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OZET

Metforminin Meme Kanseri Hiicreleri Uzerindeki Etkilerinin

Arastirillmasi

Kanserlerde kemoterapdtiklere gosterilen direngte ve kanser gelisiminde
apoptozisin dnemli rolii vardir. Metforminin giivenli, ucuz, etkili ve sik kullanilan bir ilag
oldugu diisiiniiliirse, bu ilacin potansiyel apoptotik etkileri biiyiik onem arz etmektedir.
Apoptotik yolaklar, kanserlerde kemoterapdtiklere gosterilen direngte ve kanser
gelisiminde Onemlidir. Bu nedenle, meme kanseri hiicrelerinin metformin ile
muamelesinin kaspaz-3, bax ve bcl-2 protein diizeylerini ve aktivitelerini nasil
etkileyecegini planladik. Bu amagla, meme kanseri hiicre kiiltiirii yapildi. Daha sonra bu
hiicreler metformin ile muamele edilip hiicrelerdeki kaspaz-3, bax, bcl-2, wee 1 gadd153,
grp78, ve AIF protein diizeyleri ve aktiviteleri ELISA yontemiyle analiz edildi. Bu
amagla, insan meme kanseri hiicre kiiltiiri yapildi. Daha sonra bu hiicreler metformin ile
muamele edilip hiicrelerdeki kaspaz-3, bax, bcl-2, wee 1 gadd153, grp78, ve AIF protein
diizeyleri ve aktiviteleri ELISA yontemiyle analiz edildi. Calismamiz metforminin kanser
hiicrelerinin {iremesini ve proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azalttigini ve
antiapoptotik proteinleri artirdigi gostermistir. Sonug¢ olarak ¢alismamiz metforminin
insan meme kanseri iizerinde apoptotik etkileri oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Metfortmin, meme kanseri, kaspaz-3, bax, bcl-2



ABSTRACT

Invastigating of Effects of Metformine On Human Mammary Cancer

Apoptotic pathways are important for resistance to chemotherapeutics drugs and
cancer development. If metformine are thought to be safe, cheap and effective drugs, the
potentially apoptotic effects of these drugs are of great importance. Therefore we planned
to investigate kaspase-3, bax and bcl-2 protein levels and activity in metformin treated
skin cancer cells. For this propose we do culture of mammary cancer cells then these cells
will treat with metformin and it will be analyzed kaspase-3, bax, bcl-2, wee 1, gadd153,
grp78, and AIF protein levels and activity by ELISA on these cells. For this propose we
did culture of human mammary cancer cells then these cells treated with metformine and it
was analyzed kaspase-3, bax, bcl-2, wee 1, gadd153, grp78, and AIF protein levels and
activity by ELISA on these cells. Treatment of metformine increased of proapoptotic
proteins and decreased antiopoptotic protein. In conclusion our study showed that
metformine has apoptotic effen on human mammary cancer cells.

Key words: Metformine, mammary cancer, kaspase-3, bax, bcl-2



1. GIRIS

Kanserde kemoterapétiklere gosterilen direncte apoptozisin 6nemli bir rold
bulunmaktadir. Galena officinalis bitkisinden elde edilen ve diyabet tedavisinde sik
kullanilan bir molekiil olan metforminin 6zellikle meme kanserinde apoptik etkilerini
gOsteren ve tedavide tercih edilmesini destekleyen yayilar bulunmaktadir.( Cazzaniga ve
ark. 2009)

