lenf nodu metastazlari ve azalan MMP-2 mRNA ekspresyon seviyeleri
arasinda bir korelasyon gozlenmektedir (Hao ve ark., 2004). Talvensaari-Mattila ve ark.
MMP-2’nin, hormon reseptorii negatif kotii prognoz alt grubundaki hastalarda yer alan
genis bir seride meme karsinomunda prognostik faktor olarak rollinii gostermistir
(Talvensaari-Mattila ve ark., 1998). Ilging bir sekilde, meme kanseri tiimorlerinde
yuksek seviyelerde MMP-2’nin, agresif hastalik belirteci olan HER2 / neu gen
amplifikasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Decock ve ark., 2007; Decock ve ark.,
2005; La Rocca ve ark., 2004). MMP-2 ekspresyonu, invaziv meme kanseri hiicre dizisi
MDA-MB-231°de invaziv olmayan MCF-7 veya referans HBL-100 meme hicresi
soyuna kiyasla daha yiiksek olarak gozlenmektedir (Jezierska ve ark., 2006; Jezierska
ve ark., 2006). Mendes ve ark., beyinde MMP-2 aktivitesinin eslik ettigi mikro-metastaz
gelisimini gozlemlemis, meme kanseri beyin metastazinin gelisimini hayvanlarda
onemli olglde azaltabildikleri ve segici sentetik MMP inhibitori olan PD 166793 ile
tedavi ile ENU1546’nin invaziv hiicre davranisini azaltabildiklerini gdstermistir
(Mendes ve ark., 2007; Mendes ve ark., 2005). Liu ve ark. timér dokusunda saptanan
MMP-2 diizeyinin meme kanseri hastalarinin tiimor boyutu ile anlamli derecede pozitif
korelasyon gosterdigini belirtmistir (Liu ve ark.,, 2006). MMP-2 ve diger
metalloproteinazlarin, 6rnegin MMP-9’un birlikte ekspresyonu, tanist konan nod-
negatif meme kanseri hastalarinda da anlamli prognostik degere sahiptir (Kim ve ark.,
2006). Bizim caligmada ise MMP-2’nin farkli metformin dozlarindaki (0 mM ve 25
mM) etkisine bakildiginda ilk anda MMP-2 ekspresyonunun tumor primer hucrelerinde
non-tumoral olanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu
saptandi (p=0,0003). 25 mM metformin varliginda tiimor primer hiicre kiiltiiriindeki
MMP-2 ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.0004). Ayn1
ekspresyon calismast gercek zamanli polimeraz tepkimesiyle de tekrarlanmasina
ragmen metformin varliginda ya da hi¢ uygulanmadiginda istatistiksel olarak herhangi

bir anlamlilik gézlenmedi.

Kanser hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmasi, genetik olarak programlanmis
hlcre 6liminiln -apoptozun azalan seviyesi ile iligkilidir (Waxman ve Schwartz, 2003).
Apoptoz, hiicre 6liimiinii baslatmak i¢in ¢esitli molekiillerin aktivasyonu dahil, siki bir
sekilde dilizenlenmis programlanmis hiicre Oliim silirecidir. Timor hiicrelerinde

apoptozun spesifik aktivasyonu kanser tedavisi i¢in umut verici bir yaklagim
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sunmaktadir. Hiicrenin programlanmis hiicre oliimii i¢cin dogal mekanizmasi olan
apoptoz, 6zellikle uzun émdarli memelilerde (Danial ve Korsmeyer, 2004) homeostazin
yani sira gelisimde kritik bir rol oynadigi i¢in 6nemlidir (Hassan ve ark., 2014). DNA
hasar1 veya kontrolsiiz proliferasyon dahil olmak {izere apoptotik yolun aktive olmasina
neden olacak ¢ok ¢esitli kosullar vardir (Lopez ve Tait, 2015). Apoptotik kontroliin
kaybi, kanser hiicrelerinin daha uzun siire hayatta kalmalarina ve timdr ilerlemesi
sirasinda invazyonu arttirabilen, anjiyojenezi uyarabilen, hiicre proliferasyonunu
deregiile edebilen ve farklilagsmay1 engelleyebilen mutasyonlarin birikmesi i¢in daha
fazla zaman saglar (Hassan ve ark., 2014). Bu nedenle kanser hcrelerinde apoptozu
indlkleyen sitotoksik ajanlar antikanser kemoterap6tik ajanlar olarak kullanilir
(Hickman, 1992). Haliyle, kemoterapi, radyasyon ve hormonal tedavileri iceren
geleneksel tedavilerin timi, meme kanseri hicrelerini yok etmek icin buyik 6lcude
apoptoza dayanir (Parton ve ark., 2001). Yasmeen ve ark., over kanserinde apoptoz
etkenine baktiklar1 bir ¢alismada metforminin, OVCAR-3 hiicre serisinde daha belirgin
bir etki gostermekle birlikte OVCAR-3 ve OVCAR-4 hiicre serilerinde doza baglh (0
mM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM) apoptoza neden oldugunu rapor etmislerdir (Yasmeen
ve ark., 2011). Malki ve ark., bir baska apoptoz ¢alismasinda MCF-7 meme kanseri
hicre serisinde 10 mM metformin dozunda metformin verilmeyen kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede apoptotik hiicre 6limii oldugunu rapor
etmislerdir (Malki ve Youssef, 2011). Karsilagtirmali olarak yaptigimiz akim sitometri
yontemiyle yapilan apoptoz ¢alismasinda, ilk anda apoptoz oranlart non-tumoral
olanlarda tiimdr hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p=0,008). 25 mM metformin varliginda timor hiicrelerinde apoptozdaki artis non-
tumoral hiicrelerdekilere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p=0,03). Tiimér hiicreleri kendi igerisinde degerlendirildiginde ise 25 mM metformin

