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OZET

Yiksek Lisans Tezi

MDA-MB-453 MEME KANSERI HUCRE HATTI UZERINDE TAMOKSIFEN
ve DEINOKSANTININ SINERJIK ETKILERININ INCELENMESI

Nihan GUNAY

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet KUZUCU

Diinyada en sik kargilasilan kanser ¢esidi olan meme kanseri, tilkemizde akciger kanserinin
ardindan ikinci siray1r almaktadir. Meme kanserine kars1 tedavi yOntemlerinin
gelistirilmesinde, bu patogenezin o&zelliklerinin  daha iyi anlasilmasi 6nemli rol
iistlenmektedir. Son yillarda progesteron reseptdrii (PR), dstrojen reseptdrii (ER), Epidermal
Biiytime Faktor reseptorii-2 (HER?2) ifade diizeyleri 6nemli prognostik belirtegler olmustur.

Kombinasyon tedavisi son yillarda biiyiik bir ivme kazanan, iki veya daha fazla ilacin
veyahut yontemin kullanilma seklidir. Bu tedavinin en 6nemli faydalarindan biri karsinomun
ayn1 anda birden fazla ilaca karsi direng gosterme olasiliklart daha diisiik olacagindan ilag
direnci gelisimini azaltmasidir.

Ostrojen engelleyici ve non-steroid bir bilesik olan Tamoksifen, yaklasik 20 yildir hormon
reseptor pozitif meme kanseri olan hastalar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.

Deinoksantin, radyasyona direngli bakteri olan Deinococcus radiodurans'in hiicre duvarinda
bulunan S-tabakadan izole edilen ksantin tiirevidir. Yapilan ¢aligmalarda bu ksantin tiirevinin
bazi1 kanser tiirleri lizerinde pro-apoptotik ve anti-proliferatif etki gosterdigi belirlenmistir.

Tez kapsaminda Tamoksifen ve Deinoksantinin bir HER2 pozitif meme kanseri hiicre hattt
(MDA-MB-453) tizerine anti-kanser ve anti-proliferatif sinerjik etkisi incelenmistir. Bu
kapsamda hiicre kiiltiirine maddelerin ayr1 ve kombinasyonlarinin uygulanmasi sonucunda;
Bax, Bcl2, Caspase 3 ve HER2 genlerinin ifade diizeyleri ve protein seviyelerinin
aragtirilmasi RT-gPCR ve ELISA yontemleriyle gergeklestirilmistir.
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION of THE SYNERGISTIC EFFECTS of TAMOXIFEN and
DEINOXHANTIN on MDA-MB-453 BREAST CANCER CELL LINE

Nihan GUNAY

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehmet KUZUCU

Breast cancer, which is the most common cancer type in the world, takes the second place
after lung cancer in our country. A good understanding of the features of this pathogenesis
plays an important role in the development of new treatment methods in breast cancer. In
recent years, ‘“Human Epidermal Growth Factor Receptor-2” (HER2) status, estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR) levels have been important prognostic factors.

Combination therapy is the way in which two or more drugs or methods are used that has
gained momentum in recent years. One of the most important aspects of this treatment is that
it reduces the development of drug resistance, as the tumor or a pathogen will be less likely to
resist more than one drug at the same time.

Tamoxifen, an estrogen blocking and non-steroid compound, has been used to treat patients
with hormone receptor positive breast cancer for nearly 20 years.

Deinoxanthin is a xanthine derivative isolated from the S-layer in the cell wall of the
radiation-resistant bacteria Deinococcus radiodurans. Studies have shown that this xanthine
derivative shows pro-apoptotic and anti-proliferative effects on some types of cancer.

Within the scope of the thesis, the anti-cancer and anti-proliferative synergistic effects of
Tamoxifen and Deinoxantin on the MDA-MB-453 breast cancer cell line were investigated.
In this context, as a result of applying single and combinations of substances to cell culture;
Investigation of expression levels and protein levels of Bax, Bcl2, Caspase 3 and HER2 genes
were carried out by RT-gPCR and ELISA methods.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler

% Yiizde

C Celsius

ng Mikro gram

ul Mikro litre

uM Mikro molar

dk Dakika
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M Molar

ml Mili litre
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nm Nano metre

Kisaltmalar

BRCAL/2 Gogiis Kanseri Duyarlilik Geni 1/2
cDNA Komplementer DNA
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DNA Deoksiriboniikleik Asit
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RT-gPCR Ters Transkriptaz Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SERM Segici Ostrojen Reseptdr Modiilatorii
TNBC Triple Negatif Meme Kanseri

WHO Diinya Saglik Orgiitii



1. GIRIS

Kanser, normal hiicre bolunmesinin aksine kontrolsiiz bolinen ve anormal olarak
¢ogalan hiicrelerin neden oldugu bir hastalik grubudur (Lodish vd., 2004). Anormal

biiylime ve ¢ogalma gosteren kanser hiicre topluluklarina tiimor adi verilir.

Giderek artan diinya niifusu ve yaslanma orani ile birlikte oniimiizdeki siireglerde
kanserli vaka oranlarinin artis gosterecegi 6n goriilmektedir. Bu da gelecekte kanser
kaynakli Oliimlerin sayisinin artist demektir (WHO, 2008). Kanser hastalarini
iyilestirmek i¢in cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve alternatif tip gibi kanser tedavi
metotlar1 glinlimiizde mevcut olup vakaya en uygun yontem segilerek tedavi ¢aligsmalari
yiriitilmektedir. ~ Anti-kanser olarak tanimlanan baz1 ilaglar kemoterapide
kullanilmaktadir. Ancak bir ¢ogunun kesin olarak etki mekanizmalar1 bilinmemekle
birlikte giliclii proliferasyon onleyici etkileri oldugu belirtilmektedir (Borovskaya vd.,
2006; Mork vd., 2007; Vetoshkina vd., 2007).

Kullanilan anti-kanser ilaglar kanserli hiicreler lizerinde toksik etki gosterme 6zelligine
sahiptirler. Bir ¢cok kemoterapi ajani, saglikli hiicreler tizerinde de toksik etki gostererek
hiicrelerin bulundugu organlari da tahrip etmektedirler. Bu tiir ilaglarin yan etkilerinden
dolay1 6liimle sonuglanan vakalarda mevcut olup, kemoterapi uygulanan bazi hastalarda
kullanilan anti-kanser ilaclara karst diren¢ olustugu belirlenmistir. Kemoterapi
uygulamasina tabi tutulan hastalarin oldugu bir ¢alismada hastalarin %80’inde iyilesme
gortliir iken kalan 9%20°‘lik kisimdaki hastalarda kanserli hiicrelerin ilaglara direng

gelistirdigi ve dliimciil toksisite olusturdugu tespit edilmistir (Korkmaz, 2002).

Kanser hastalig1 cesitlilik gostermekte olup, meme, akciger, kolektral, rahim, deri vb.
tiirleri mevcuttur. Kanser hastaligina yakalanan kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirii

%30’luk kisimla meme kanseri olarak gosterilmektedir (TUIK, 2011).

Ostrojen reseptorii (ER) ifade diizeyi ile karakterize edilen liimen meme tiimérleri,
meme kanserlerinin %70'ini olusturmaktadir ve meme kanseri 6liimlerinin ¢ogundan
sorumludur. Endokrin tedavi, metastatik hastaligi olan hastalarda tedavinin temelini
olusturur. Segenekler arasinda selektif ER modiilatorleri (tamoksifen gibi), aromataz

inhibitorleri ve selektif ER disiiriictiler bulunur (Ibrahim vd., 2019).



Erken evre meme kanserinin tedavisi ve niikslerin azaltilmasinda yaygin olarak
kullanilan, tlimor Ostrojen reseptorleri bakimindan zengin olan segici Ostrojen reseptorii
modiilatorii Tamoksifen, 0Ostrojen reseptoriiniin aktiflestirici bolgelerinden birine
baglanarak Ostrojen etkisini engeller. Ostrojen reseptdrii pozitif meme kanseri olan
kadinlara ameliyat sonrasi bes yil boyunca Tamoksifen tedavisi uygulandiginda,

tekrarlama riski % 47, 6lim riski % 26 azalmaktadir (Ibrahim vd., 2019).

Deinococcus radiodurans, iyonlastirici radyasyona ve oksidatif strese maruz birakilarak
reaktif oksijen tiirlerine direncli olarak bilinen bir bakteridir. Bu bakterinin antioksidan

giicii, sahip oldugu karotenoidlerle baglantili oldugu diisiiniilmektedir (Tian vd., 2010).

Ekstrakte edilen karotenoidler arasinda en bol bulunan deinoksanthinin, DNA hasarina

kars1 oldukga giiclii bir koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Ji, 2010).

Deinoksantin antioksidan etkiye sahip olmasinin yani sira belirli kosullarda pro-
oksidatif etki de gosterebilmektedir. Pro-oksidant, ya ROT f{ireterek ya da antioksidan
sistemleri inhibe ederek oksidatif strese yol agan herhangi bir endobiyotik ya da
ksenobiyotik anlamina gelir. Oksidatif stres ise apoptozisin stimiilasyonunu saglamasi
bakimindan 6nemlidir ve bir¢ok calisma, apoptozisin indiiksiyonu sirasinda oksidatif
mekanizmalarin  6nemli roller Tistlendigini goOstermistir. Yapilan ¢alismalarda,
deinoksantinin pro-oksidant aktivitesine bagli olarak hiicre i¢i ROT artigina Sebep
oldugu ve ¢esitli kanser hatlarinda apoptozisi indiikledigi belirlenmistir (Muller vd.,
2002; Nara vd., 2005; Choi vd., 2012; Ozcan vd., 2015; Rahal vd., 2014).

Yapilan c¢alismalar, P-karoten, fukoksantin, neoksantin ve deinoksantin gibi
karotenoidlerin pro-oksidan etkiye sahip oldugunu ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini
artirarak oksidatif strese neden oldugunu ve boylelikle de kanserli hiicreleri apoptoza

stirtikledigini gostermistir.

Yapilan ¢alismalarda anti-kanser aktiviteye sahip deinoksantinin; prostat kanseri, meme
kanseri, kolon kanseri ve hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlar1 iizerinde apoptotik

stimiilator olarak davrandig: bildirilmistir (Choi vd., 2012).

Deinoksantinin kemotetapide yardimci kiir maddesi olabilecek bir potansiyele sahip

oldugu diistiniilmektedir.



Tez calismasi kapsaminda Tamoksifen ve deinoksantinin MDA-MB-453 meme kanseri
hiicre hattinda sinerjik etkisinin incelemesi i¢in BAX, BCL2, Caspase-3 ve HER2
genlerinin RT-qPCR ile gen ifade diizeylerine bakilmistir. ACTB geni housekeeping gen
olarak kullanilmustir. ELISA yontemiyle, BAX, BCL2, Caspase-3, HER2 proteinlerinin
miktarlari tespit edilerek RT-gPCR sonuglar1 ile mukayese edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Meme Kanseri

Global bir tehlike haline gelen ve milyonlarca insanin hayatini kaybetmesine neden olan
kanser, mortalite nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan sonra gelmektedir (Merey,
2002).

Biitiin diinyada kadinlarda en ¢ok goriilen malignite olan meme kanseri ve erken evre
metastatik hastalig1 olmayan hastalarin yaklasik %70-80'inde tedavi basarili olmaktadir.
Uzak organ metastazlari olan meme kanseri, mevcut tedavi yontemlerinin basarisiz
olmas1 ve %15’lik mortalite oraniyla akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer

almaktadir (Hortobagyi, 2005; Jemal, 2007).

2013 verilerine gore, iilkemizde meme kanseri kadinlarda en sik rastlanilan kanser tiirii
olup bu hastaliga yakalanan kadinlarin yaklasik %25’nin HER2 pozitif meme kanseri
oldugu bilinmektedir (Giiltekin, 2014).

Herediter meme kanseri olgusu toplam vaka sayisiin %10°u olmakla birlikte bu
kisilerde genellikle BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinin mutasyonuna rastlanilmaktadir.
BRCA-1 ve BRCA-2 genleri meme kanseri gelisimini engelleyen tiimor supresor
genlerdir. BRCA-1 ya da BRCA-2 gen ciftlerinden birinin mutasyona ugrayarak
bozulmast meme ve/veya yumurtalik kanseri gelistirme riskini ¢ok biiyiikk 6lclide
artirmaktadir. Bu hastalarda meme kanserinin olusma ihtimali; BRCA-1 mutasyonu
varliginda %72, BRCA-2 mutasyonu varliginda %69’dur (Kuchenbaecker vd., 2017).

Zararli bir BRCA-1 veya BRCA-2 mutasyonu, bir kisinin annesinden veya babasindan
miras kalabilir. Bu genlerden birinde mutasyon tasiyan bir ebeveynden her ¢ocugun,
mutasyonu kalittm yoluyla alma olasiligt % 50'dir. BRCA-1 ve BRCA-2'de Ki
mutasyonlarin etkileri, bir kiginin 0 geninin ikinci kopyasi normal oldugunda bile
goriilebilmektedir (Ulusal Kanser Enstitiisii, 2018).

Meme lezyonlarinin tamimlanmasi meme kanserinin olusumu acgisindan Onem
arzetmektedir. Duktusda ve lobiillerde meydana gelen lezyonlarin karsinogeneze

doniistimii ihtimali yiiksektir (Breast Cancer, 2018).



Duktal karsinom In situ, meme kanserinin ¢ok erken bir evresi olup meme kanalinda
mamografide saptanabilen karakteristik desenler olusturan anormal hiicreleri ifade eder.
Bu onciil karsinomlar duktus kanallarmin i¢inde bulunmaktadir ve diger meme

dokularina yayilmaya baglamamistir (Breast Cancer, 2018).

Lobiiler karsinom In situ, siit tretiminin gergeklestirildigi hiicrelerin degisikligi
anlamina gelmektedir. Bu lezyonlar kanser olmamakla birlikte meme kanserinin olusma
riskinin arttigin1 gostermeleri agisindan 6nemlidir. Bazen de bu durumun aksine Lobiiler
karsinoma hastalarinin birgogunda meme kanserinin gelismedigi raporlanmistir (Breast
Cancer, 2018).

Meme kanserinde en sik rastlanan gesit; invazif meme kanseridir. Genel olarak meme
kanseri ile invazif meme kanseri terimleri ayni durumu ifade etmektedirler. Invazif
lobiiler karsinom ve invazif duktal karsinom en sik rastlanilan alt tiirlerdir. Meme
kanserleri arasinda en sik karsilasilan tiir olan invazif duktal meme kanseri, toplam
tanmin yaklasik %70-80’ini olusturmaktadir. Invazif duktal meme karsinomu, duktus
kanallarinin ¢eperlerindeki hiicrelerde ortaya g¢ikarak cevresindeki meme dokusuna
yayilim gosteren bir kanser ¢esididir. Toplam tan1 koyulan meme kanseri hastalarinin
%0,1’in de invazif lobiiler karsinom goriilmektedir. invazif lobiiler kanserin en sik

karsilagildigi yas araligi 45-55 olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kanser Vakfi, 2014).

Kronik inflamasyon temelli meme kanseri toplam vakalarin yaklagik olarak %1-4"tinii
olusturmaktadir. Hastalik seyrinde meydana gelen sisliklerin olusmasina neden olan
etken karsinomalarin kilcal lenf damarlarin1 ttkamasidir. Béyle olgularda inflamasyon
memede kizariklik, sislik, sert ve sicak bir meme dokusu olusumuna sebep olmaktadir

(Kanser Vakfi, 2014).

Meme kanseri komorbiditesinde %21-4 oraninda rastlanilan Paget hastaligi meme
basinda veya meme basinin etrafindaki koyu alanda (areola) ortaya g¢ikmaktadir.
Kirmizi, pullu dokiintii seklinde baslayan, kasintt ve ardindan yara olusumu ile
tanimlanabilen Paget hastaligi, goriiniim olarak sedef hastaligi veya egzamaya g¢ok
benzemektedir. Paget hastaligi, bazen meme basinin arkasindaki bir meme dokusunda
kanser olusumunun isareti olabilmektedir. Birgok hastada Paget hastaligi, meme kanseri

veya duktal karsinom In situ’nun 6nemli bir belirtisidir (Kanser Vakfi, 2014).