Meme kanseri, gelismis iilkelerin ¢ogunda yeni teshis edilen malignitelerin icte
birini olusturan kadmlar arasinda en sik goriilen neoplazmdir (Spitale ve ark. 2008). Ozg(il
patolojik 6zellikler ve birtakim farkli biyolojik davranislari olan oldukga heterojen bir
hastaliktir (Spitale ve ark. 2008, Tang ve ark. 2008). Farkli meme tiimori alt tiplerinin
farkli risk faktorleri, klinik prezentasyonu, histopatolojik 6zellikleri, sonuglar1 ve sistemik
tedaviye yaniti vardir (Desmedt ve ark. 2009, Iwamoto ve Pusztai. 2010, Jorge S
Reis-Filho ve ark. 2010, Sotiriou ve Pusztai. 2009). Bu nedenle, klinik olarak ilgili alt
tipler tarafindan meme kanserinin siniflandirilmas1 gerekmektedir. immiinhistokimya
(IHK) belirtecleri ile birlikte timdr boyutu, timoér derecesi, nodal tutulum, histolojik tip
ve cerrahi smirlar gibi klinikopatolojik degiskenler, prognoz, tahmin ve tedavi se¢imi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Cheang ve ark. 2009, Vallejos ve ark. 2010). 1970’li
yillarda, meme kanseri iki alt tipe ayrilmistir. Ostrojen reseptorii (OR) cevabinin olup
olmamasi bilinen tek siniflandirma yontemi olarak kabul gérmiistiir. Yeni teknolojilerin
ortaya ¢ikmast ve karmagsik timor olusumunun ilerlemesinin artmasiyla yeni
biyobelirtecler ve yeni alt tipler tanimlanmistir. Bu, bir yandan, daha dogru hastalik
yonetiminde bize yardimci olmakla birlikte, 6te yandan, meme kanseri heterojenligine

kars1 anlayisimizi karmasiklastirmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri Stmiflandirmasi

Meme kanseri siniflandirmasi yaygin olarak 2 sekilde yapilmaktadir: Molekiiler

ve Histolojik smiflandirma.
2.2. Molekiiler Smiflandirma

Molekiiler smiflandirmada esas alman kriterlere gore bu siniflandirma
dallanabilmektedir. Buna goére molekiiler smiflandirma vaka durumundaki cesitlilik
dolayisiyla farklilik da gdsterebilmektedir. Molekiiler siiflandirmada hormon ve biiyiime

reseptorleri, meme tiimorii temel molekdiler alt tiplerini tanimlar.

Meme tiimdrii molekiiler alt siniflandirmasi igin klasik olarak OR, progesteron
reseptorii (PR) ve insan epidermal blytme faktori reseptorii 2 (HER2) dahil olmak tizere
imminohistokimya (IHK) belirtecleri kullanilmaktadir (Fulford ve ark. 2006). Bu
belirtecleri test eden deneyler, patoloji laboratuvarlarinda rutin  olarak
gerceklestirilmektedir (Spitale ve ark. 2008). Bu hormon ve blylme reseptoérlerinin hiicre
biliylimesi sinyallesmesine aracilik ettigi bilinmektedir. Mesela 0Ostrojenin, meme
kanserinin gelisimini destekledigi ve Ostrojen reseptorlerine sahip meme kanseri hiicre
hatlarinin in vitro biiyiimesini uyardigi bilinmektedir (Lippman ve ark. 1976, Moon ve
ark. 1981). Meme tiimérleri, bu belirteglere gore dort temel alt gruba ayrilir. [OR + | PR +]
HER2- (OR veya PR pozitifligi olan ve HER2 negatifligi olan tiimérler), [OR + | PR +]
HER2 + (OR veya PR pozitifligi olan ve HER2 pozitifligi olan tiimorler), OR-PR- HER2
+ (OR ve PR negatifligi olan ve HER2 pozitif olan tiimérler), OR-PR-HER2- (OR, PR,
HER2 negatifligi olan tiimorler, baska bir deyisle "lg¢lii negatif"). Genel olarak,
OR-PR-timérleri (hem OR hem de PR negatif olan tumoérler), [OR + | PR 4]

tiimorlerinden (OR veya PR pozitif olan tiimérler) kiyasla daha kotii prognoza sahiptir.
2.2.1. Endokrin Reseptorler
2.2.1.1. Ostrojen Reseptori