varliginda apoptozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001).

Fosforilasyonlar, asetilasyonlar, glikozilasyonlar, alternatif RNA ekleme,
translasyon sonrast modifikasyonlar ve protein kirpilmalar1 dahil olmak {izere
proteinlerin ifadesi 1 000 000’a kadar ¢ikabilir (Andersson ve ark., 2007). Gen dizisi ve
hiicre fizyolojisi arasinda dogrudan baglanti saglayan proteomikslerin, hastalik gelisimi,
prognozu ve tedaviye yaniti degerlendirmek i¢in genomik analizleri tamamlamasi
beklenmektedir (Fink-Retter ve ark., 2009). Son yillarda kullanilan proteomik

yontemler giderek artmaktadir. Yiiksek verimle, proteomik teknikleri kullanarak ¢ok
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sayida proteinlerin eszamanli analizinin yapilmasi, yanlis protein biyobelirteclerinin
kesfine sebep olabilmektedir (Zakharchenko ve ark., 2011). Bu nedenle, proteomik
caligmalar i¢in Onerilmis olan bireysel biyobelirteclerin tanimlanmasini ve ifade
degisimini teyit etmek i¢in ikinci bir bagimsiz teknik (6rnegin, immiinoblotlama)
kullanilmaktadir. ~ Tarif edilen proteomik metodolojiler varsayilan protein
biyobelirteglerinin hiicresel lokalizasyonu ile ilgili herhangi bir bilgi saglamadigindan,
gerekli klinik bilgilerle yeterli sayida uygun klinik numunenin mevcudiyetine dayanarak
klinik validasyon saglayabilen yontemler kullanilarak daha fazla analiz yapilmasi bir
gereklilik arz etmektedir. Kanser gostergelerinin tanimlanmasinda, proteomik
teknolojiler, farklilasma, fonksiyonel ve diizenleyici yollar1 tanimlama, doku ve
biyolojik sivilardaki hastaliga neden olan molekiillerin yapisint belirleme, hastaliga
veya kisiye 0zgii farkliliklar ve hastalik asamalarini ortaya koyma gibi degerli bilgiler
uretilmektedir.

Bununla birlikte kanserin, bliylime kontrolii, yagslanma, apoptoz, anjiyogenez ve
metastaz gibi bir takim hiicresel siireclerdeki ardisik genetik degisimlerden
kaynaklandigr diistiniilmektedir (Mommers ve ark., 1999; J. S. Reis-Filho ve Lakhani,
2003). Sonug olarak, aragtirmacilar baglangicta yeni biyobelirtegler saglayan genomik
ve transkriptomik yaklagimlar kullanarak, yeni biyobelirtegler kanserin genetik temeline
dair anlayisimiz1 genisletecek ¢alismalar yapmislardir (Miki ve ark., 1994; van 't Veer
ve ark., 2002; Vogelstein ve Kinzler, 1994; Wang ve ark., 2005). Bununla birlikte, su
anda, gen analizinin kendi basia tamamlanmamis bir resim sagladig:1 anlagilmaktadir.
Hem mRNA’nin hem de proteinlerin alternatif birlesmesinden dolayi, 100’den fazla
benzersiz post-translasyonal modifikasyonla birlestirildiginde, bir gen birden fazla
protein tiriine neden olabilmektedir (Banks ve ark., 2000). Proteome analizi, gen dizisi
ve hiicresel fizyoloji arasindaki baglantiyr saglayabildiginden (Dove, 1999),
proteomiklerin hastalik gelisimi, prognozu ve tedaviye yaniti degerlendirmek i¢in gen
analizlerini tamamlamasi beklenir (Clarke ve ark., 2003). 2-DE analizini ve MALDI-
TOF MS’yi kullanarak, Liu ve arkadaslar1 14-3-3¢ ekspresyonunu artiran insan
kanserine ait hiicre dizilerinin, ila¢ direncine katkida bulundugunu, boyle bir

degisikligin klinik kemoterapiye direncle iligkili oldugunu gosterdi (Liu ve ark., 2006).