Tedavi ¢esidinin belirlenmesi biiyiik bir énem arz ettiginden bilim insanlart meme
kanseri ¢esitlerinin tammlanmasinda farkli parametreler kullanmiglardir. Nadir goériilen
meme kanserleri, 6zel tip; yaygin goériilen meme kanserleri ise 6zel olmayan tip olarak
adlandirilmigtir. Nadir goriilen 6zel tip meme kanserlerinde spesifik 6zelliklere sahip
hiicreler bulunmaktadir (Kanser Vakfi, 2014).

Nadir meme kanseri tipleri sunlardir; (Turkcerrahi, 2020)

e Mediiller

e Musinoz

e Adenoid kistik

o Tiibiiler

e Metaplastik

e Anjiyosarkom

e Bazal tip

o Filloides veya sistosarkoma filloides

o Papiller

Mediiller meme kanseri; BRCA-1 gen mutasyonu ile iliskili oldugu bilinen bu kanser
tirtinde klasik meme Kanseri tedavisi uygulanir. Tiim invaziv meme kanserleri

icerisinde % 4 oraninda rastlanilmaktadir.

Miisinoz meme kanseri; biiyime ve yayilim ag¢isindan yavas seyreden bir tiirdiir.
Miisinoz meme kanseri, invaziv meme Kkanseri vakalarimmin timiinde %2 oraninda

rastlanilmaktadir. Vakalarda hormon reseptorii % 66 pozitiftir.

Adenoid kistik meme kanseri; ¢ok nadir goreiilen bir tiir olan adenoid kistik meme
kanseri tiim meme kanserlerinin %0,1-1’ini olusturmaktadir. Cogunlukla yavas biiylime

egilimindedirler.

Tiibiiler meme kanseri; lobiiler karsinom ve duktal karsinom tiirlerinin prognozundan
cok daha 1iyi olan tiibiller karsinom, invaziv. meme Kkanserlerinin %2’sini

olusturmaktadir. Niiks ihtimali diistiktiir.



Metaplastik meme kanseri; 2 farkli doku tiirinden olusan heterojen bir gruptur.
Metaplastik meme kanseri, invaziv duktal karsinomun tedavi sekli baz alinarak tedavi

edilse de baz1 durumlarda daha agresif tedaviler uygulanabilmektedir (Acar vd., 2018).

Memenin anjiosarkomu; anjiosarkomlar, damar dokusunu olusturan hiicrelerde ortaya
¢ikan ve damar yapisimi taklit eden, olduk¢a nadir goriilen malign tiimorlerdendir.
Sarkomlar, kemik, bag dokusu, sinirler, kan damarlart gibi yapisal ve destek dokularin

kanseridir.

Bazal tip meme kanseri; P53 geninin mutasyonu sonucu olusmaktadir. Bazal tip meme
kanseri hiicreleri HER2, Ostrojen ve progesteron reseptorleri tagimadiklart igin triple

negatif olarak da kendilerini gostermektedirler.

Filloides veya sistosarkoma filloides; tiim meme tiimorlerinin yaklasik %1°ini olusturan

filloidesler hem benign hem malign olabilen tiimér tiirleridir.

Papiller meme kanseri; yavas gelisim gosteren papiller meme tiimérlerine sikca ileri yas
kadinlarda rastlanilmaktadir. Tim meme kanserlerinin %1-2’sini olustururlar (Akagi

vd., 2009).

KANSER: NORMAL BUYUMENIN KONTROLUNUN KAYBEDILMESI
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Sekil 2.1. Normal/Kanser Hiicresi Boliinmesi



2.2. Meme Kanserinin Reseptor Bakimindan Siniflandirilmasi

Perou ve arkadaslarinin (2000) yaptiklar1 ¢alisma 6ncesine kadar meme kanseri Gstrojen
hormonuna duyarli veya duyarsiz olarak incelerken, giiniimiizde bu veri yapilan
calismalar neticesinde degisiklige ugrayarak meme kanserlerinin, hiicre yiizeylerinde

tagidiklar veya tasimadiklari reseptorlere gore ayrilan 4 ana tiirii oldugu kesfedilmistir.

1. Luminal A: Hormon reseptoriine duyarli tiimoérler (HR pozitif)

2. Luminal B: Hormon reseptoriine zayif duyarli ve/veya ayni zamanda HER2
reseptori tasiyan timorler (HER2 pozitif)
3. HER2 pozitif: Hormon reseptoriine duyarsiz, HER2 reseptorii tagiyan tiimorler

4. Uclii negatif- Hormon ve HER2 reseptdrii tasimayan tiimdrler

HR+/HER2- ’l,uminal—A HR+/HER2 . Luminal-B

. . xR 0/, g s o
Tiim meme kanserlerinin %673 Tiim meme kanserlerinin %10

-En i.“'_i has:tahk seyrine sahip olan meme - Hormon reseptdr pozitif olmasna ragmen Luminal

kanseri ¢esidi Alya gore daha agresif hastalik 6zelliklerine sahiptir
HR-/HER2+ » HER2 pozitif ’ Uclii Negatif
Tiim meme kanserlerinin %35 Tiim meme kanserlerinin %13'i

- Meme kanserinin en seyrek goriilen ¢esididir - Agresif hastalik seyrine sahip olan meme

kanseri ¢esidi
- Kemoterapiye daha duyarli; kanser hiicreleri
hizh ¢ogalma egiliminde oldugu igin

Sekil 2.2. Meme Kanserinin Reseptdr Bakimindan Siniflandirilmasi

2.2.1. Luminal A

Luminal A tiimorleri, meme kanallarimi kaplayan luminal (i¢) hiicrelerde baslayan
meme kanserlerine en ¢ok benzeyen hiicrelerdir. Meme kanserlerinin yaklasik %70'i
limen A timoérleridir (Voduc vd., 2010; Foukakis ve Bergh 2019).


https://www.drozdogan.com/meme-kanseri-akilli-ilac-tedavisinde-artik-daha-gucluyuz/
https://www.drozdogan.com/meme-kanseri-akilli-ilac-tedavisinde-artik-daha-gucluyuz/

Luminal A meme tiimoérleri, hormon reseptdr pozitif, HER2 negatiftir ve kanser
hiicrelerinin ne kadar hizli biiyiidiigiinii kontrol etmeye yardimci olan diisiik seviyelerde
Ki-67 proteinine sahiptirler. Dort ana alt tipten biri olan luminal A kanserleri, diisiik
derecelidir, yavas biiyiir oldukca yiiksek sagkalim oranlar1 ve oldukga diisiik niiks
ihtimalleri ile en iyi prognoza sahip olma egilimindedir (Voduc vd., 2010; McGuire vd.,
2017).

2.2.2. Luminal B

Luminal B meme kanseri, hormon reseptor pozitif, HER2 pozitiftir ve yiiksek Ki-67

seviyeleri vardir. Meme kanserlerinin yaklasik %10’u luminal B tiimorleridir (Voduc
vd., 2010; Foukakis ve Bergh 2019).

Luminal B kanserleri genellikle luminal A kanserlerinden daha hizli biiyiir ve prognozu
biraz daha kotiidiir. Luminal B tiimorii olan kadinlarda genellikle luminal A timori
olanlardan daha gen¢ yasta teshis konulabilmektedir (Metzger-Filho vd., 2013;
Partridge vd., 2016). Luminal B tiimdrii olan kadinlar, luminal A tiimdorii olanlara gore

yiiksek olmasa da oldukga yiiksek sagkalim oranlarina sahip olma egilimindedirler

(Metzger-Filho vd., 2013; McGuire vd., 2017).

Luminal A tiimorleri ile karsilastirildiginda, luminal B tiimoérleri bazi daha koti

prognoza yol agan faktorlere sahiptirler, bunlar; (Haque vd., 2012).

e Koti timor derecesi
e Daha biiyiik timor boyutu

e Lenf nodunun pozitifligi

2.2.3. HER?2 pozitif

Hormon reseptor negatif ve HER2 pozitif olan HER2 pozitif kanserler, liimen
kanserlerinden daha hizli biiyiime egilimindedir ve daha kotii bir prognoza sahip
olabilirler ancak HER2 proteinini hedefleyen terapiler ile basariyla tedavi

edilebilmektedirler. HER2 reseptorii bakimindan zengin tiimorlerin ¢ogu HER2



pozitiftir ve bu nedenle bu adla adlandirilmistir ancak %30'u kadar1t HER2 negatif
olabilmektedir (Foukakis ve Bergh, 2019).

e Lenf nodu pozitif
e ER(Y)
e PR(Y)

o Koti timor derecesi

Meme kanserlerinin yaklasik %5-15'1 HER2 pozitiftir. HER2 pozitif olan kadinlara
limen A ve liimen B tiimorleri olanlardan daha geng yasta tan1 konulabilir (Metzger-
Filho vd., 2013; Patridge vd., 2016).

2.2.4. Uclii negatif-Bazal benzeri

Uclii-negatif/bazal benzeri meme kanseri, hormon reseptor negatif ve HER2 negatiftir.
Bu kanser tiri BRCA-1 gen mutasyonlar1 olan kadinlarda daha yaygindir.
Arastirmacilar nedeninden emin olamasalar da bu kanser tiirliniin gen¢ ve siyahi
kadinlar arasinda daha yaygin oldugunu saptamislardir (Partridge vd., 2016; Kohler vd.,
2015; Scott vd., 2019).

Bazal benzeri tiimorler, meme Kkanallarini ¢evreleyen bazal (dis) hiicrelerinkine
benzeyen hiicrelere sahiptir. Cogu ticlii negatif timor bazal benzeri ve ¢ogu bazal

benzeri timor ise tiglii negatiftir (Voduc vd., 2010; Foukakis ve Bergh, 2019).

Meme kanserlerinin yaklasik %15-20'si tiglii negatif/bazal benzeridir. Bu timdrler daha
sik goriilme egilimindedirler. Uglii negatif/bazal benzeri tiimérler siklikla agresiftir ve
ER pozitif alt tiplere kiyasla daha kotii prognoza sahiptir. Ancak basarili bir sekilde
tedavi edilebilirler (Voduc vd., 2010; McGuire vd., 2017; Anders ve Carey, 2019).

Lopez-Ozuna ve arkadaslar1 (2016), triple-negarif meme kanseri hastalarinda prolaktin
hormon reseptorlerinin hayatta kalma siliresinin artmasinda ve tedavi yonteminin
secilmesinde 6nemli bir marker olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alisma triple-negatif

meme kanserinin alt tlirlerinin varligina énemli bir delil sayilabilmektedir.
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2.3. Meme Kanserinde Evreleme

Kanserde ki evreler, kanser tedavisinin belirlenmesinde ve bu tedavi siireclerinin
yiiriitiilmesinde olduk¢a 6nem arz etmektedir. Timor diigiimii metastazi1 (TNM) sistemi,
1942'den baslayarak Pierre Denoix tarafindan gelistirilmistir, hastalik prognozunu
etkiledigi diisliniilen malign tliimorlerin  baslica morfolojik o6zelliklerine gore

siniflandirilmistir (Singletary ve Connolly, 2006).

Kanser de evreleme sisteminde ii¢ ana veri baz alinir. TNM olarak adlandirilan bu
sistem de, tiimoriin boyutunu (T), lenf bezlerine etkisini ve derecesini (N), metastazini
(M) tanimlamak i¢in kullanilir. T evresi tiimoriin olusum gosterdigi bolgelere gore
farkliliklar gostermektedir. N ve M evresinde PET-Pozitron Emisyon Tomografi

oldukga fayda saglamaktadir (Singletary ve Connolly, 2006).

En erken evre kanserlerine karinoma in situ yani evre 0 denilmektedir. Bunu takiben
evre | (1) ila IV (4) arasinda derecelendirilir ve a, b, ¢ harfleri ile alt asamalara da

ayrilmaktadir.

o 1 ot oml -

Sekil 2.3. Meme kanseri evreleri

Molekiiler diizeyde, meme kanseri heterojen bir hastaliktir; insan epidermal biiylime
faktorii reseptorii 2'nin (ERBB2 tarafindan kodlanan HER?2) aktivasyonu, hormon

reseptorlerinin aktivasyonu ve/veya BRCA gen mutasyonlarini igermektedir.

Tedavi stratejileri molekiiler alt tipe gore farklilik gosterir. Meme kanseri yonetimi
multidisiplinerdir; lokomotif (cerrahi ve radyasyon tedavisi) ve sistemik terapi

yaklagimlarini igerir.
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Gelistirilen tam1 ve tedavi yoOntemleri vasitasiyla meme kanseri olim vakalarinda
belirgin azalmalar gézlemlenmektedir. Timor 6zelliklerinin ¢ok daha iyi anlagilmasiyla
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Son yillarda
lenfovaskiiler invazyon durumu, ER, PR diizeyleri ve HER2 durumu da onemli

prognostik faktorler olmustur (Ravdin vd., 2007).

Ostrojen reseptdrii (ER) ve/veya progesteron reseptorii (PR) ifade eden tiimérler,

hormon reseptorii pozitif meme kanserleri olarak kabul edilmektedir.
ER, PR veya HER2’yi ifade etmeyen tiimérler, triple negatif meme kanseridir (TNBC).

Ostrojen ve progesteron reseptdrlerinin durumunun tayini, tedavi planinin belirlenmesi
acisindan ¢ok O6nemli olup incelemenin rutin bir parcast olmustur. Hormon reseptorii
pozitif olan tlimorlerde hormonal tedavi ile yanit orani, negatif olanlara gére oldukg¢a
yiiksektir (Dowsett vd., 2006). Hormon reseptoriiniin ifade diizeyinin miktar1 arttikga
hormonal tedaviye yanit orani artmaktadir. Hormon reseptorii negatif olan hastalar ise

adjuvan kemoterapiden daha fazla fayda gérmektedir (Berry vd., 2006).

Hastaligin erken evreden ileri metastatik diizene kadar evrimi karmasiktir ve bir¢ok
yonden farkli bir hastaligin gelismesine yol agar. Bu hastalik evrimi, degistirilmis gen
ifade diizeyi ve yeni mutasyonlarin edinilmesi de dahil olmak iizere bir takim 6zellikler
ile isaretlenmistir; bu, artmis proliferasyona, metastaz olusumuna ve en 6nemlisi tedavi

direncinin gelismesine neden olabilir (Hart vd., 2015).

Gegtigimiz 10-15 yil boyunca tedavi kavramlari, bu heterojenligi hesaba katarak,
tedavinin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in daha biyolojik olarak yonlendirilen tedavilere
ve tedavinin azaltilmasina 6nem vermistir. Ayrica 6liim oranlarina bakildiginda, HER2-
pozitif hastaliga sahip meme kanseri alt tipleri daha yiiksek 6liim oraniyla iligkiliyken,
bu orani sirastyla TNBC, limen A ve liimen B alt tiplerinin takip ettigi gézlemlenmistir.
(Harbeck vd., 2019).

Kanserin gelisim siirecinde meydana gelen boliinme, apoptoz ve ¢o¢ gibi
mekanizmalarin ¢oziilebilmesi i¢cin meme kanseri hiicre hatlar1 arastirma amacglh
kullanilmaktadirlar. Bu vasitayla genler ve hiicrede meydana gelen siiregleri diizenleyen

sinyal yollar1 hakkinda veriler elde edilmesi saglanmistir ve devam eden galismalarla bu
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veri akis1 artmaktadir. Istenilen hiicre hatlarimin goreceli olarak genetik muamelelerle
uyumlu cogaltilabilmesi, sartlar1 iyi hazirlanmis deneysel kosullar altinda tekrar tekrar

iiretilebilen, gézlemlenebilen, sayilabilen sonuglar saglamaktadir.