OR, meme kanseri smiflandirmasi i¢in en dnemli ve yaygin biyobelirtectir. Ilk



olarak 1960’larda tanimlanmis ve meme kanseri klinik yOnetiminde 1970’lerin
ortalarindan beri endokrin yanitin birincil gostergesi ve erken niiks i¢in prognostik
faktor olarak kullanilmaktadir (Rakha ve ark. 2010). Meme kanserogenezinde 6nemli rol
oynayan OR’nin inhibisyonu meme kanseri endokrin tedavisinin temelini olusturur. OR
pozitif tlimorler, tiim meme kanseri hastalarmin % 75 kadarimi olusturur ve 50 yasin
altindakilerde bu oran % 65 iken 50 yasin iizerindeki hastalarda % 80 civarindadir
(Anderson ve ark. 2002). OR pozitif tiimdrler biiyiik dlgiide iyi ayirt edilebilir, daha az
agresif ve cerrahi operasyon sonrast OR-negatif olanlardan daha iyi sonuglar
verebilmektedir (Putti ve ark. 2005). OR, tek basina, hastanin uzun siireli sag kaliminm
degerlendirilmesi géz 6niine alindiginda kiiciik bir farkla sinirh prognostik deger sagladigi
halde (Lancet 2005), meme kanserinde tanimlanan en gii¢lii tek ongorebilir faktor olarak
kabul edilmistir (Lancet 2005, Oh ve ark. 2006, Sorlie ve ark. 2003). Genel olarak, OR
negatif tiimoérlerin endokrin tedavisine yanit vermesi olasi degildir ve OR-pozitif
hastalarin ancak yarisi, anti-Ostrojen veya aromataz inhibitorlerine yanit vermektedir
(Lancet 1998). OR-negatif tiimdrlerinin kiiciik bir oranmnin da hormonal tedaviye yamt
verdigi bilinmektedir (Dowsett ve ark. 2006, Esserman ve ark. 2005). OR tedavisine farkli
yanit veren OR-pozitif tiimdrlerdeki farklilik transkripsiyonel diizeyde (Dai ve ark. 2014,
Perou ve ark. 2000, Sorlie ve ark. 2003) ya da hastalar arasindaki genetik farklilik /
karmasiklik olabilmektedir (Chin ve ark. 2006, Natrajan ve ark. 2009, Natrajan ve ark.
2010).

2.2.1.2. Progesteron Reseptoru

Bir i¢ salgi tarafindan indiiklenen PR aktivasyonu aslinda aktif bir OR sinyaline
isaret eder (Horwitz ve McGuire 1975, Horwitz ve ark. 1978, Lanari ve ark. 2009, Walker
2008). Meme kanserinin % 65-75’inde PR-pozitif timorler bulunmaktadir ve birgok
calisma bu tiimorlerin meme kanseri siniflandirmasindaki klinik etkilerine dikkat
cekmektedir (Colomer ve ark. 2005, Elledge ve ark. 2000, Ravdin ve ark. 1992, Ryden ve
ark. 2005, Stendahl ve ark. 2006). Bununla birlikte, PR nin endokrin terapotik yanitla
ilgili OR Uzerindeki 6ngorici roliinii destekleyen kanit eksikligi nedeniyle birgok
arastrmaci tarafindan smiflandirmadaki rolii sorgulanmustir (Lancet 1998 ve 2005,
Olivotto ve ark. 2004). PR-pozitif timorler nadiren OR-negatiftir (Olivotto ve ark. 2004)
ve kullanilan yontemin hassasiyetine gore bu oran % 0.2- 10 arasindadir (Allred 2008, de
Cremoux ve ark. 2002, Rakha ve ark. 2010, Viale ve ark. 2007, Yu ve ark. 2008). Bu