Homo sapiens keratin 7, tip II (KRT7), bir protein kodlayici gen olup Tip II

sitokeratinler, heterotipik keratin zincirlerinin ¢iftleri halinde diizenlenmis ve basit ve
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tabakali epitelyal dokularin farklilasmasi sirasinda birlikte eksprese edilen bazik veya
notr proteinlerdir (Karantza, 2011). KRT7 asir1 ekspresyonu servikal (Lambaudie ve
ark., 2014) ve kolorektal kanserler (Harbaum ve ark., 2011) dahil olmak Uzere bircok
neoplastik hastalikta gozlenmekte ve sitoskeletal sinyallesme ve EGFR1 yolu dahil
olmak tizere cesitli kanser ile iligkili yollarda rol oynamaktadir (Kanduc, 2002; Pujal ve
ark., 2009; Sandilands ve ark., 2013). Gastrik kanserde (Huang ve ark., 2016) ve
mesane kanserinde up-regiile oldugu gosterilmistir (Aaboe ve ark., 2005). KRT7, buna
karsin bizim ilk andaki protein karakterizasyonu g¢alismamizda non-tumoral primer

kiiltiirtinde tlimor hiicrelerine kiyasla 15.8 kat yiiksek olarak saptanmustir.

GARS bir tRNA ligaz olup RNA polimeraz II aracili transkripsiyon
duzenlemesinde aktif rol Gstlenmektedir. Norodejeneratif hastaliklarda (Yao ve Fox,
2013) ve ozellikle kolorektal kanserlerde (Croner ve ark., 2017) ekspresyonunda artis
gozlenmistir. GARS, buna karsin bizim ilk andaki protein karakterizasyonu
calismamizda non-tumoral primer kiiltiiriinde tiimor hiicrelerine kiyasla 5.7 kat ylksek

olarak saptanmistir.

Fonksiyonel olarak, ANP32A kati tiimdrlerde onkogen veya tiimor supresorii
olarak gorev yapabilir. Prostat kanserinde (Kadkol ve ark.,1998), kolorektal kanserde
(Shi ve ark., 2011), yumurtalik kanserinde (Li ve ark., 2012; Ouellet ve ark., 2006) ve
karaciger kanserinde (Li ve ark., 2012) yiiksek ANP32A ekspresyonu gozlenmistir. Bir
ksenograft modelinde karaciger kanserinin biiyiimesini tesvik ettigi (Zhu ve ark., 2010)
ve kotu diferansiye prostat karsinom hicrelerinin proliferasyonunu korudugu rapor
edilmistir (Brody ve ark., 2004). Diger taraftan, ANP32A’nin onkojen aracili
transformasyonu ve apoptoz aktivasyonu yoluyla servikal kanser hicresi biylmesini
bastirdigi gosterilmistir (Pan ve ark., 2009). ANP32A’nin bu karsit islevleri, ilgili
hiicrelerin farkli genetik ge¢misine atfedilebilir. ANP32A, apoptoz mekanizmalarinin
saglam oldugu hiicrelerde hiicre 6liimiine neden olurken, apoptoz yolaklar1 bozulmus
hicrelerin proliferasyonunu indiikleyebilir (Reilly ve ark., 2014). ANP32A, buna karsin
bizim ilk andaki protein karakterizasyonu ¢alismamizda non-tumoral primer kiltlrinde

tiimor hiicrelerine kiyasla 6.6 kat yiiksek olarak saptanmistir.

NEFM’nin prostat kanserlerinde ekspresyonel olarak azaldigi (Penney ve ark.,
2015) ve Ozellikle kanser gelisiminde metilasyona ugradigi gosterilmistir (Calmon ve

ark., 2015). NEFM, buna karsin bizim ilk andaki protein karakterizasyonu
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calismamizda tiimor hiicrelerinde non-tumoral primer kiiltiiriine kiyasla 41.2 kat yiiksek

olarak saptanmustir.

Meme kanseri, oniimiizdeki yillarda kadin 6lim nedenleri arasinda zirvede
olacak gibi goriinmektedir. Erken taninin hayat kurtardigi diisiintildiigiinde bu hastaliga
ait kesin bir biyobelirtecin heniiz bulunamamis olmasi hem bu hastalik iizerinde ¢alisan
arastirmact sayisini arttirmakta hem de bu hatalik i¢in biyobelirte¢ ararken tesadiifi de
olsa bagka hastaliklar i¢in yeni tan1 malzemeleri edinmeyi kolaylagtirmaktadir. Meme
kanseri de diger kanserler gibi inflamasyon seviyesinin belirgin bir sekilde arttigi bir
hastaliktir. Inflamasyonun beyni olarak nitelendirilen NF-kB metformin ile birlikte etki
ettikleri dogru yolagin kesfi neticesinde meme kanseri tedavisinde olumlu sonuglar
verebilir gibi goriinmektedir. Yine kontrollii deneylerle yapilan c¢aligsmalar neticesinde
orneklerden yapilacak bir proteomiks analiz, eldeki makroskopik ve molekiiler verilerin

birbiriyle olan iliskisini kurgulamaya yardimec1 olabilecektir.
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