2.4. Kanser Mekanizmasi

Meme kanserinin baglatildigi mekanizma bilinmemektedir; bununla birlikte, meme
kanserini molekiiler olarak karakterize etmek, olusumunu ve ilerlemesini sinirlandirmak
i¢in ¢ok ¢aba sarfedilmektedir (Harbeck vd., 2019).

Kokeni hiicre diizeyinde, klonal evrim modeli (mutasyonlarin biriktigi, timor
hiicrelerinde epigenetik degisiklikler meydana geldigi ve en uygun hiicrelerin hayatta
kaldig1) ve kanser kok hiicre modelinde (sadece prekiirsor kanser hiicrelerinin
ilerlemesini baglatip siirdiirdiigii) kanser kok hiicrelerinin ayni zamanda klonal bir

sekilde evrimlesebildikleri gergegiyle olduk¢a komplikedir (Harbeck vd., 2019).

Morfolojik diizeyde, normal bezlerden kansere kadar siireklilik gosteren bir lezyon ve

genetik modifikasyon vardir (Harbeck vd., 2019).

Molekiiler diizeyde, meme kanserinin, esasen ER ifade diizeyi, tiimor derecesi ve
proliferasyonu ile ilgili iki farklt molekiiler progresyon yolu boyunca gelistigini

gosteren kanitlar vardir (Harbeck vd., 2019).

ER sinyal yolu, ¢ogalmay1 tesvik etmek ve hayatta kalma avantaji elde etmek i¢cin ER +
meme kanseri hiicrelerinde kullanilan bir 6zellik olan hiicre biiylimesini ve
fonksiyonunu siirdiirmek icin karmasik ve son derece biitiinlesik sinyal yollar1 ile

entegredir (Osborne ve Schiff, 2011).

En sik goriilen meme kanseri histolojisi, invaziv duktal karsinomdur (% 50-75), bunu
invazif lobiiler karsinom izler (% 5-15"), kalan kism1 duktal/lobiiler karsinomlar ve diger

nadir histolojiler olusturur (Romond vd., 2005).
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2.5. Genetik Degisiklikler

Tiimor hiicrelerinde en sik mutasyona ugramis genler sunlardir; GATA3 (% 10), FGFR1
(% 11), ERBB2 (% 13), CCND1 (% 16), PTEN (% 16), MYC (% 20), PIK3CA (% 30),
TP53 (% 41) (Nik-Zainal vd., 2016).

Bu genler, bastirilmis (6rnegin, p53) veya aktive edilmis (6rnegin, siklin D) hiicre
¢ogaltan modiilatorleri kodlar, proliferasyonu siirdiiriir ve/veya apoptozu inhibe eder,
aktive olan onkojenik yollar1 inhibe eder (MYC, HER2 ve FGFR1) veya artik
bastirilmayan faktorleri engeller (PTEN) (Harbeck vd., 2019).

Luminal A tiimorleri yiiksek PIK3CA mutasyonlari prevalansina (% 49) sahipken, TP53
mutasyonlarinin yiiksek prevalansi bazal benzeri tlimorlerin ayirt edici 6zelligidir. Diger
epigenetik mekanizmalar, kromatin yapisinin sessizlik gen ifade diizeyinde ve
niikleozomal remodelinde degisikliklere neden olarak DNA metilasyonu ile histon
kuyrugu modifikasyonlarimi igerir. Bu degisiklikler geri doniisiimlii, enzimli ve

potansiyel olarak hedeflenebilir (Harbeck vd., 2019).

2.6. Kanserde Onemli Reseptor Cesitleri

Sporadik meme kanseri i¢in ana risk faktorleri hormona maruz kalmayla baglantilidir.
Meme kanseri hiicrelerinde adaptif veya edinilmis degisiklikler dstrojene duyarliligin
degismesine neden olabilir, boylece biiylimeye izin vermek ic¢in sadece cok diisiik
seviyelerde hormonlar gerekir veya ligand baglanmasindan bagimsiz hiicre biiylimesine

neden olur (Chan vd., 2002).

Hormonlar viicutta kimyasal uyaranlar olarak islev goren maddelerdir. Viicudun ¢esitli
yerlerindeki hiicrelerin ve dokularin hareketlerini etkiler, genellikle kan dolagimiyla
hedeflerine ulasirlar. Hormonlar ergenlik, adet dongiisii ve hamilelik sirasinda meme
gelisimini uyarir. Adet dongileri sirasinda, Ostrojen ve progesteron arasindaki
dengesizlik hiicre proliferasyonunu arttirir ve DNA hasar1 birikimine neden olabilir.
Islemin her dongiide tekrarlanmastyla, malign hiicrelerde mutasyonlara yol acan hatali
bir onarim iglemi ortaya ¢ikabilir. Bu asamada Ostrojen, bu hiicrelerin biliylimesini ve
kanser gelisimini destekleyen stromal hiicrelerin ¢ogalmasini uyarir (Harbeck vd.,

2019).
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Ligand baglanmasiyla aktive edildiginde, Ostrojen reseptorleri, spesifik genlerin
promotdr bolgesinde bulunan dstrojen tepki elemanlari ile etkilesime girerek gen ifade
diizeyini modiile edebilir. Hiicre dis1 sinyaller ayrica Ostrojen yoklugunda oOstrojen
reseptorlerinin ifadesini ve aktivasyonunu uyarabilir. Ayrica, Ostrojen reseptorleri
proliferasyon ve apoptotik siire¢ represorlerinin ifade diizeyini artiran biiyiime faktorii

reseptorleri ile etkilesime girebilmektedir (Harbeck vd., 2019).

2.6.1. Ostrojen reseptorleri

Ostrojen hormonu vasitastyla aktive edilen dstrojen reseptorleri (ER), hiicrelerin iginde

bulunan bir grup proteindir (Dahlman-Wright vd., 2006).

Ostrojen, kadinlarda ve erkeklerde farkli viicut sistemlerinde cesitli eylemler
uygulayarak normal gelisim ve fizyolojinin énemli bir modiilatorii olan pleiotrofik bir

steroid hormondur (Singh vd., 2008).

Meme kanserlerinin yaklasik % 65'i 6strojen reseptorii alfa (ERa) pozitiftir ve biiyiime
icin ERa sinyaline baghdir. Klinik veriler, baska bir hormon reseptoriiniin progesteron
reseptorii (PR) ile birlikte ifade edildiginde ERa pozitif meme kanserlerinin daha iyi bir
prognoza sahip oldugunu gostermektedir. Son calismalar, ligand progesteronun
varliginda PR'nin ERa  kromatin baglanmasin ve transkripsiyon aktivitesini
yonlendirdigini, bdylece prognozu ve terapdtik yaniti etkiledigini gostermektedir

(Young vd., 2018).

2.6.2. Progesteron reseptorleri

NR3C3 veya niikleer reseptor alt ailesi 3, grup C, iiye 3 olarak da bilinen progesteron
reseptorii (PR), hiicrelerin i¢inde bulunan bir proteindir. Steroid hormon progesteronu

tarafindan aktive edilir.

Insanlarda PR, 11922 kromozomunda bulunan tek bir PGR geni tarafindan kodlanr,
(Misrahi vd., 1987; Law vd., 1987). Molekiiler agirliklarinda farklilik gosteren iki
izoformu vardir; PR-A ve PR-B (Gadkar-Sable vd., 2005). PR-B, progesteronun
etkilerinin pozitif diizenleyicisidir, PR-A ise PR-B'nin etkilerini antagonize etmeye

yarar (Falcone ve Hurd, 2013).
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Progesteronun yumurtlama, meme bezi gelisimi, gebeligin olugmasi ve siirdiiriilmesi
gibi cesitli olaylarda Onemli bir rolii vardir. Ayrica erkek tlireme olaylarinin rolil
hakkinda ki veriler de birikmektedir. Progesteron ve meme kanseri, hormona bagh
kanserler kavramu ilk kez gelistirildiginden beri baglantihidir (Huggins ve Scott, 1945; Huggins
vd., 1962).

Kadinlarda progesteronun genellikle kanser gelisimine kars1 koruyucu bir etkisi oldugu
distintilmektedir (Kaufman vd., 1980). Ve insan meme kanserinde progesteron
reseptorlerinin (PR) varligi hormon bagimliligi ve uzun siireli sag kalim ile iliskilidir

(Horwitz vd., 1975; Clark vd., 1983).

PR'ler, hastanin progestasyonel durumuna bakilmaksizin meme kanserlerinin iyi

prognostik belirtegleri olarak kabul edilmektedir (Jacobsen vd., 2004).

PR-A ve PR-B normal memede es miktarlarda bulunur ancak ilerlemis hastalikta
oranlar1 degismektedir. PR-A agisindan zengin tiimorleri olan hastalar, PR-B'ye 6zgii
tiimdrleri olan hastalardan ¢ok daha hizli hastalik niiksiine sahiptir ve hastaliksiz sag

kalim oranlar1 zayiftir (Jacobsen vd., 2004; Anderson, 2002).

Meme kanserinde PR-A ve PR-B ayrica estradiol tarafindan diizenlenir (Vienonen vd.,
2002).

Lydon vd. (1999) tarafindan yapilan ¢alismalarda bir kanserojen tarafindan indiiklenen
meme tiimdrlerinin baslatilmasi i¢in hiicre i¢i sinyal yollarinin zorunlu aracilari olarak

PR'lerin 6nemli bir roliiniin oldugu belirtilmistir.

Ostradiol ve progesteronun normal memenin ve ERo ve PR izoformlarmin ifade
diizeylerinin kontrol edildigi mekanizmalarin etkilerine aracilik eden faktorlerin
agiklanmasi, meme kanseri Onleme ve meme kanseri riskinin 6nceden tahmin

edilmesinde yeni hedeflerin belirlenebilecegi diistiniilmektedir (Anderson, 2002).

2.6.3. HER2

HER2 yolunun aktivasyonuna neden olan ERBB2, meme kanserlerinin yaklasik % 13-
15'ini olusturmaktadir (Harbeck vd., 2019).
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HER?2, epidermal biiyiime faktorii reseptoriit HER1 ile HER3 ve HERA4, insan epidermal
biiylime faktorii ailesinin bir tiyesidir. Bu proteinler, bir transmembran alani, hiicre dis1
bir ligand baglama alan1 ve bir tirozin kinaz hiicre i¢i katalitik alan1 igerir. Ligand
baglanmasimin ardindan dimerizasyon yoluyla gerceklesen HER2 aktivasyonunda

HER?2 igin 6zel bir ligand tanimlanmamustir (Harbeck vd., 2019).

HER2 sinyali, RAS yolu ve protein kinaz B (AKT) - fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) —
mitojenle etkinlestirilen protein kinaz (MAPK) yolu gibi farkli yolaklar vasitasiyla

hiicre sagkalimi, proliferasyon, metastaz ve yapismayi aktive etmektedir (Harbeck vd.,
2019).

HER?2'yi hedef almanin, proteinin asir1 ifadesi veya gen amplifikasyonu ile tanimlanan

HER2-pozitif meme kanserlerinde etkili oldugu kanitlanmistir (Harbeck vd., 2019).

Ligand

HER1, HERS, HER2

HER4

h/
G N
/ sos !
’/ Akt ( B )

mTOR RAF

(W’bu a

- hiicre qogalmasn
- hiicre yer degistirmesi ‘
- hiicre farklilagsmasi ve apoptoz

\ N

A %j/ 2

Sekil 2.4. HER2 Yolagi

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (HeR1/3/4) hiicre dis1 alanma ligand
baglanmasi, aktif HER2 heterodimerlerinin olusumunu stabilize eder. Fosforilasyon,
mitojenle aktiflestirilen protein kinazi (MAPK) ve fosfatidilinositol-3-kinaz (Pi3K) -Akt
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yollarin1 aktive eden adaptor veya efektor proteinler (SOS ve Pi3K) i¢in baglanma
yerleri olusturur. Bu yolaklar, hiicre proliferasyonu, yer degistirmesi, farklilasmasi ve

apoptozu yonlendiren genlerin transkripsiyonunda azalma yoniinde sonuglanir (Ottini
vd., 2010).

2.7. Meme Kanserinde Tedavi Yontemleri
2.7.1. Meme kanserinde radyoterapi

Yiiksek doz rontgen 1smi1 (X 1smi1) kullanillarak uygulanan radyoterapi, niiksii
engellemek ve varligini koruyabilen kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Genellikle cerrahiden 1 ay sonra radyoterapiye baslanir. Radyoterapi
3-6 hafta boyunca siirerek, her hafta 3-5 seans uygulanir. Her radyoterapi seansi bir kag
dakika siirmektedir (Turkcerrahi, 2020).

Meme kanserinde uygulanan radyoterapi gesitleri;

Gégiis Duvart Radyoterapisi: Mastektomi sonrasi yapilan uygulamadir

Meme Radyoterapisi: Lumpektomi ardindan kalan memeye uygulanir.

Breast Boost: Lumpektomi sonrasi ek olarak yapilan radyasyon uygulanmasidir.

Lenf Nodlarina Yonelik Radyoterapi: Aksilla da meydana gelen lenf nodu metastazi i¢in
uygulanan radyoterapidir. Bazen supraklavikiiler ve internal mammarian lenf nodlarina

da radyoterapi uygulanabilmektedir.

Meme kanseri radyoterapi teknikleri;

o 3-boyutlu konformal radyoterapi, yonteminde hastanin 1sinlanmasi istenilen
bolgeler (akciger, kalp) ve 1sinlanmasi istenmeyen bolgeler tespit edilip ona gore
uygun doz dagilimi yapilarak radyoterapi uygulanmaktadir.

e Yogunluk ayarli (IMRT)/goriintii kilavuzlugunda (IGRT) radyoterapi, konformal
tedaviye gore daha karisik ve uzundur. IMRT’ de hedeflenen bolge disinda ki

bolgeler daha az zarar gérmektedir.
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o Breast Brachytherapy (Meme Brakiterapisi, internal radiation), konformal ve
IMRT gibi yontemler “external beam radyoterapi” yani dis 1smn olarak
adlandirilmaktadir ve radyasyon viicudun disindaki bir makineden gelmektedir.
Brakiterapide ise tiimore veya tiimor bolgesine uygun ekipmanla yerlestirilen
radyoaktif kaynak, riskli alanlara belirlenen siirede yiiksek doz 1sin verilmesi
islemidir. Meme kanserinde brakiterapi, meme koruyucu cerrahi sonrasinda

lumpektomi bolgesine uygulanabilmektedir.

Radyoterapinin meme cildinde kizariklik, kararma, memede 6dem ve en Onemlisi

lenfodem gibi yan etkileri bulunmaktadir (Turkcerrahi, 2020).

2.7.2. Meme kanserinde kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerinin varligina son vermek veya bu hiicrelerin gelisimini
kontrol altina almak i¢in anti-kanser ilaglar kullamlarak gergeklestirilen tedavidir.
Meme kanserinde kemoterapi ilaglar1 sadece memede ki degil tiim viicuttaki kanser
hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kullanildigindan bu ilaglara sitotoksik ilaglar da denilmektedir

(HSGM, 2017).

Adjuvan Kemoterapi: Meme cerrahisi sonrasi uygulanmaktadir. Geride kalan veya
viicutta yayilim gostermis ve goriintiileme teknikleriyle bile tespit edilemeyen kanser

hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilmaktadir. Niiks ve metastazi 6nlemeye yoneliktir.

Neoadjuvan Kemoterapi: Meme cerrahisinden o6nce uygulanmaktadir. Neoadjuvan
kemoterapi Ozellikle lokal ileri meme kanserlerinde uygulanir. Timdriin kiigiilmesi
saglanir ve cerrahiyi kolaylastirir. Kullanilan kemoterapatikler tiimoriin kiigiilmesini

saglamazsa, bagka kemoterapatiklere gegilir.