nedenle, OR-negatif bir vakada giiclii PR pozitifligi, hastaya rutin pratikte de siklikla
karsilasilan yanlis OR-negatif sonucu verilmesine neden olabilmektedir (Allred 2008).
OR-pozitif tiimérlerin yaklasik %40°1 PR-negatiftir (Rakha ve ark. 2007). Ozellikle
tamoxifen tedavisi goren metastatik timorlerde (Elledge ve ark. 2000, Ravdin ve ark.
1992), OR+ PR- tiimorleri, OR + PR + tiimdrlere gore endokrin tedavisine daha az yanit
vermektedir. OR-pozitif tiimorlerde PR ekspresyonunun olmamasi, daha sonradan
tamoxifen direncine de sebep olmasi muhtemel bozulmus biiyiime faktorii sinyallesmesini
diistindiirebilir (Arpino ve ark. 2005, Bardou ve ark. 2003, Rakha ve ark. 2007). PR
geleneksel olarak meme tiimorii alt tiplemesinde OR ile birlikte kullanilir, yani OR + PR
+, OR + PR-, OR-PR +, OR-PR- olarak smiflandirilir. Cift pozitif grup (OR + PR +),
meme timorlerinin % 55-65’ini olusturur (Anderson ve ark. 2001, Dunnwald ve ark.
2007, Rakha ve ark. 2007) ve bunlarin % 75-85’i endokrin tedavisine yanit vermektedir
(Dowsett ve ark. 2006). Diger alt gruplarla karsilastirildiginda, bu tiimérler yashilik, diisiik
histolojik derece, daha kiglk timor boyutu ve daha disik Olim orani ile
iliskilendirilmislerdir. Cift negatif grup (OR-PR-) timarlerin %18-25’ini olusturur ve
bunlarin % 85'i histolojik derece 3’tiir. Bu tiimorler daha yiiksek niiks orani, azalmis sag
kalim stiresi ile iliskili olup endokrin tedavisine cevap vermemektedir (Anderson ve ark.
2001, Bardou ve ark. 2003, Elledge ve ark. 2000, Ravdin ve ark. 1992). OR ve PR’nin
eszamanli negatifligi olan tiimorlerde, genel olarak, preoperatif taksan/antrasiklin bazli
tedavide iyi yanit alinabilmektedir (Maggie CU Cheang ve ark. 2009, M Dowsett ve ark.
2006). Bir¢ok kanit, bu siniftaki tiimorlerin oldukga heterojen oldugunu (Weigelt ve Reis-
Filho 2009) ve HER2 gibi diger belirteclerin durumuna gore bircok alt gruba
ayrilabilecegini gostermektedir (Sorlie ve ark. 2001, Sorlie ve ark. 2003). Meme kanseri
hastalarinin tek pozitif fenotipli gériinme sikliklar1t OR + PR- igin % 12 -17 (Anderson ve
ark. 2001, Dunnwald ve ark. 2007, Rakha ve ark. 2007), OR-PR + icin ise % 0.2-10
arasindadir. Cift pozitif tiimorlerle karsilastirildiginda, bu kanserlerde daha yiiksek
histolojik derece, daha biiylik tiimdr boyutu ve kromozomal andploidi olma olasilig1 daha
artmustir ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EBFR) ve HER2 gibi proliferasyonla
iligkili genlerin ekspresyonunu daha yiiksektir (Arpino ve ark. 2005, Rakha ve ark. 2007).
Tek hormon reseptorii pozitifligi olan tiimdrler, sadece hormonal manipulasyona % 40
yanit vermekle birlikte (M Dowsett ve ark. 2006), aslinda, endokrin tedavisine, ¢ift pozitif
hormon reseptorleri barindiranlara gore daha az iyi yanit verirler (Bardou ve ark. 2003,

Ravdin ve ark. 1992), Tek pozitif grubun, ¢ift pozitif ve ¢ift negatif grup arasinda kalan



biyolojik ara smif 6zelligi gosterdigi bilinmektedir (Blenkiron ve ark. 2007, Rakha ve ark.
2007, Sundblad ve Caprarulo 1996). Alt tiplemede reseptor durumunun tanimlanmasi igin
ikili gosterimin yani pozitif ve negatifin kullanilmasi1 yerine, tiimdrlerin endokrin
tedavisine yamtmi dngdrmek icin OR ve PR ekspresyon seviyeleri kullamlmaktadir
(Goldhirsch ve ark. 2007). OR + PR + tiimérleri iki kategoride degerlendirilmektedir,
yani, hem OR hem de PR'yi asir1 eksprese eden tiimdrler (OR> %50 ve PR> %50) ya da
her iki reseptdr seviyesini de diisiik eksprese eden tiimérler (%10 <OR < %50 veya PR <
%50). Tlk kategorinin hormon tedavisine son derece duyarli oldugu ve ikinci grupta ise
endokrin yanitinin olmadig1 bildirilmistir. Ote yandan, OR- / PR- grubu (OR < %10 ve PR
< %10), endokrin tedaviden fayda gdrememektedir (Goldhirsch ve ark. 2007). Bir meta
analiz, 5 yillik tamoksifen tedavisinin kadinlardaki etkisinin OR diizeyiyle orantili
oldugunu gdstermektedir (Lancet 1998). Stendahl ve ark. klinik pratiginde hem OR hem
de PR’nin iki zit gruba ayrilmis immiinohistokimyasal degerlendirmesinden ziyade
parcalara ayrilmig bir kullanimini 6nermektedir (Stendahl ve ark. 2006). Birlikte ele
alindiginda, birlesik OR ve PR degerlendirmesi, meme kanseri varyantlarini tek basina
kullanmaktan daha iyi ayirt edebilmektedir. iki reseptdr tarafindan siniflandirilan meme
kanseri alt tipleri OR + PR +, OR + PR-, OR-PR +, OR-PR- olarak degerlendirilirken;
tumor boyutu, timoér derecesi, hormonal tedaviye cevap, tedavi sonrasi sag kalim siiresi
diisiiniildiigiinde OR + PR + en uygun ve OR-PR- en agresif kanserler olarak siralanabilir
(Anderson ve ark. 2001, Arpino ve ark. 2005, Bardou ve ark. 2003, Dowsett ve ark. 2005,
Dunnwald ve ark. 2007, Elledge ve ark. 2000, Rakha ve ark. 2007, Ravdin ve ark. 1992).