Kemoterapide kullanilan ilaglar etkiledikleri DNA ve RNA iizerinden protein sentezini
inhibe ederler. Kiiratif tedavi, hastalig: iyilestirmek iizerine yapilan; palyatif tedavi ise
hastaligin kotiilesmesini Oonlemeye yonelik olan kanser kemoterapisinde ki Klinik

uygulamalardir.
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Antineoplastik ilaglar, ¢ogunlukla niikleotit sentezini engelleyerek hiicre ¢ogalmasini
inhibe eder boylece daha ¢ok hizli prolifere olan hiicreleri etkilerler, bu nedenle sadece

malign hiicreler etkilenmez, bunun yaninda (Bakirel ve Alkan, 2020);

— gonadlar
— gastrointestinal kanal 8 epitel tabakasinin idamesi
— kemik iligi (16kosit, eritrosit olusumu )

— deri ( 6zellikle sag folikiilleri ) gibi dokular en fazla etkilenen bolgelerdir.

Antineoplastik ilaglarin siniflandirilmast;

+ Antimetabolitler

« Alkilleyici ajanlar

* Antitimdr antibiyotikleri

» Hormon ve hormon antagonistleri
* Vinka alkaloidleri

« Monoklonal antikorlari

Antimetabolitler; antimetabolitlerin bir¢ogu yiiksek mitotik aktiviteye sahip tiimorlere
etki etmektedir. Ozellikle S fazinda etkili olan bu terapdtikler DNA’da ift ve tek zincir
kiriklar1 olusturarak veya prematiir zincir sonlanmasina neden olarak replikasyon

enzimlerinin tiretimini represe eder.

e Gemsitabin
e Flourorasil
e Pemetrekset

e Metotreksat

Alkilleyici ajanlarin etki mekanizmalary; niikleik asitleri alkilleyerek, niikleik asitin

reduplikasyonunu dnleyip hiicre boliinmesini inhibe eder.

e Ifosfamid (Holoxan)
e Karboplatin
e Oksaliplatin
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e Sisplatin
e Siklofosfamid (Endoxan)

Antitiimor antibiyotiklerinin etki mekanizmalari; ¢esitli mikroorganizma kiiltlirlerinden
elde edilen antibiyotiklerdir. Radyasyonun doku toksisitesini artirdiklar1 igin radyoterapi

ile ayn1 anda kullanilmasi 6nerilmemektedir.

e Bleomisin
e Mitomisin-C
e Doksorubisin

e Epirubisin

Vinka alkoloidlerin etki mekanizmalar:; bitkilerden elde edilen alkoloidler, hiicrenin
mitoz evresi metafazin1 engeller ve hiicre 6limiine sebep olurlar. Ek olarak RNA

sentezini de engellemektedirler.

e Etoposid

e Vinkristin

e Irinotekan
e Paklitaksel

e Dosataksel

Hormon antagonistlerinin etki mekanizmalar:; timérlerin bazilari, hormona duyarl
veya hormona bagimlhidirlar bu yiizden tedavide zit yonde etki eden hormonlar ve

hormon antagonistleri kullanilmaktadir.

e Tamoksifen
e Anastrozol

e Flutamid

Monoklonal antikorlarinin etki mekanizmalari; Kanser immiin terapide kullanilan
monoklonal antikorlar, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), insan epidermal
biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi
kanser progresyonunu destekleyen biiylime faktorlerini veya CD20 (Cluster of
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Differentiation Antigen 20) ve CD52 (Cluster of Differentiation 52) gibi kanser

hiicrelerinde spesifik olarak iiretilen farklilasma antijenlerini hedef alir.

e Bevacizumab (Altuzan)
e Setuksimab (Erbitux)
e Rituksimab

e Herseptin

2.7.3. Meme kanserinde hedefe yonelik tedaviler

Hedefe yonelik tedavi, kanser hiicrelerinin biiylimesine ve hayatta kalmasina dahil olan
spesifik genleri ve proteinleri hedeflemek iizere kullamilan bir kanser tedavisidir
(Cancer.net, 2020).

Geleneksel sitotoksik kemoterapiler genellikle hiicre boliinmesine miidahale ederek
viicutta hizla boliinen hiicreleri 6ldiiriir. Hedefe yonelik tedavi de, kanserin gelismesine
ve hayatta kalmasina yardimci olan doku ortamini etkileyebilir veya kan damari
hiicreleri gibi kanser biiyiimesi ile ilgili hiicreleri hedefleyebilir. Hedefe yonelik
tedavilerin temel amaci1 kanser hiicrelerinde daha hassas ve potansiyel olarak daha az

yan etki ile savasmaktir (Abramson, 2016).

Meme kanserlerinde yaklagik % 20’lik orana ve kanser hiicrelerinin yiizeylerinde HER2
veya HER2/neu olarak bilinen bir proteine sahip olan HER2 pozitif meme kanserleri,
hiicreleri biiylimeye tetikledigi i¢in daha agresif gelisim gostererek yayilma
egilimindedirler. Ancak bu proteini hedef alarak blokaj etkisi saglayan bir takim ilaglar
gelistirilmistir (Turkcerrahi, 2020).

Hedeflenen kanser ajanlar1 genel olarak monoklonal antikorlar veya kiigiik molekiiller

olarak smiflandirilmaktadir.

Terapotik monoklonal antikorlar, hiicre yiizeyinde bulunan, transmembran reseptorleri
veya hiicre dis1 biiyiime faktorleri gibi spesifik antijenleri hedefler. Bazi durumlarda,
monoklonal antikorlar, bu sitotoksik ajanlarin amacglanan kanser hiicresi hedefine
spesifik olarak verilmesini saglamak i¢in radyo-izotoplara veya toksinlere konjiige
edilirler (Abramson, 2016).
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Kiiciik molekiiller, hiicre i¢indeki hedeflerle etkilesime girmek icin hiicre zarina niifuz
ederler. Kiigiik molekiiller genellikle hedef proteinin enzimatik aktivitesine miidahale

edecek sekilde tasarlanmiglardir (Abramson, 2016).

Biyoterapi veya biyolojik terapi olarak da bilinen immiinoterapi, bagisiklik sisteminin
etkinlestirilmesiyle, viicutta meydana gelen kanser gibi hastaliklarla savasmasi igin
uygulanilan bir tedavi yontemidir. Kanser hiicrelerinde yiiksek oranda spesifik olarak
ifade edilen reseptorler ile monoklonal antikorlar terapotik olarak kullanilan
immunolojik ajanlardir (Sakalar vd., 2013). Tiimor ylizeyindeki reseptorlere baglanarak
blokaj saglayan antikorlar, etkili ilaglar olarak kullanilabilmektedirler (Panowski vd.,

2014).

Kanser immiin terapide kullanilan monoklonal antikorlar, EGFR, HER2, VEGF gibi
kanser gelisimine yardimci olan biiyiime faktorlerini veya CD20 ve CD52 gibi kanser
hiicrelerinin spesifik farklilagma antijenlerini hedef almaktadir. Bu yontemde ki hedef,
bagisiklik sisteminin spesifik hiicre reseptorlerini bloke ederek tiimdr biiyiimesinin

engellenmesi i¢in uyarmaktir (Reff vd., 1994).

Monoklonal antikorlar, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve anjiyogenez reseptor
sinyalizasyonun inhibe edilmesi gibi anti-kanser etkileri saglarlar. Meme, akciger
kanseri, kolorektal kanser, renal hiicreli kanser, cesitli lenfoma, melanoma ve 16semi

tedavisinde kullanilmaktadir.

Hormonoterapi, hastaya uygulanan ek hormon tedavisi olarak cagristiriliyor olsa da
aslinda meme kanserindeki hormonoterapi, Ostrojen lretimini azaltict ya da Ostrojen
hormonunun kanser hiicrelerine baglanmasini engelleyici tedavilerdir ve bu tedavilere

anti-hormonal tedavi denilmektedir.

Reseptor, hiicre membran1 ya da hiicrenin organellerinde bulunan antikor, antijen,
hormon gibi molekiillerin baglandig1 proteinlere denir. Ostrojen ve progesteron
reseptoriine sahip meme kanseri hiicreleri ise Ostrojen varliginda daha hizlh
biiyiimektedirler. Bir hiicrede, hormonun baglanabilecegi reseptor yok ise hormonun o

hiicreye bir etkisi de olmayacaktir.
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Hormonoterapi, viicuttaki tiim meme kanseri hiicrelerini etkiledigi i¢in kemoterapi gibi
sistemik bir tedavidir. Bu tedavi yontemi hormon reseptor pozitif meme kanserlerine
sahip hastalar icin Onerilirken hormon reseptorii negatif olan hastalara faydasi
olmayacagi i¢in 6nerilmemektedir. Meme kanserinde hormonoterapi, cerrahiden once,

cerrahiden sonra, kanser niiks ve metastazlarinda uygulanir.

Hormonoterapide kullanilan ilag ¢esitleri;

« Ostrojen engelleyiciler
o Fulvestrant
o Tamoksifen
« Ostrojeni azaltanlar
o Aromataz inhibitorleri
= Exemestane
= Letrozole Anastrazol
e Nadir uygulanan hormonoterapiler
o Androjenler

o Megestrol acetate

2.7.4. Hipertemi

Hipertermi, viicut sicakliginin normalden daha fazla olmasi durumudur. Fakat ayni
zamanda bu durum tibbi amaglarla viicudun sicakliginin dikkatlice kontrol edilerek
artirllmasiyla olan 1s1 tedavisi anlammna da gelir. Hiicreler optimum sicakligin
tizerindeki  sartlarda  farkli  biyokimyasal yoOnlenmelerle apoptotik  siirece
girebilmektedirler. Yiksek sicaklik, kanser hiicrelerine, radyoterapi veya kemoterapi
etkilerine benzer etkiler yaratmaktadir. Hipertemi, kanser hiicrelerinin yani1 sira saglikli
hiicrelerede zarar verebileceginden ¢ok dikkatli bir sekilde kemoterapi, radyoterapi ve

cerrahi tedavi yontemleriyle kombine edilerek uygulanmaktadir.
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2.8. Tamoksifen

Tamoksifen (TAM), hormona duyarli meme kanserinin tiim agamalarinin énlenmesinde
ve tedavisinde kullanilan, steroid olmayan bir antidstrojen ilagtir. Ostrojen reseptorii
pozitif meme kanseri, tiim meme kanseri hastalarinin % 70'inden fazlasini1 temsil eder

(lbrahim vd., 2019).

Tamoksifen, menopoz 6ncesi ve sonrasi kadinlarda ER+ meme kanserinin tedavisinde
ve Onlenmesinde temel dayanaktir (Subramani vd., 2014). Meme kanseri niiksiinii %50,
yillik 6liim oranim1 %31 azaltir. Bu basariya ragmen, tiimorlerin %20-30'unun yan
etkilerine ek olarak 3-5 yil alindiktan sonra TAM tedavisine direng gelistirmektedir
(Zhang ve Mei Hong, 2014).

TAM, oOstrojene bagimli ve/veya Ostrojenden bagimsiz davraniglarin aracilik ettigi anti-
proliferatif bir etkiye sahiptir (Liang vd., 2017). TAM, anti-proliferatif etkisini, dstrojen
reseptoriine rekabetgi bir sekilde baglanarak uygular ve bdylece Ostrojenin mitojenik

etkisini bloke eder (Aesoy vd., 2008).

Meme kanseri hiicre yiizeyindeki dstrojen reseptorlerini engelleyecek sekilde tasarlanan
bir ilagtir Tamoksifen. Bir biiyiime faktorii olan Ostrojen hormonu, hiicre yiizeyinde
bulunan ve yine kendi adi ile anilan Ostrojen reseptdriine baglanarak normal meme
hiicrelerinin biiylimesini saglar. Meme kanseri durumunda ise Ostrojen reseptorleri
kanser hiicrelerinin biliylime ve ¢ogalmasi i¢in ¢alismaktadir. Meme kanseri tiirlerinin
biiyiikk kisminda tiimor hiicreleri, zarlarindaki Ostrojen reseptorii sayisini belirgin bir
sekilde artirarak biliyiimek i¢in Ostrojene bagimli hale geldikleri belirlenmistir.
Tamoksifen, dstrojenin reseptoriine baglanmasini engeller ve meme kanseri hiicrelerinin

bliylimesini durdurur.
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Sekil 2.5. Tamoksifen — Kanser iliskisi

Ayrica, protein hiicrelerinin apoptozunu, protein kinaz C, transforme edici biiyiime
faktorii-f (TGF-transform) ve p53’iin regiilasyonu gibi sinyallesme proteinlerinin

modiilasyonunu da i¢eren gesitli mekanizmalarla indiikler (Lagadec vd., 2008).

Ek olarak TAM tarafindan oksidatif stresin artmasi, hiicre 6liimiine yol acan bir 6n
kosul olarak onerilmistir ve antioksidan aktivitede ki azalma, hiicreleri ROT kaynakli
hiicre oliimiine duyarli hale getirmektedir (Hwang vd., 2010; Bruning vd., 2010).
Ustelik, LDH'nin s1zintis1, bilinen bir nekrotik hiicre 6liimii ya da TAM ile tedavi edilen
meme kanseri hiicrelerinin hiicre zarina verilen hasarin bir gostergesidir (Darakhshan

vd., 2013).

VEGF ve MMP'ler, anjiyogenez ve metastazlar igin malign tiimorlerde Kritik
belirteclerdir (Carmeliet, 2005). Benzer sekilde, Hesselbarth ve arkadaslart meme
kanseri hiicrelerinin TAM ile tedavisinin, glikoz alimini azalttigini ve C57BL/6NTac
farelerinde glise edilmis hemoglobin HbAlc'de onemli bir artisa neden oldugunu
bildirmistir. TAM'in azalmis VEGF salinimi ile anjiyogenik ve metastatik potansiyeli

azalttig1 gosterilmistir (Johnson vd., 2017).

Bununla birlikte TAM, insan meme kanserinde MMP-2/MMP-9 aktivitesini ve
endostatin seviyelerini 6nemli 6l¢tide arttirdigini, ve bu, TAM''m meme kanserinin

terapOtik etkisinde bir anti-anjiyogenik fragman olusumu ile baglantihi MMP
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modiilasyonunun olast bir roliinii ortaya koydugu soylenmistir (Garvin vd., 2006;

Nilsson vd., 2007).

Tamoksifen, hormona duyarli meme kanseri tedavisinde belirlenmis ve daha yeni anti-
neoplastik ajanlarin kullanilmasina ragmen, ABD'de meme kanseri riski yiiksek olan
kadinlarda profilaktik olarak kullanilmak tiizere lisanslanmistir (Cuzick vd., 2003).
Ingiltere'de bu rol artmis ve ¢alismalar 10 yila kadar tedavinin kesilmesinden sonra bile

Ostrojen reseptorii pozitif meme kanseri insidansinda bir azalma oldugunu gostermistir

(Cuzick vd., 2007; Powles vd., 2007).

Tamoksifen, secici bir Gstrojen reseptoriic modiilatoriidiir (SERM) ve ER'ler yoluyla
memede bir anti-6strojen olarak, rahimde bir pro-ostrojen olarak etki etmektedir (Singh
vd., 2008).

Memedeki  Ostrojen  antagonizmast muhtemelen  Tamoksifen’in  koaktivator
baglanmasin1 inhibe etme ve ligand baglama alanina ko-baskilayict baglanmayi
destekleme ve boylece ER'yi bu dokudaki aktif bir baskilayiciya doniistiirme
yeteneginden kaynaklanir. ER'ye baglanmasinda, Tamoksifen goriinliste sarmalin
konumunu etkiler, bdylece es-diizenleyici baglanmasini ve ER transkripsiyonel

aktivasyonunu da etkilemektedir (Vaglio vd., 2006; Singh vd., 2007).

llgingtir, klinik ¢alismalarda Tamoksifen, ER gen ifadesi olmayan tiiméorlerde % 10 ila
% 15'lik bir yanit oran1 gostermistir (Osborne, 1980; 1998). Ayrica, noninvaziv bir
meme karsinomu formu olan duktal karsinomunun (DCIS) eksizyonundan sonra
adjuvan Tamoksifen tedavisinin, ER gen ifadesi olmayan lezyonlarda bile tekrarlayan
riski azalttigi gosterilmistir (Theriault vd., 2013). Bu klinik bulgular Tamoksifen’in
ER'den bagimsiz bazi antikanser Ozelliklerine sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
Gergekten de Blackwell ve arkadaslar1 (2000) Tamoksifen’in ER-negatif fibrosarkom

modelinde anjiyogenezi inhibe edebildigini bulmuslardir.

Liu ve arkadaslari, Tamoksifen’in ER-negatif meme kanseri hiicreleri iizerinde anti-
kanser etkisini anlamak i¢in bes farkli ER-negatif insan meme kanseri hiicre dizisi
tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada; MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-453 ve

SK-BR3 hiicrelerinde doza ve zamana bagli bir sekilde apoptozun indiiklendigi
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gozlemlenirken, HCC-1937 hiicre hattinda belirgin bir apoptotik etki gdzlenmemistir
(Liu vd., 2014).

Meme kanseri nedeniyle tedavi goren kadinlarda, Tamoksifen’in ayrica kolesterol

diisiirticti etkisi de oldugu bulunmustur (Chang vd., 1996).

Tamoksifen, bir protein kinaz C antagonisti olarak gorev yapabilir (Robertson vd.,
1986). Tamoksifen'in protein kinaz C iizerindeki etkilerine ek olarak, ndroprotektif bir
islev ve gliclii antioksidan kapasite dahil olmak iizere ¢coklu metabolik etkilere sahiptir
(O’Neill, 2004; Bascunan-Castillo, 2004). Tamoksifenin ayrica dopamin salinimini

uyardigi da gosterilmistir (Chaurasia vd., 1998).

OH

HO

OCH,CH,N(CH,),

Sekil 2.6. Tamoksifen’in molekiiler yapisi

SERM Tamoksifen, baslangigta bir kontraseptif olarak gelistirilmistir. Ancak daha
sonra klasik erken c¢alismalarda meme kanseri hastalarina fayda sagladigi
gbozlemlenmistir (Jordan, 2008). Ve daha yakin zamanda, kadinlarda kemoprevensiyon,
osteoporozun Onlenmesi ve miyokard enfarktiisiiniin azaltilmasi gibi diger avantajh

etkilerin ortaya ¢iktig1 bulunmustur (Jordan, 2007).

Aslinda, bu SERM, hem yiiksek risk altindakilerde profilaktik hem de yerlesik
hastalikta yeni terapétik stratejilerde oldugu gibi, ¢esitli malignitelerde, norodejeneratif
patolojilerde ve immiin aracili hastaliklarda heniiz bilinmeyen yararlara sahip olabilir

(Singh vd., 2008).
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Patentli olmayan ilag Tamoksifen, bilinen bir yan etki profili ile ucuz ve iyi tolere
edilme konusunda yeni ilaglara kiyasla dnemli bir avantaj saglamaktadir. Tamoksifen su
anda yeni ajanlara kiyasla daha biiyiik bir etkinlige sahip gibi goriinmekte ve farkli
hedef dokularda istenen etkileri indiikleyebilmektedir (Singh vd., 2008).

Gelecekteki klinik ¢aligmalar hem kadinlarda hem de erkeklerde SERM!'ler icin yeni

roller ve etkenler yaratmaya ¢aligabilir.

Artan farmasoétik finansal yiiklerle birlikte, bu tiir jenerik ilaglarin genis kullanimi daha
fazla arastirma yapilmasini saglayabilir ve ¢ok fonksiyonlu SERM'ler 21. ylizyilin
aspirinleri olabilirler (Singh vd., 2008).

2.9. Deinoksantin

Karotenoidler en yaygin dogal pigmentlerden biri olarak bilinmektedir ve dogada
600'den fazla farkli karotenoid bulunmaktadir (Choi vd., 2014).

Astaksantin, likopen ve B-karoten gibi baz1 dogal karotenoidler gida renklendirici olarak
uzun yillar boyunca kullamlmasina ragmen, son zamanlarda antioksidan aktivitesinin
kesfi ile epitel kanseri ve kronik hastaliklar1 6nleme potansiyelinin arastirilmasinda
yogun bir ¢alisma alan1 olmustur (Sharoni vd., 2002; Rao ve Rao, 2007). Karotenoidler
bir ¢ok bakteride bulunur ve hem fotosentetik hem de fotosentetik olmayan tiirlerde ¢ok

cesitli filumlarda yer almaktadir (Choi vd., 2014).

Deinococcus radiodurans, y-1sin1, ultraviyole radyasyonu, oksidanlar ve kurumaya kars1

yiiksek direngleri ile iyi bilinen, kirmizi pigmentli bir bakteri tiiriidiir (Choi vd., 2014).

Pigmentasyona, singlet oksijen ve hidroksil radikali gibi 6zellikle tehlikeli aktif oksijen
formlarim1 B-karoten ve a-tokoferolden ¢ok daha basarili bir sekilde yakalama
yetenegine sahip bir karotenoid olan deinoksantin iiretiminden kaynaklanir (Deshevaya
vd., 2020).

D. radiodurans da ki ROT temizleme sistemi, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimler ve Mn (II), pirolokinolinkinon ve karotenoidler dahil olmak iizere

enzimatik olmayan antioksidanlardan olusur (Sun vd., 2009).
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D. radiodurans da enzimatik olmayan antioksidanlarinin arasinda karotenoidler

ROT'un, dzellikle singlet oksijenin etkili temizleyicileridir (Choi vd., 2014).

Malign melanom i¢in giincel tedaviler arasinda cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi
veya bunlarin bir kombinasyonu bulunur. Ancak tiim bu tedaviler genellikle zararli yan
etkilere sahiptir. Bu nedenle, daha iyi etkinlik ve daha az toksik yan etkiye sahip anti-
kanser tedavilerinin tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Walt vd., 2016; Tan vd.,
2006). Betlem ve arkadaslari, boyle bir etkinin karotenoidler tarafindan gosterilecegini
kesfetmistir. Karotenoidler singlet oksijen etkisizlestirici ve antioksidan olarak oldukga
etkilidir. Cevre Kirleticileri, sigara, karsinojenler gibi dis etkenler araciliiyla olusabilen
singlet oksijen (O,), siiperoksit anyonu (O3), peroksil radikali (ROO"), hidrojen peroksit
(H20,) ve hidroksi radikali (OH") gibi ¢esitli reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve serbest
radikaller viicutta normal metabolizma sirasinda olusabilmektedir. Bu radikaller
oksidatif stres olusturarak DNA, karbonhidrat, protein ve lipit gibi biyolojik agidan
onemli materyallere zarar verebilmekte ayni zamanda kalp damar hastaliklari, kanser ve
sinir hastaliklart gibi birgok dejeneratif hastaligin olugmasinda da Onemli rol

oynamaktadir.

Deinococcus radiodurans, iyonlastirict radyasyona ve oksidatif strese maruz
birakildiginda reaktif oksijen tiirlerine direngli olarak bilinen bir bakteridir. Bu
bakterinin antioksidan etkisi, ondan ekstrakte edilen karotenoidlerle oldukga iliskilidir
(Tian ve Hua, 2010).

Ekstrakte edilen karotenoidler arasinda, deinoksanthinin DNA iizerinde c¢ok giiclii bir
koruyucu ve onarici etkisi oldugu gosterilmistir (Ji, 2010). Bu kimyasalin yapis1 birkac
konjlige c¢ift baga ve ayrica lc pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahiptir.
Deinoksantinin {istiin antioksidan etkisi belirtilen benzersiz kimyasal yap1 ile
iligskilendirilebilir (Tian ve Hua, 2010; Xu, 2007).

Deinococcus radiodurans, kirmizi pigmentli, non-patojen, spor olusturmayan, ikili ya

da dortlii hiicre kiimeleri seklinde bulunan bir bakteridir. Hiicreler 32°C de zengin TGY
(% 0.1 glukoz , % 0.3 maya oziitii, %0.5 tripton) besi ortaminda optimum {irerler. D.

radiodurans reaktif oksijen tiirlerine (ROT), iyonlastirict ve UV-C radyasyonlarina
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oldukga direng gostermektedirler (Zhou vd., 2015; Choi vd., 2012; Krinsky vd., 2005;
Cheng vd., 2013).

D. radiodurans gram pozitiftir fakat gram negatif organizmalardakine benzeyen
kompleks bir hiicre zarina sahiptir. D. radiodurans ince bir peptidoglikan tabakasi ve
dis membrana sahiptir ve birka¢ proteinin diizenli siralanmasiyla meydana gelen bir
yiizey tabakasi (S layer) tarafindan c¢evrelenmektedir. Farci ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada, deinoksantinin S layer tabakasinda bulunan DR-2577 proteinine
non-kovalent baglarla bagli oldugunu ve boylelikle deinoksantinin bakteriyi UV-C ye

kars1 korumasinin en dis kisimdan basladigi ispatlanmistir.

D. radiodurans, benzersiz bir ketokarotenoid olan deinoksantini sentezler (Lemee vd.,
1997; Ji vd., 2010). Deinoksantin, hem karotenlerden (likopen ve B-karoten) hem de
ksantofillerden (zeaksantin ve lutein) daha yiiksek antioksidan etkiye sahiptir ve bu

yiizden daha gii¢lii ROT temizleme kabiliyeti gosterir (Tian vd., 2007; Apel vd., 2004).

Lutein, likopen, B-karoten ve fucoksantin gibi bazi karotenoidler hayvanlarda
karsinogenezi baskilamada oldukg¢a etkilidir ve g¢esitli kanser hiicre dizilerinin
apoptozunu indiikleyebilir (Tanaka vd., 2012). Ayrica, epidemiyolojik ¢aligmalar

karotenoidlerin alinmasinin prostat kanseri riskini azalttigini géstermektedir.

Deinoksantin, lutein, likopen veya [B-karotenden daha verimli bir H,O, ve singlet
oksijen tutucu oldugu i¢in DNA hasarina kars1 koruma saglar (Sun vd., 2009; Tian vd.,
2007). Bu nedenle, deinoksantinin kanser hiicreleri tizerindeki etkisini arastirmak ilging

olacaktir.

Sekil 2.7. Deinoksantinin molekiiler yapisi (Betlem vd., 2012)
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Kanser, hiicre biiyiimesi ve 0liimii arasindaki dengesizlik olarak diisiiniilebilir. Azalan
hiicre 6liimii, anti-apoptotik genlerin asirt ifadesinden ve apoptoz genlerinin ifadesinin

inhibisyonundan kaynaklanmaktadir.

BAX ve BCL2’nin, apoptozda, dengesiz gen ifadesi, anjiyogenik ajanlarin varhigi ile
birlikte, viicuttaki homeostazin azalmasini siddetlendirecek olan Onemli proteinler
olarak tanimlanmustir (Yang vd., 2000; Lowe vd., 2000). Dahasi, BAX ve BCL2 geninde
hasar ve BCL2 dahil olmak lizere anti-apoptotik genlerin asir1 ifadesi, melanoma, meme,
prostat ve CLL dahil olmak {izere c¢esitli kanserlerde ve kanser tedavisine direncte

gozlenmistir (Yang vd., 2000; Dimitrakakis vd., 2002; Emi vd., 2005).

Bir¢ok c¢alismada, kanser hiicrelerini secgici bir sekilde ortadan kaldirmak ig¢in, ortak

kemoterapotik ajanlarla birlikte giiclii antioksidanlarin kullanilmas1 6nerilmektedir.

Ayrica daha Onceki calismalarda deinoksantin tarafindan kanser hiicrelerinin
apoptozunun indiiksiyonu arastirilmis ve oksitleyici ajanlar ile apoptotik ve canlilik
etkileri, morfolojik degisiklikler ve DNA fragmantasyonu ol¢iilmiistiir (Ji, 2010; Cheng
vd., 2014; Farci vd., 2016).

Calismalarin sonuglari, deinoksantinin, kanser hiicrelerinde apoptoza karsi bilinen bir
gen olan BCL2 ifadesi ile birlikte enzim Caspase 3"l tesvik eden aktivite seviyesini
azalttigim1 ve BAX gen ifadesi olan apoptotik gen ifadesini arttirdigini géstermistir (Ji,
2010; Dimitrakakis vd., 2002).

Deinoksantin antioksidan etkiye sahip olmasmin yani sira belirli kosullarda pro-
oksidatif etki de gosterebilmektedir. Pro-oksidant, ya ROT f{ireterek ya da antioksidan
sistemleri inhibe ederek oksidatif strese yol agan herhangi bir endobiyotik ya da
ksenobiyotik anlamina gelir. Oksidatif stres ise apoptozis aracist i¢in Onemli bir
mekanizmadir ve bir¢cok c¢alisma, apoptozisin indiiksiyonu sirasinda oksidatif
mekanizmalarin roliinii gostermistir. Bu ¢alismalarda, deinoksantinin pro-oksidant
aktivitesine bagli olarak hiicre i¢i ROT artisina ve c¢esitli kanser hatlarinda apoptozisi
indiikledigi belirlenmistir (Muller vd., 2002; Nara vd., 2005; Choi vd., 2012; Ozcan vd.,
2015; Rahal vd., 2014).

32



Nara ve arkadaglarinin prostat kanser hiicreleri iizerine yaptigi bir ¢alismada, 15 tiir
karotenoidin li¢ prostat kanseri hiicre hatt1 (PC-3, DU145 ve LNCaP) iizerine etkileri
incelenmistir. Prostat kanser hiicreleri 20 pmol/L karotenoid i¢eren besiyerleri ile 72
saat kiiltiire edilmistir. Fukoksantin ve neoksantinin prostat kanser hiicre canliligini
onemli Ol¢lide disiirdiigii gozlemlenmistir. Fitofluen, beta-karoten ve likopenin de
hiicre canlihigmi diislirdiigiinii fakat fitoen, kantaksantin, beta-kriptoksantin ve
zeaksantinin prostat kanser hiicrelerinin canlihgmi etkilemedigi gozlemlenmistir. Sonug
olarak farkli bir ksantin tiiri olan fukoksantin ve neoksantinin prostat kanseri
hiicrelerinde pro-oksidatif etki gostererek apoptozisi indiikledigi gosterilmis olup bu

ksantin tiirlerinin anti-karsinojenik etkileri tantmlanmigtir.

Choi ve arkadaslarinin HepG2 (insan hepatoma), HT-29 (kolon kanseri) ve PC-3
(prostat kanseri) hiicre hatlar1 {izerinde yaptig1 calismada deinoksantinin bu hiicrelerde
hiicre i¢ci ROT diizeyini arttirmasiyla ti¢ kanser hiicre hattinda apoptozisi indiikledigi ve
deinoksantin konsantrasyonunun arttirilmasiyla kanserli hiicre canliliginin azaldigi

gorilmiistiir.

Cesitli kanser hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda deinoksantinin kanserli
hiicreleri apoptoza gotiirdiigli ve kanserli hiicrelerin ¢ogalmasin1 engelledigi
gozlemlenmistir. Kanserli hiicreler iizerine yapilan bu c¢aligmalar bize deinoksantinin
kanserli hiicrelerde apoptoz indiikleyicisi ve kemopreventif bir ajan olacagini
gostermektedir. Yapacagimiz proje kapsaminda diger kanser tiirlerinden farkli olarak
yiiksek kalitede saflastirilacak deinoksantinin meme kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri

arastirilacaktir.

Bu ¢alismadan elde edilecek olan ve kanser hiicrelerine yonelik apoptozu tetikleyen
deinoksantinin ileri ki ¢aligmalarda kanser tedavileri ig¢in degerlendirilme potansiyeli

yiiksektir.

2.10. Kombinasyonel ila¢ Calismalari

Terapotik ajan gelistirme arastirmalarinda, membran reseptorlerinin belirlenmesi ve
bunlara afinetesi yiiksek ligandlarin olusturulmasi en Onemli nihai amag¢ olarak

belirlenmistir. Molekiiler biyoloji ve genetik bilimde ki ilerlemeler ilag gelistirmede
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onemli yenilikleri beraberinde getirmistir. Bu alanlarin biyoinformatik bilimi ile ortak
caligmalart sonucu birgok hastaligin genetik sebeplerinin arastirilmasiyla yeni terapotik

hedeflerin kesfedilmesinde 6nemli bir adim olmustur (Tutun ve Baydan, 2019).