2.2.1.3. HER2

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

diigiimii)-pozitif olanlarda negatif olan hastalara gore daha yuksektir.

HER2 pozitifligini sorgulamak, trastuzumabin ileri tiimorlere uygulanmasi veya



potansiyel HER2-pozitif erken evre hastalara adjuvan tedavi uygulanmasindan 6nce rutin
bir klinik uygulama olarak kullanilmistir (Piccart-Gebhart ve ark. 2005). HER2
pozitifliginin varlig1 yine Anthracycline temelli kemoterapi tedavisine iyi yanitla
iliskilendirilmistir (Thor ve ark. 1998, Wood ve ark. 1994). HER2 pozitifligi, endokrin
tedavilere mutlak direncle iliskili degil, goreceli olarak iligkilidir (Konecny ve ark. 2003),
ki bu da HER2’nin OR / PR ekspresyonuyla ters iliskisiyle tutarlidir (Quenel ve ark.
1995). Yukarida belirtilen tedavilere ve stratejilere ragmen, HER2, HER2 proteininin i¢
tirozin kinaz kismini1 hedefleyen lapatinib ve asilar da dahil olmak iizere cesitli yeni kanser

terapilerinin 6nemli bir hedefidir.

Bu ii¢ reseptérin (OR, PR ve HER2) iki fazli immiinohistokimyasal
degerlendirmesini kullanarak, meme tiimérleri [OR + | PR +] HER2 -, [OR + | PR +]
HER2 +, OR-PR-HER2 + ve OR-PR-HER2- olarak smiflandirilabilir. [OR + | PR +]
HER2- ve [OR + | PR +] HER2 +, gen ekspresyonu profilleme (GEP) isimlendirmesi ile
tanimlanan limen A ve limen B tiimorlerine benzerdir (Carey ve ark. 2006, Matos
Dufloth ve ark. 2005). Bununla birlikte, IHK ve GEP siniflandirmas1 arasindaki boyle bir
doniistim tizerinde hala fikir ayriliklar1 bulunmaktadir. Klinik 6ncesi ve klinik veriler,
HER2’nin asir1 ekspresyonunun, OR + veya PR + tiimdrlerde hormonal tedaviye kars
i¢csel direng sagladigini gdstermektedir; bu da, [OR + | PR +] HER2 + tiimérlerinin, tek
ajanlik hormon terapisinden ¢ok fayda saglayamayacagina isaret etmektedir. [OR + | PR
+] HER2 + postmenopozal hastalarda hormon tedavisini ve hedefe yonelik anti-HER2
tedavisini birlestiren randomize klinik ¢alismalardan elde edilen sonuglar, bu yeni ¢ift
hedefleme stratejisinin hasta saghigimi 6nemli Ol¢iide diizeltebildigini gostermektedir
(Cuzick ve ark. 2009). Konecny ve ark. HER2 ekspresyonunun OR ile ters orantili
oldugunu ve [OR + | PR +] HER2 + tiimérlerdeki hormon tedavisine direncin [OR + | PR
+] HER2- alt tipi ile karsilastirildiginda kismen azalmasini, azalmis OR ya da PR
ekspresyonuyla ya da OR ve PR de HER2’den daha fazla proliferasyon hiziyla
iliskilendirmislerdir (Konecny ve ark. 2003). Diger calismalar, [OR + | PR +] HER2 +
meme kanserinin anti-HER2 terapisinin kemoterapiyle birlikte daha fazla fayda

saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Hu ve ark. 2006).