Coklu ila¢ kombinasyonlari, coklu yollari/hedefleri engelleyerek terapotik basar: sansini
en iist diizeye ¢ikarmak i¢in énemli bir yaklasimdir. ilag kombinasyonlarini incelemek
icin analitik yontemler gittikge daha fazla ilgi gormektedir c¢ilinkii biyomedikal
aragtirmalardaki biiyiik ilerlemeler test i¢in ¢ok sayida potansiyel ajan saglamustir.
Coklu ila¢ kombinasyonlar1 iizerindeki klinik oncesi deney, hastaligin karmagsik
dogasini, gelisme siiresini ve maliyeti azaltma ihtiyact nedeniyle (6zellikle kanser) ilag

gelisiminde dnemli bir rol oynamaktadir (Huang vd., 2018).

Kombinasyon tedavisi birden fazla kullanilan ilag veya yontemdir. Tipik bir terim
olarak, bir hastalig1 tedavi etmek i¢in birden fazla tedavinin kullanilmasini ifade eder ve
cogu zaman tiim tedaviler farmasotiktir. 'Farmasotik' kombinasyon tedavisi, ayri
ilaglarin recete edilmesi/uygulanmasi veya miimkiin oldugunda, birden fazla aktif
bilesen iceren dozaj formlari ile gerceklestirilebilmektedir. Kombinasyon tedavisi ile
tedavi edilen durumlar arasinda tiberkiiloz, ciizzam, kanser, sitma ve HIV/AIDS
bulunur. Kombinasyon tedavilerinin 6nemli bir yarari, bir patojen veya tiimoriin ayni
anda birden fazla ilaca kars1 dirence sahip olma olasiligi daha diisiik oldugundan ilag

direnci gelisimini azaltmalaridir.

Kombinasyon tedavisi kisa vade de monoterapiden daha pahali goriinebilir, ancak
uygun sekilde kullanildiginda énemli tasarruflar saglar. Ornegin bunlar; monoterapiden
daha az yan etki, direncin yavas gelismesi, tedavilerde basarisizlik oraninin daha diisiik
olmasi ve yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in daha az maddi kaynaklara yer verilebilmesi

gibi.

Kombinasyon tedavisi son yillarda onkolojide de ivme kazanmustir, ¢esitli ¢alismalarda
monoterapilere kiyasla ilag kombinasyonlar1 ile daha yiiksek yanit oranlari alan FDA,
son zamanlarda monoterapilere {Ustiin glivenlik ve etkinlik gosteren terapotik

kombinasyon rejimlerini onaylamistir (Janku vd., 2014; Musgrove vd., 2011).
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Klinik onkologlar, birden fazla farkli anti-kanser ilaci ile tedavi edilen kanserlerin, hig¢
maruz kalmadiklar1 diger birgok sitotoksik ajana karsi capraz direng gelistirme
egiliminde oldugunu ve bu tiimdrlerin kemoterapi ile kiirlenme olasiligini etkili bir

sekilde ortadan kaldirdigin1 gézlemleyen ilk kisilerdir (Ambudkar vd., 1999).

Metastatik kanserlerin etkili tedavisi genellikle toksik kemoterapi kullanimini
gerektirmektedir. Cogu durumda, tek ajanlarda direncin siklikla goriilmesinden dolay1
birden fazla ila¢ kullanilmaktadir. Bu nedenle, farkli hedeflere ve kimyasal yapilara
sahip farkl ilaglara (¢oklu ilag¢ direnci) es zamanli diren¢ kazandiran mekanizmalarin
aciklanmasi, son 35 yil iginde kanser biyologlarinin ana hedeflerinden biri olmustur

(Szakacs vd., 20006).

Anti-kanser ilaglart ¢esitli nedenlerle kanser hiicrelerini 6ldiirmede basarisiz
olabilmektedir. Ilaglar genellikle sistematik olarak verilir ve bu nedenle emilim,
metabolizma ve hedef dokularda tek tek hastalara 6zgii olabilecek uygulamalar i¢in
degisikliklere tabi tutulur. Timorler, viicudun, ilaglarin kolayca niifuz etmedigi
kisimlarda bulunabilir, artan doku hidrostatik basinci veya degisen vaskiiler timor

nedeniyle yerel ortamlar tarafindan korunabilir (Szakacs vd., 2006).

Mikroorganizmalarda ki antibiyotik direncinin arastirilmasina benzer sekilde,
kanserdeki ilag direnci iizerine yapilan arastirmalar, kanser hiicresinin spesifik dogasi ve
genetiginin arka plan1 veya toksik kemoterapiyi takip eden genetik degisiklikler
nedeniyle hiicresel dirence odaklanmustir. Yakin zamana kadar, ¢oklu ila¢ direnci
mekanizmalarini (MDR) tanimlamak i¢in birincil yontem, sitotoksik ilaglarin varliginda
hayatta kalan kanser hiicrelerini se¢mek ve saf hiicreler {izerinde ila¢ direnci saglayan
degismis genleri tanimlamak i¢in hiicresel ve molekiiler biyoloji teknikleri
kullanilmistir (Szakacs vd., 2006).

Bir¢ok ila¢ kanser tedavisinde potansiyelleri acisindan arastirilarak hiicresel yollar ve
hiicresel hedefler {izerinde ki etkileri tespit edilmeye c¢alisilmistir. Klinik ¢alismalarda,
kanserli hiicrelerde yiiksek dozaj, yan etkiler ve ¢oklu ila¢ direnci nedeni ile bazi umut
verici ilaglar olumsuz sonuglar gosterme egiliminde olabilmektedirler. Bu nedenle,
farkli ilaglarin kombinasyonlari, dozu azaltma ve verimliligi artirma potansiyeli ile

incelenmektedir. Kanser tedavisinde potansiyelleri nedeniyle hem in vitro hem de in
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vivo ¢ok sayida tekli ve coklu ila¢ tedavisi aragtirilmaktadir. Her ne kadar yapilan
caligmalar bu tedavilerin kanser hiicreleri tlizerindeki ana etkilerini gdstermis olsa da,
daha fazla bilgi gerekmektedir. Bu, tedavinin hiicresel yollar iizerindeki etkisini,

apoptoz ve otofaji gibi hiicresel siiregleri igerir (Al-Attar ve Madihally, 2020).

Bir¢ok durumdan ¢oklu ilag direncinin (MDR), kanser hiicrelerinde, belirli proteinlerin
ya da mutant proteinlerin bir¢ok farkli sitotoksik ajan varliginda hayatta kalmasina izin
veren veya mutant proteinlere neden olan kalitsal degisikliklerin sonucu oldugu
diistintilmektedir. Sitotoksik ilaglara diren¢ saglayan bu genetik degisiklikler, hiicre
dongiisii dinamiklerini, hiicrelerin apoptoza duyarliligini, ilaglarin alimini ve akisini,
hiicresel ila¢ metabolizmasini, ilaglarin hiicre i¢i boliimlenmesini veya ilaca bagh

hasarin onarimini etkileyebilir (Ambudkar vd., 1999).

Gegtigimiz on yil, terapotik firsatlarin optimize edilmis kombinasyonlarini belirleme
sansmi arttiran 1ki/i¢ ilag kombinasyon caligmalari i¢in uygun tasarim ve analiz
yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli ilerlemeler kaydetmistir (Tan vd., 2003, 2009;
Kong ve Lee, 2006; Fang vd., 2008, 2017).

Bazi kanserler hakkinda yakin tarihli bir caligmada, Martin Nowak, Bert Vogelstein ve
meslektaslari, ¢ogu klinik durumda, hedeflenen ilaglara karsi direncin evriminden
kaginmak i¢in kombinasyon terapilerine ihtiya¢ oldugunu gostermistir. Ayrica, birden
fazla hedefli ilacin eszamanl olarak uygulanmasinin, tek bir mutasyonun her iki ilaca

capraz direng¢ gosteremedigi durumlarda niiks olasiligini en aza indirdigini bulmuslardir

(Bozic vd., 2013).

Coklu ilag direnci ile karsilasilmasi, saglik hizmetlerinin iyilestirilmesi i¢in ciddi bir
engeldir. Coklu ilag direnci en sik, insanlarda antibiyotikler, antimalaryaller, herbisitler
ve kanser kemoterapdtikleri de dahil olmak iizere genis bir yelpazede kimyasal olarak
farkli, sitotoksik molekiiller pompalayan aktif tasiyicilardan kaynaklanmaktadir
(Higgins, 2007).

Bireysel ilaclarin toplam etkilerinden beklenenden daha etkili olan sinerjistik ilag
kombinasyonlari, iyilestirilmis terapotik indeks i¢in potansiyel yaratmaktadir. Belirli

kanser tiirlerinde ilag direncinin {stesinden gelmek, kombinasyon tedavilerini

36



gelistirmek i¢in ¢esitli sistem biyolojisi yontemleri kullanilmaktadir (Korkut vd., 2015;
Lee vd., 2012). Son hassas tip yaklagimlari, ilag kombinasyonlarini kullanarak bireysel
tiimorlerde bulunan ¢oklu biyobelirtecleri hedeflemeye odaklanmistir (NCI, 2016).
Bununla birlikte, piyasada 300 FDA onayli kanser ilaci ile yaklasik 45.000 olasi ikili
ilag kombinasyonu ve yaklasik 4,5 milyon {¢lii ilag kombinasyonu arasindan se¢im
yapilabilir (Culjat, 2017). Bu karmasiklik, onkolojide kombinasyon tedavisinin

biiylimesinin 6niindeki temel engellerden biridir.

Ulusal Kanser Enstitiisii yakin zamanda kombinasyon tedavisini onkolojide en yiiksek

arastirma onceligi olarak vurgulamistir (NCI, 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan aletler ve cihazlar

Real-time PCR cihazi
PCR cihazi

ELISA

Mikroskop

Kabin

COs inkubatori
Santrifiij

Sarjli otomatik pipet
Otomatik pipet
Vorteks

Buzdolabi1

Derin dondurucu (-80 °C)
Kar makinesi

Su banyosu

Saf su cihazi

Hassas terazi

3.1.2. Hiicre Hatt1

MDA-MB-453 hiicre hatt1 ATCC’den ticari olarak satin alinarak temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium
Fetal Bovine Serum

L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin
Tripsin-EDTA

. Qiagen Rotor Gene 6flex

Bio-Rad C1000 Touch

Epoch Biotek

Nikon Eclipse Ti2-U Inverted
Bil-ser B2 Class Il

. Nive EC 160

Hanil, Smart R17

Isolab

Eppendorf Research Plus
Heidolph Reaxtop

. Argelik

Haer Medical

: Scotsman AF-20

Memmert

. Nive

: Shimadzu ATX224

Biological Industries
Biological Industries
Biological Industries
Biological industries

Biological Industries
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Cell Proliferation Kit (XTT)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
RNA izolasyon Kiti
RT-gPCR Kit

cDNA sentez kiti

Bcl2 ELISA kit

HER2 ELISA kit

Bax ELISA kit

Caspase-3 ELISA kit
Aguaguard-1

Aguaguard-2

Tamoksifen

Lizis tamponu

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre kiiltivasyonu

3.2.1.1. Hiicre Kkiiltiirii kosullar1

Biological Industries

Biowest

: Axygen Axyprep Total RNA Kit
. Qiagen SYBR Green PCR Master Mix
. Thermofisher High-Capacity cDNA Kit

Cusabio

: Cusabio
: Cusabio
. Cusabio

Biological Industries
Biological Industries
Sigma-Aldrich

: 150mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH: 7.4, 1

mM PMSF, 0.5% sodium deoksikolat, % 5
gliserol, 1 mM EDTA, % 1 Triton X-100

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatti; %1 L-glutamin, %21 penisilin-streptomisin ve
%10 FBS iceren DMEM’de kiiltive edilmistir. inkiibasyon, 37°C ve % 5 CO, steril hava

iceren inkiibatorde gerceklestirilmistir.

Karbon dioksit inkiibatoriiniin alt kisminda bulunan haznede otoklavlanmis saf su

igerisine %1 oraninda Aquaguard-1 karigimi eklenerek inkiibasyon ortaminin steril ve

% 95 nem oraninda sabit tutulmasi saglanmistir.

Laminar kabin igerisinde yritiilen hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 her kullanim oncesi ve

sonrasinda UV 1sinlan ile streil hale getirilip, %70’lik etanol ile silinerek ¢aligsmalar

yiriitilmistir.
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3.2.1.2. Hiicre Kkiiltiiriiniin pasajlanmasi

Inkiibasyon siiresince her giin kiiltiir ortaminda ki hiicre gelisimi takip edilmis, besiyeri
2 giin arayla degistirilmistir. Besiyeri degisiminde, hiicrelere zarar vermemek igin T-
flask egilerek besiyerinin otomatik pipet ile ¢ekilmesinin ardindan 37°C’de, 4-6 mL (75
cm®lik T-flask icin) DPBS ile yavasca yikanmistir. Bu islemin ardindan DPBS
ortamdan uzaklastirilarak %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren
DMEM’den 10 mL eklenerek besiyeri degisimi saglanmistir. Yikama islemi hiicrelerin
T-flask ylizeyinin yaklasik % 90’11 kaplayincaya kadar tekrarlanmistir. MDA-MB-453
hiicre hattinin 75 cm?lik T-flaskin ylizeyinin yaklasik % 90’lik kismin1 doldurma siiresi

7-10 giin arasinda degismektedir.

Invert mikroskop ile incelenen hiicreler yeterli doluluga ulastiginda hiicrelerin
pasajlama islemi igin steril hale getirilen kabin igerisinde T-flask igindeki besiyeri
uzaklagtirilarak hiicreler 37°C’de 4 mL DPBS ile yikanip 6li hiicrelerden arimasi
saglanmigtir. Hiicreleri TC-treated yiizeyden ayirmak i¢in 8 mL % 0,25 Tripsin-% 0,02
EDTA soliisyonu eklenerek inkiibatérde yaklasik 7 dakika inkiibe edilmistir. Belirtilen
siire zarfinda hiicrelerin ylizeyden ayrilip ayrilmadigr invert mikroskopta kontrol
edilerek, tamami yiizeyden ayrilan hiicrelerin iizerlerine tripsinin etkisini ndtralize
edebilmek i¢in 32 mL %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren
DMEM besiyeri eklenilmistir. Daha sonra kiiltiir 50 mL’lik steril falkon tiiplere
aktarilarak 800 xg’de 5 dk boyunca santrifiij edilip siipernetant atilmistir. Hiicre peleti
tizerine 12 mL %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren DMEM
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eklenerek otomatik pipet yardimiyla hiicreler tamamen homojen hale gelinceye kadar
pipetaj yapilmistir. Hiicre yogunluguna bagh olarak 2 veya 3’e 75°lik T-flasklara
pasajlanmustir. Inokiile edilen hiicrelerin besiyerleri %1 L-glutamin, %21 penisilin-
streptomisin ve %10 FBS iceren DMEM ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Pasajlanan
hiicre kiltlirleri tekrar ayn1 kosullarda karbondioksit inkiibatérde inkiibasyona

birakilmistir.

Sekil 3.2. Steril kabinde hiicrelerin pasajlanmasi

3.2.1.3. Hiicre kiltiiriiniin stoklanmasi

Pasajlanarak ¢ogaltilan MDA-MB-453 ilk kiiltivasyonunun ve sonrasindaki devam eden

caligmalarda diizenli olarak ihtiyaten dondurularak sivi azot tankinda stoklanmustir.

Hiicre dondurma isleminde, T-flasklara hiicre pasajlamadaki basamaklar uygulanmistir.
Hiicrelerin 800 xg’de 5 dk santrifiij edilmesinin ardindan siipernetant kismi atilmistir.
Her bir cryo tiip i¢in aseptik kosullarda 900 pl FBS iizerine 100 ul DMSO karisimi
hazirlanmistir. Hiicre dondurma siispansiyonu aseptik kosullarda hiicre pelletinin
tizerine eklenilmistir. Pipetaj yapilarak homojenize edilen hiicreler 2 mL’lik cryo tiipler

icin alikiitlere ayrildiktan sonra hizli bir sekilde s1v1 azot tankina yerlestirilmistir.