Patolojik tam yanitin meme bdlgesinde ve en yakin aksiller lenf nodu bdlgesinde
rezidiiel invazif kanserin yoklugu olarak tanimlanan (Nikas ve ark. 2012) basarisina

bakilmaksizin [OR + | PR +] HER2 + tiimdrlerinin iyi prognoza sahip oldugu, buna



karsilik OR-PR-HER?2 + ve OR-PR-HER2-fenotipindeki hastalarm prognozunun en kotii
oldugu gosterilmistir (Lehmann ve ark. 2011). Hayes ve ark. HER2 + tiimorlerinin,
OR-statiisiinden bagimsiz olarak, OR-HER2-tiimérlerinin bu tir tedaviden az fayda
saglamasma ragmen, doksorubisin ve siklofosfamid ile adjuvan tedaviden sonra
paklitaksel ilavesinden yararlandiklarini gdstermislerdir (Hayes ve ark. 2007). Mevcut
tiim kanitlar, [OR + | PR +] HER2 tiimdrlerinin hormon tedavisine en iyi prognoza ve
yanita sahip oldugunu gostermektedir. OR-PR-HER2 + ve OR-PR-HER2- tiimérleri kot
diferansiye, agresif davranis ve kotli sonug gosterirler ve hormon tedavisine ¢ok az yanit

verirler,
2.2.1.4. Androjen Reseptoru (AR)

OR, PR ve HER2 yami sira, androjen reseptdrii (AR) de meme kanseri alt
smiflandirmasinda kullanilmaktadir. AR, OR-pozitif timérlerin % 90’mda ve OR- negatif
tumorlerin % 55’inde eksprese edilen yaygin seks steroid hormon reseptoriidiir (Hu ve
ark. 2011 ). Meme kanserinde potansiyel bir prognostik belirtec ve terapotik hedeftir.
HER2 ile benzer bir rol oynar gibi gorinmektedir. Lakis ve ark. OR-PR-timorleri
OR-PR-AR + ve hormon reseptor negatif (OR-PR-AR-) Kkarsinomlar olarak
siniflandirmislardir (Farmer ve ark. 2005, Lakis ve ark. 2014) ve OR-PR-HER2+ ile
OR-PR-AR+ tiimérler arasinda belirgin bir 6rtiisme gdzlenmistir. OR-PR-AR+ fenotip
tim meme kanseri vakalarmm % 13.2°sini olusturur ve genellikle KI67 + ile
karakterizedir (Lakis ve ark. 2014). Hastanin relaps ve Olumiyle ilgili OR-
PR-tiimérlerinin yiiksek riskine ragmen, OR-PR-AR+ tiimérleri [OR + | PR +] timorler
ile karsilastirilabilir derecede iyi hasta sonuglarma sahiptir (Farmer ve ark. 2005, Lakis ve
ark. 2014). Birlikte ele alindiginda, klasik meme kanseri molekdler alt tipleri, en énemli
kanser belirtecine gore, yani, "proliferatif sinyallesmeyi siirdiirme" ye gore, hormonal ve
biiyiime reseptorleri tarafindan tanimlanmaktadir. Proliferatif sinyallere karsi azalmis
yanit ile meme kanserlerinin agresifligi artmakta ve mevcut hedefe yénelik muhtemel
farkli tedavi sayismi azaltmaktadir. Ug hormonal reseptér (OR, PR, AR) ve HER2
arasinda OR, meme tiimorlerini proliferasyon kabiliyetleri (proliferatif sinyallesmenin

stirdiiriilmesi) ile ilgili olarak ayirt etmede belirleyici bir rol oynamaktadir.
2.2.2. Proliferasyon Belirtecleri
Hormonal reseptdrlerden daha ¢ok kabul goren proliferasyon belirtecleri, meme

tiimdr siiflandirmasinda 6zellikle [OR + | PR +] HER2-tiimérlerinde kullaniimaktadir.
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Hucre proliferasyonunun artmasmin meme kanseri hastalarinda klinik sonucun 6nemli bir
belirleyicisi oldugu yaygim bir sekilde kabul edilmektedir (van Diest ve ark. 2004). CMF
(siklofosfamid, metotreksat, 5-florourasil), taksan ve antrasiklin bazli tedavileri igeren
kemoterapi ajanlar1 hiicre bolinmesi veya DNA sentezini etkilemektedir. Boylelikle,
proliferasyon ve konvansiyonel THK belirteclerinin es zamanli degerlendirmesi, tek
basina IHK kullanmaktan daha fazla Ongorii ve daha kesin klinik ¢ikarmmlar