3.2.1.4. Dondurulan hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Tez calismamiz icin ihtiya¢ duyulmasi halinde kullanilmak tiizere daha Onceden

stoklanan hiicreler ¢ozdiiriilerek deneylere devam edilmistir. Dondurulmus hiicreler
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37°C’de su banyosunda birkag saniye inkiibe edilerek tamamen ¢oziinmesi saglanmistir.
Aseptik kosullarda falkon tiipe alman 30 mL 37°C’ye 1sitilmig DMEM igerisine
¢Oziinen hiicreler ilave ederek hiicreler lizerindeki DMSO’nun toksik etkisi nétralize
edilmistir. Bu islemin ardindan hiicreler 800 xg’de 5 dk santrifiij edilerek hiicrelerin
tizerindeki siipernetant uzaklastirilmistir. Hiicre peletine 10 mL %1 L-glutamin, %1
penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren DMEM eklenerek pipetajlamanin ardindan
75’1ik T-flaska aktarilmistir. Hazirlanan hiicre kiiltiirleri tekrar aynm1 kosullarda

karbondioksit inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.5. Hiicre sayim

Inkiibasyona birakilan hiicreler yeterli yogunluga ulasmasmin ardindan besiyeri
uzaklastirilarak hiicreler 4 mL 37°C’de DPBS ile yikanmustir. Hiicreleri TC-treated
ylizeyden ayirmak i¢in 8 mL % 0,25 Tripsin-% 0,02 EDTA soliisyonu ile muamele
edilmistir. Yiizeyden ayrilan hiicre siispansiyonuna 37°C’ye 1sitlmis DMEM
eklenmesinin ardindan steril falkon tiiplere aktarilarak 800 xg’de 5 dk santrifii
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernetant uzaklastirilmis ve pelet lizerine 5 mL DMEM
eklenerek pipetajla homojenize edilmistir. Ardindan hiicre siispansiyonundan 10 pl

thoma lamina aktarilarak hiicre sayimi1 gerceklestirilmistir.

Hicre sayisi, DMEM hacmi ve thoma laminin icerisinde olan sivi hacminin 1 ml’nin
yisi, Y

4’te 1’1 olmasindan dolay1 10%ile carpilarak hesaplanmustir.

3.2.2. Sitotoksisite calismalari
3.2.2.1. Uygulanacak kimyasallarin hazirlanmasi

Tamoksifen’den 10 mg tartilarak steril eppendorf tiipiine aktarilmistir. Tartilan
Tamoksifen’in tizerine 700 pL DMSO eklenerek vorteks yardimiyla ¢oziinmesi
saglanildiktan sonra aseptik kosullarda 2 mL. DMEM eklenerek maddenin stok ¢ozeltisi
hazir hale getirilmistir. Kullanim sirasinda taze olarak hazirlanan stoklar deney siirecine

kadar -20 °C’de 1siktan korunarak saklanmustir.

Deinoksantin, Seda KILINC’in Erzincan Binali Yildirrm Universitesi ve Marmara

Universitesi ortakliginda yiiksek lisans tez c¢alismalarinda iiretilerek saflastiriimis
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stogundan tedarik edilmistir. Deinoksantin stogundan 2 mg tartilip aseptik kosullarda
steril eppendorf igerisinde iizerine 140 uL. DMSO ilave edilerek pipetaj ile homojenize
edilmistir. Ardindan iizerine 200 uL DMEM eklenerek maddenin 200 uM stok ¢6zeltisi
hazir hale getirilmistir. Kullanim sirasinda taze olarak hazirlanan stoklar deney siirecine

kadar -20 °C’de 1s1ktan korunarak saklanmistir.

3.2.2.2. Hiicre canhlik testi

Hiicre ekimi 96 kuyucuklu TC-treated platelerin her bir kuyucuguna 200 pl %1 L-
glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 FBS igeren DMEM igerisinde 5x10" hiicre
olacak sekilde inokiilasyon yapilarak 24 saat 37°C’de % 5 CO; ve % 95 nem oraninda
inkiibe edilmistir. Zaman ve konsantrasyona bagl sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in
deinoksantin ve Tamoksifen’in kombine ve ayri ayr1 olmak iizere konsantrasyonlarmin

belirlenmesi ¢alismast yapilmistir.

Tablo 3.1. Uygulanan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Madde Tamoksifen (uM) Deinoksantin (uM) T (uM)+D (uM)
270 200 270+200
135 100 135+100
67,5 50 67,5+50
Konsantrasyonlar 33,75 25 33,75+25
16,87 12,5 16,87+12,5
8,43 6,25 8,43+6,25
4,21 3,125 4,21+3,125

24 saat inkiibasyon sonrasinda platelerdeki besiyeri aseptik kosullarda ortamdan
uzaklastirilmistir.  Tamoksifen,  deinoksantin ~ ve  kombinasyonlar1  azalan
konsantrasyonlarda uygulanarak gruplandirilmistir. Her bir grup icin 24 ve 48 saatlik
ilag konsantrasyonlari uygulanmistir. Her deneme 4 tekrarli olarak yapilmis olup

kontrol grubu 12 tekrarl gergeklestirilmistir.

Belirlenen siireler sonunda protokole uygun olacak sekilde XTT uygulamasi yapilarak

CompuSyn programi yardimiyla CI (Combinational Index) degerleri belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Steril kabin de hiicre ekimi ¢alismalar1

Kombinasyon indeksi degerleri (CI) Hiicreve Eikisi
Cl=11-12 Hafif Antagonistik etki
Cl=12-145 Orta Antagonistik etki
Cl=145-33 Antagonistik etki
CI=33-10 Giiclit Antagonistik etki
Cl=10 Cok giiclit Antagonistik etki
Cl=09-1,1 Adinf etki
CI=085-09 Hafif sinerjik etki
CI=0.7-0.85 Onta sinerjik etki
Cl=03-0.7 sinerjik etki
CI=01-03 Giiglih sinerjik etki
Cl=0.1 Cok giiclil sinerjik etki

Sekil 3.4. Kombinasyon indeksi degerlendirmesi

3.2.3. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Hiicreleri TC-treated yiizeyden ayirmak igin 4 mL % 0,25 Tripsin-% 0,02 EDTA
sollisyonu ile muamele edilmistir. Aseptik kosullarda steril falkon tiiplere alinan
hiicreler 4°C’de DPBS ile 3 defa yikanarak 800 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. En

son yikamadan sonra siipernetant kismi atilan pellet iizerine RNA kompozisyonunun
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sabit kalmast i¢in hizli bir sekilde RNAlater Reagent (Thermo Fisher) soliisyonu ilave
edilmis ve pipetajlanarak homojen hale getirilen hiicre siispansiyonu oda sicakliginda 5

dk inkiibasyona birakilmstir.

Bu asamanin ardinda 800 xg’de 5 dakika santrifiij edilen hiicrelerin spernetant kismi
atilarak Axyprep Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen®) protokolii

uygulanarak total RNA saflastirma islemleri gerceklestirilmistir.

Hiicre parcalama ve RNA saflastirma basamaklar1 asigida verildigi sekilde

gergeklestirilmistir.

e Hiicrelerin lizerine 200 uL R1 buffer eklenmistir.

e 8-10 defa 21 Gauge’luk steril siringa ile cek-birak yapilmistir.

e Uzerine 75 pL R2 buffer eklenerek, 20 saniye vortekslendi. 12000 xg’de, 24
°C’de 5 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernetant yeni 1,5 mL’lik RNaz-DNaz’dan arindirilmig steril mikrotiiplere
aktarilarak iizerine 125 pL izopropanol eklenerek 5 saniye vortekslenmistir.

e Spin kolonu 2 mI’lik mikrotiipe takilarak 6rnek kolona aktarilmistir.

e 6000 xg’de 4 °C’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Alt kisimdaki siv1 (filtrat) atilarak spin kolonu tekrar mikrotiipe yerlestirilmistir.

e Spin kolona 500 pL Buffer WIA eklenerek 12000 xg’de 1 dk santrifiy
edilmistir.

e Filtrat atilarak mikrotiipe tekrar yerlestirildikten sonra 700 pL Buffer W2
eklendi ve 12000 xg’de 4 °C’de 1dk santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kere tekrar
edilmistir.

o Filtrat atilarak tiipe tekrar yerlestirilip, yitkama sollisyonunu uzaklagtirmak i¢in
bos halde 12000 xg’de 4°C’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Kolon 1,5 mI’lik RNaz-DNaz’dan arindirilmis steril yeni bir tiipe aktarilmistir.

e Kolona Buffer TE’den 100 pL eklenerek 24 °C’de 1 dk inkiibe edilmistir. 12000
xg’de 1 dk santrifiij edilerek alt kisimda toplanan saflastirilmis RNA saflik-

konsantrasyon tayini yapilmasinin ardindan cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.
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RNA saflastirma isleminin ardindan cDNA sentez kit protokoliine gore cDNA sentezi
gerceklestirilerek cDNA’lar RT-qPCR c¢alismasinda kullanilmak {izere -80°C’de

saklanmustir.

3.2.4. RNA ve cDNA konsantrasyonu ve safliginin tespiti

RNA ve DNA’nin safligin1 ve konsantrasyonunu belirlemek i¢in BIOTEK marka
ELISA cihaz1 kullanilmigtir. 260 nm, 280 nm, 320 nm dalga boylarinda kore karsi biitiin

numunelerin absorbans degerleri belirlenmistir.

RNA miktar1 (ng/pul)= (ODa2gp) x seyreltme faktorii x 40
DNA miktar1 (ng/ul)= (OD2gp) x seyreltme faktorii x 50

260 nm dalga boyundaki absorbans degeri RNA molekiiliinden, 280 nm’de ki absorbans
degeri proteinlerden ve 320 nm’de ki absorbans degeri partikiil varligindan dolayi

oldugu bilgisiyle konsantrasyon ve saflik degerlendirilmistir.

Asagida verilen skalalar yardimi ile RNA ve DNA’nin safliklar1 degerlendirilmistir.

RNA; ODZGO/ODZBO >2.0
DNA; ODzso/Ongo =1.8

3.2.5. Gen ifade diizeylerinin belirlenmesi

Calismada en diistik CI degerinde MDA-MB-453 hiicre hattinin BAX, BCL2, HER2 ve
Caspase-3 genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir. Referans geni olarak ACTB (beta-

aktin) geni kullanilmistir.

Hesaplanan CI degerlerinde en iyi agonistik etkinin 24. saat inkiibasyonu siiresi ve 4,21
uM Tamoksifen ve 3,125 uM deinoksantin kombinasyonu oldugu belirlenmistir. Bu
parametreler uygulanan MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1 kiiltive edilerek RNA

izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Deney setinde 4 farkli grubun her biri 4 defa tekrarli, aseptik kosullarda TC-treated
petrilere 2 x 10° tane hiicre olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir. Daha dnce belirtilen

inklibasyon sartlarinda hiicrelerin  ylizeye tutunmasmin ardindan belirlenen
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konsantrasyonlarda ki ilaglar ayr1 ayr1 ve kombinasyon sekilde uygulanarak tekrar 24

saat daha once belirtilmis kosullarda inkiibe edilmistir.

Tablo 3.2. RNA saflastirma igin deney seti kodlar1

Petri Kodu Tamoksifen Deinoksantin
Kontrol - -
2 4,21 uM -
3 - 3,125 uM
4 421 uM 3,125 uM

En diisiikk CI degeri bulunan, 24. saat inkiibasyonu, 4,21 uM Tamoksifen ve 3,125 uM
deinoksantin kombinasyonunda MDA-MB-453 hiicre hattindan saflastirilmis RNA’dan

sentezlenmis cDNA’lar kullanilmustir.

NCBI Primer-BLAST programindan faydalanarak tasarlanan primerler, Metabion

sirketine Tablo 3.4’ de belirtilen sekanslara gore sentezlettirilmistir.

Tablo 3.3. Primer dizileri

Gen Primer dizisi
BAX F: 5-AGCAGATCATGAAGACAGGG
R: 5-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA
BCL2 F: 5-TATCTGGGCCACAAGTGAAG
R: 5-ATTCGACGTTTTGCCTGAAG
HER? F: 5-GTGAAGCTGAGATTCCCCTC
R: 5-GCAGCTTCATGTCTGTGC
F: 5-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT
Caspase-3
R: 5-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT
F: 5-CACCATGGATGATGATATCGC
ACTB

R: 5-GAATCCTTCTGACCCATGCC

Tablo 3.5’ de ki sicaklik siklusu protokoliine gore Qiagen SYBR Green Master Mix kiti

kullanilarak RT-qPCR islemi gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.4. RT-qPCR sicaklik siklusu

Dongii Adi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn.

Baglanma 57 °C 30 sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72 °C 45 sn.

Bekleme 4°C 0 1

3.2.6. Protein ekstraksiyonu

Calismada en diisiik CI degerinde MDA-MB-453 hiicre hattinin BAX, BCL2, HER2 ve
Caspase-3 proteinlerinin miktarlar1 belirlenmistir. Deney setinde 4 farkli grubun her biri
4 defa tekrarli, aseptik kosullarda TC-treated petrilere 2 x 10° tane hiicre olacak sekilde
inokiilasyon yapilmistir. 24 saat, daha once belirtilen inkiibasyon sartlarinda hiicrelerin
ylizeye tutunmasinin ardindan belirlenen konsantrasyonlarda ki ilaglar ayr1 ayri ve
kombinasyon seklinde uygulanarak tekrar daha once belirtilen kosullarda 24 saat inkiibe

edilmistir.

Tablo 3 5. Protein ekstraksiyonu i¢in deney seti kodlari.

Petri Kodu Tamoksifen Deinoksantin
Kontrol - -
2 421uM -
3 - 3,125uM
4 421uM 3,125uM

24 saatlik siire sonunda ilag¢ uygulanan petrilerdeki besiyeri uzaklastirilmigtir. Petrilere
4°C’de DPBS eklenerek hiicreler 3 kez yikandiktan sonra iizerlerine 4 mL lizis tamponu
(150mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH: 7.4, 1. mM PMSF, 0.5% sodium deoksikolat, % 5
gliserol, 1 mM EDTA, % 1 Triton X-100) eklenip 10 dk buz ilizerinde inkiibe edilmistir.
Daha sonra hiicre kaziyici yardimi ile ylizeyden kazinip aseptik kosullarda falkon
tiiplere aktarilmistir. Falkon tiip igerisinde bulunan hiicreler buz iizerinde 8-10 defa 21

Gauge’luk steril siringa ile ¢ek-birak yapilarak lizis islemi tamamlanmistir. +4°C, 2000
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xg’de 10 dakika boyunca santrifiij edilen orneklerin slipernetant kismi ayri streril

eppendorf tiiplerine alinarak -80°C’de stoklanmuistir.

3.2.7. istatistiksel hesaplamalar

Livak ve Schmittgen tarafindan gelistirilen birincil normalizasyonu pAnct yontemi ile
gen ifade diizeyleri belirlenmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). ikincil normalizasyon
ACTB, referans geni olarak kullanilarak BAX, BCL2, HER2 ve Caspase-3 genlerinin
ifade diizeylerinin karsilagtirilmas: ile yapilmigtir. Istatistiksel analiz SPSS 17.0

programi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglarin anlamlilik yiizdesi p <0.05 dir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhlhik Testi

Tamoksifen, deinoksantin ayr1 ayri ve her iki bilesenin kombinasyonlarinin belirlenen
konsantrasyonlar: uygulanan MDA-MB-453 hiicreleri iizerinde, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde XTT caligmast yapilmistir. 450 nm’de elde edilen absorbans
verileri ile “hiicre canlilik yilizdeleri” hesaplanmig ve bu hesaplamalar neticesinde Sekil

4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilen grafiklerdeki bulgular elde edilmistir.

24. Saat Canliik

120 -

= Tamoksifen

%Canhihk

M Deinoksantin

m Tamoksifen+Deinoksantin

Konsantrasyon Serileri

Sekil 4.1. 24. saat MDA-MB-453 iizerine Tamoksifen, Deinoksantin ve T+D’nin anti-
kanser aktivitesi
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% Canhihk

250 -

200 -

150 -

100 -

50 -

48. Saat Canhilik

4 5

Konsantrasyon Serileri

B Tamoksifen
H Deinoksantin

m Tamoksifen+Deinoksantin

Sekil 4.2. 48. saat MDA-MB-453 iizerine Tamoksifen, Deinoksantin ve T+D’nin anti-
kanser aktivitesi

4.2. Kombinasyonel Etki Degeri

Tamoksifen, deinoksantin ve kombinasyonlari uygulanan MDA-MB-453 hiicre hattinda

24. ve 48. saatler de 6lgiilen absorbans degerlerinden faydalanarak CompuSyn programi

araciligiyla kombinasyon etki degeri (CI) hesaplanmustir.

Tablo 4.1. 24. saat MDA-MB-453 tizerine Tamoksifen, Deinoksantin ve T+D’nin
uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

T+D (uM) Cl Etki
270+200 1,048 Orta Antagonistik
135+100 0,589 Sinerjik
67,5+50 0,407 Sinerjik

33,75+25 0,373 Sinerjik
16,87+12,5 0,327 Sinerjik
8,43+6,25 0,072 Cok giiclii sinerjik
4.21+3,125 0,052 Cok giicli sinerjik
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Cl

1] 0.5 1
Fa

Sekil 4.3. 24. saat MDA-MB-453 iizerine Tamoksifen, Deinoksantin ve T+D’nin
olusturdugu CI grafigi

Tablo 4.2. 48. saat MDA-MB-453 tizerine Tamoksifen, Deinoksantin ve T+D’nin
uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

T+D (uM) Cl Etki
270+200 1,228 Orta Antagonistik
135+100 0,652 Sinerjik
67,5+50 0,394 Sinerjik
33,75+25 0,286 Gigclii sinerjik

16,87+12,5 0,943 Aditif

8,43+6,25 9,033 Gigcli Antagonistik
4,21+3,125 0,159 Giclii sinerjik
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Cl

0 0.5 1
Fa

Sekil 4.4. 48. saat MDA-MB-453 iizerine Tamoksifen, Deinoksantin ve T+D’nin
olusturdugu CI grafigi

4.3. Gen Ifade Diizeyleri

Calismada en diistik CI degerinde MDA-MB-453 hiicre hattinin BAX, BCL2, HER2 ve
Caspase-3 genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir. Referans geni olarak ACTB (beta-
aktin) geni kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin grafikleri Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7
ve Sekil 4.8°de verildigi sekildedir.

Bax

O A
o < = o < o
1 1 1 1 1 1

Relatif ifade (2-3¢T)

i
=]
I

0,0 -
Tamoksifen Deinoksantin T+D

Sekil 4.5. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin BAX geni ifade diizeyine
etkisi
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Bel2

B e e
o o + (= o0
| L 1 1 |

Tamoksifen

=)
[ ]
1

Relatif ifade (2-A€T)
S
e

-0,6

-0,8

-1,0 -

Sekil 4.6. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin BCL2 geni ifade diizeyine
etkisi

HER2

1.50 +
o
Z
:’:“, 1.00 -
@
-]
S
-
[
E 0,50 A
)
&

0,00 -

Tamoksifen Deinoksantin T+D

Sekil 4.7. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin HER2 geni ifade diizeyine
etkisi
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Caspase-3

0.00 -

Tamoksifen Deinoksantin T+D

Sekil 4.8. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin Caspase-3 geni ifade
diizeyine etkisi

4.4. Protein Seviyeleri

Calismada en diisiik CI degerinde MDA-MB-453 hiicre hattinin BAX, Bel2, HER2 ve
Caspase-3 protein miktar diizeylerine etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin
grafikleri Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12°de verildigi sekildedir.

Bax
45
40
35
30
E 25
'B=Tn 20 -
15 -
10
5 |
0
Kontrol Tamoksifen Deinoksantin

Sekil 4.9. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin BAX proteini miktari
lizerine etkisi

55



Bcel2
600
500 +
400
‘BElJ 300 +
=
200 -
N - -
0 -
Kontrol Tamoksifen Deinoksantin

Sekil 4.10. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin BCL-2 proteini miktari
lizerine etkisi

Caspase-3
45 -
40
35 A
30 A
'E 25 4
ED20 .
15 A
10 -
5 4
0
Kontrol Tamoksifen Deinoksantin

Sekil 4.11. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin Caspase-3 proteini
miktari {izerine etkisi
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HER2

1400 -+

1200 +

1000 ~

= 800 -
=
)

= 600 +

400

200 A

0 _

Kontrol Tamoksifen Deinoksantin

Sekil 4.12. Tamoksifen, Deinoksantin ve kombinasyonlarinin HER2 proteini miktar1
lizerine etkisi

Tablo 4.3. BAX, BCL2, HER2 ve Caspase-3 protein seviyeleri

BAX BCL2 HER2 CASP-3
(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml)
Kontrol 1,25 478 1255 5,16
Tamoksifen (4,21uM) 26 234 1146 28
Deinoksantin (3,125 pM) 23 154 875 19
Tamoksifen+Deinoksantin 39 95 789 35

(4,21uM+3,1251M)
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4. SONUC ve TARTISMA

Meme kanseri, bat1 diinyasindaki kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Meme Kkanseri
olan tiim hastalarda ER, PR ve HER2 statiisiiniin belirlenmesi zorunludur. Bu
belirtegler, uluslararasi kilavuzlar tarafindan, invaziv meme kanseri tedavisine karar
verilmesinde vazgecilmez olan ongoriicti faktdrler olarak kabul edilmektedir (Harbeck
vd., 2019).

Meme kanseri Ostrojene bagimli oldugundan, ooferektomi, hipofizektomi veya
adrenalektomi ile Ostrojen sekresyonunu azaltmak kanserin gerilemesine neden olabilir.
Bu cerrahi prosediirlere duyulan ihtiyag, dstrojenin Ostrojen reseptorlerine baglanmasini
engelleyerek bir antidstrojen gorevi goren tamoksifenin tedavi de kullanilmasiyla
azaltilmistir. Tamoksifen, Amerikan Gida ve ilag Idaresi tarafindan 1977 yilinda ileri
meme kanseri olan kadinlarin tedavisi i¢in ve birkag yil sonra primer meme kanserinin

adjuvan tedavisi i¢in onaylandi (Jordan, 1994).

MDA-MB-453 hiicre hatti, dstrojen reseptorii-o, progesteron reseptorii ve HER-2/neu
protein tiretimi agisindan androjen reseptorii pozitif ve t¢lii negatiftir (Vranic vd.,
2011).

Segici bir Ostrojen antagonisti olan Tamoksifen’in ER-negatif meme kanseri
hiicrelerinde 6nemli kanser hiicresi apoptozunu indiikledigini bulan Liu ve arkadaslari;
ER-negatif meme kanseri hiicrelerinde Tamoksifen kaynakli apoptozda CIP2A / PP2A /
p-Akt sinyal yolunun roliinii dogrulamislardir. Bu veriler dogrultusunda Tamoksifen’in

“ER-dis1” etkisi de agikg¢a gosterilmistir (Liu vd., 2011).

Ostrojen reseptérii (ER) pozitif meme kanseri olan hastalarin oran1 1996'da % 49.6'dan

2010'da % 70.0'e yiikselmistir (Ko vd., 2012).

Hormon reseptorii pozitif meme kanseri olan hastalarda ana tedavi, kanser baslangicinin
ortaya ¢ikmasindan itibaren yapilan 6nleyici tedavidir. Tamoksifen etki mekanizmasinda
ER'ye yarigmal bir baglanma durumu sergilemektedir. Tamoksifen, ostrojen ile iligkili gen

ifade diizeyini inhibe eder ve hiicre dongiisiiniin G1 fazini bloke eder (Osborne, 1998).
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Giiglii ve segici Ostrojen modiilatorii olan Tamoksifen, premenopozal hastalarda en ¢ok
kullanilan hormon ilacidir (Giuliano, 2009). Ayrica Tamoksifen’in mortaliteyi azalttig

bildirilmistir (Vogel vd., 2006).

Yapilan bazi ¢alismalarda erken meme kanseri tedavisi igin rastgele bir Tamoksifen
denemesi yapilmis ve 5 yil boyunca Tamoksifen kullanan ER pozitif meme kanseri olan

kadinlarda niiks oraninin %50 ve oOlim oraninin %28 azaldigr goézlemlenmistir

(EBCTCG, 1998):

Ibrahim ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan bir calisma da Tamoksifen ve
Simvastatin'in ilag¢ etkilesimi, apoptotik sinyal baslaticilari BAX/BCL-2 oranini ve
CASP-3 aktivitesini artirarak T47D meme kanseri hiicre hattinda sinerjistik etki

olustugunu bildirmislerdir.

Calismamizda MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatti {izerinde tek basina uygulanan
Tamoksifenin BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeyinde ¢ok yiiksek bir etkiye sahip
olmadig: fakat deinoksantin ile beraber verildiginde BAX ve CASP-3 genlerinin ifade

diizeylerinde anlamli bir artisa sebep oldugu gozlenmistir.

Tamoksifen veya 5 yil siiren bir aromataz inhibitorii gibi anti-Ostrojen tedavisi, meme
kanseri tekrarini azaltmakta ve genel sag kalimi arttirmaktadir. Boylece, Tamoksifen,
meme kanseri olan premenopozal hastalar i¢in evrensel tedavi standardi haline gelmistir
(Burstein vd., 2014).

Lutein, likopen, B-karoten ve fucoksantin gibi bazi karotenoidler hayvanlarda
karsinogenezi baskilamada oldukg¢a etkilidir ve c¢esitli kanser hiicre dizilerinin

apoptozunu indiikleyebilir (Tanaka vd., 2012).

Bakteriye karakteristik kirmizi rengini veren D. radiodurans tarafindan sentezlenen
essiz bir karotenoid olan deinoksantin, hem karotenlerden hem de ksantofillerden daha
giiclii bir ROT temizleyicidir (Lemee vd., 1997; Tian vd., 2007; 2009).

Yiriitiilen farkli ¢alismalarda, deinoksantinin, kanser hiicrelerinde BCL2 ve Caspase-3
genlerinin ifade diizeylerini azalttig1 ayn1 zamanda BAX geninin ifade diizeyini artirdig
bildirilmistir (Ji, 2010; Dimitrakakis vd., 2002).
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Yong-Ji ve arkadaslar tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, apoptozisin deinoksantin
tarafindan uyarilmas: arastilmigtir. Bu arastirmada HepG2, PC-3 ve HT-29
hiicrelerinde; hiicre canliligi, morfolojik degisiklikler ve bir DNA fragmantasyon analizi
yapilarak apoptotik etkiler belirlenmistir. Deinoksantin tedavisi, test edilen tim
hiicrelerde ROT'ta bir artisa neden olmus ve deinoksantinin olas: oksidan aktivitesini

ortaya koymuslardir.

MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatti tizerinde yiiriitiilen ¢alismamizda deinoksantin
tek basina kullanmildigin BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeyini ¢ok yiiksek oranda
uyarmadigi, BCL-2 ve HER2 iizerinde ise tek basina ¢ok az etki etkigi goriilmiistiir. Tek
bagina intrensek apoptotik bir uyaran olarak yiiksek etkiye sahip olmadig

diistiniilmektedir.

Yiritiilen tez ¢alismasi kapsaminda MDA-MB-453 hiicre hatt1 tizerine 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde; Tamoksifen, deinoksantin ve her ikisinin kombinasyonlarinin
belirlenen konsantrasyonlarda uygulanmasi ile yapilan XTT c¢alismasinin sonuglarina
gore; 24. saatin 4, 6, ve 7. konsantrasyonlar1 disinda Tamoksifen’in deinoksantinden
daha fazla anti-kanser etkiye sahip oldugu, biitiin konsantrasyonlarda ise beraber
uyguladiklarinda ayr1 ayr1 uygulanmalarindan daha iyi anti-kanser etki gosterdikleri
belirlenmistir. 48. saatte ise 24. saate kiyasla Tamoksifen, deinoksantin veya her ikisinin
daha uzun zaman zarfi igerisinde bulunduklarinda yar1 omriilerini yitirdikleri veya
molekiiler yapilarinin bozulmasi gibi ihtimallerden kaynaklanan sebeplerden canlilik

oranlarinda dalgalanmalar goriildiigi gézlemlenmistir.

flerleyen ¢alismalarda farmokokinetik c¢alismalarla deinoksantinin yar1 dmriiniin

hesaplanmasi, biyo yararlanim siiresinin belirlenmesi gerceklestirilecektir.

Sinerjik etkinin en yiiksek oldugu konsantrasyonu ve zamani bulmak i¢in hesaplanan ClI
degerlerini belirleme asamasinda; 24. saat inkiibasyonunda diger kombinasyonlara
kiyasla en iyi sinerjik etkinin 4,21 pM Tamoksifen + 3,125 uM deinoksantin
kombinasyonunun etkili oldugu gézlemlenmistir (Tablo 4.1.). En diisiik olarak tespit
edilen 0,052 CI degeri ile RT-qPCR ve ELISA ¢aligmalar1 yapilmistir.
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4,21 uM Tamoksifen + 3,125 uM deinoksantin kombinasyonunun uygulandig: biitiin
orneklerde ki RT-qPCR sonuglarina gore; BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeylerinin
belirlenmesinde, ilaglarin ayr1 ayr1 uygulanmasina gore kombinasyon sekilde
uygulanmasi ¢ok daha iyi sonuglarin elde edildigi gézlemlenmistir. BCL2 ve HER2
genlerinin ifade diizeylerini belirlemede ise uygulanan ilaglarin kombinasyonunun, tek

tek ila¢ uygulamasindan daha etkin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Gen ifade analizleri sonuglarina ek olarak yapilan ELISA c¢aligmalart da RT-qPCR
sonuglarimi destekleyecek sekilde olmustur. BAX ve Caspase-3 protein seviyelerinde
4,21 uM Tamoksifen + 3,125 uM deinoksantin kombinasyonu, BAX proteininde;
kontrole gore 31 kat ve ayr1 ayri ilag uygulamalarina gore sirasiyla 1,5;1,7 kat daha
artmis; Caspase-3 proteininde, Kontrole gore yaklasik 7 kat ve ayr ayr ilag
uygulamalarina gore sirastyla 1,25;1,8 kat daha arttigi goriilmistir. BCL2 ifade
diizeyinde 4,21 uM Tamoksifen + 3,125 uM deinoksantin kombinasyonu kontrole gore
5 kat ve ayr ayn ilaglarin uygulamalarina gore sirasiyla yaklasik 2,5;1,5 kat daha
azalmig; HER2 nin ifade diizeyinde ise 4,21 uM Tamoksifen + 3,125 uM deinoksantin
kombinasyonu kontrole gore 1,6 kat ve ayr1 ayri ilaglarin uygulamalarina gére 1,4;1,1
kat daha azaldig1 tespit edilmistir. Bu neticeler dogrultusunda kanser tizerinde etkinligi
bilinen Tamoksifen’in deinoksantin ile kombinasyonunun anti-kanser aktivitesini daha
da artirdigin1 ve hormon reseptoriine duyarli meme kanseri tedavilerinde yardimc kiir

olarak yiiksek potansiyel vaad eden bir madde olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Ilerleyen ¢alismalarda protein  seviyelerinin  Western-Blot ile  belirlenmesi,
deinoksantinin Ostrojen reseptorii {izerinde ki etkinliginin in silico ve in vitro olarak

arastirilmasi ¢caligmalarinin yapilmasi 6n goriilmektedir.
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