saglayabilmektedir.
2.2.2.1. KI67

Agirlikli olarak normal hiicre dongiisii igerisindeki KI67, meme kanserinde en
yaygin kullanilan proliferasyon belirtecidir (Colozza ve ark. 2005). KI67, neoadjuvan
yanit1 (Ellis ve ark. 2008, Viale ve ark. 2008) veya meme kanseri i¢in adjuvan kemoterapi
(OR-pozitif tumorler icin endokrin tedavisi) sonucunu tahmin etmek icin
kullanilmaktadir. Chang ve ark. meme tiimérlerini siniflandirmak i¢in OR, PR ve
HER2'ye ek olarak KI67 kullanmislar, burada [ER+ | PR+] tiimorler KI67 ve HER2 nin
ekspresyonuna dayanarak U¢ prognostik olarak farkl alt smiflara ayrilmiglardir (Cheang
ve ark. 2009). Calismalarinda [ER+ | PR+] HER2-timorleri [ER+ | PR+] HER2-KI67- ve
[ER+ | PR+] HER2-KI167 + olarak smiflandirilmislardir.

2.2.2.2. TOP2A

Topoizomeraz 1l alfa (TOP2A), cift iplik¢ikli DN A'nin kopmasini ve birlesmesini
katalize ederek, DNA siiper sarmallarinin gevsemesine yol agan bir proteindir (Nielsen ve
ark. 2008). DNA replikasyonu, transkripsiyon, kromozom yapisi, kondensasyon ve
segregasyon (Nielsen ve ark. 2008) gibi bir dizi temel nikleer proseste énemli rol
oynayarak hiicre proliferasyonunu biiyiik 6l¢iide etkiler. TOP2A ekspresyonu KI67 ninki
ile iligkili olup (Cardoso ve ark. 2004) TOP2A 'daki sapma, HER2- fenotipindeki meme
kanserinde siklikla bulunur ve bu tiimorlerin yaklasik %30-90'm1 olusturur. Antrasiklin
temelli kemoterapiye yanitin artmis olmasi ile iliskili olan anormalliklerle birlikte
potansiyel bir biyobelirtec olarak gosterilmektedir (Ejlertsen ve ark. 2010, Nielsen ve ark.
2008).

2.2.2.3. Hiucre Dongusu Genleri

KI67'den baska, diger proliferasyon belirtecleri de, [ER+ | PR+] tumdrlerini

ayirmada Onemini ortaya koymustur. Asir1 ekspresyonu varliginda katii klinik sonuglarin



prognostik oldugu proliferasyonun hiicre dongiisii genleriyle iligkili oldugu bilinmektedir.
Proliferasyon belirteglerinin asir1 ekspresyonu, [ER+ | PR+] HER2- tlimorlerinde

proliferatif sinyallesmeyi stirdiirmeyi hizlandirarak daha koétii klinik sonuglara yol agar.
2.2.3. Invazyon ve Metastaz Aktivasyonu
2.2.3.1. Bazal Belirtegler

OR-PR-HER2-timorleri, hedefe yonelik tedavilerin eksikligi ve agresif klinik
davranislar1 géz Oniine almdiginda, meme tiimorleri arasindaki en uygun alt tiplerden
biridir. Bu hastalar, davranislari, sonuglar1 ve terapotik olarak farkli olan en az iki ayr1
molekiil sinifina, yani bazal fenotip ve bazal olmayan OR-PR-HER2 timérlerinde
siiflandirilmistir (Carey ve ark. 2006, Hennessy ve ark. 2009, Matos ve ark. 2005, Rakha
ve Ellis 2009, Rakha ve ark. 2009). Bazal tiimérlerin tanimlanmasi igin sayica ¢ok bazal
IHK belirtegler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en yaygm olarak kabul edilenler
arasinda sitokeratinler (CK) 5/6, 14, 17, 8/18 ve EGFR bulunmaktadir (Carey ve ark.
2006, Cheang ve ark. 2008, Fulford ve ark. 2006, Matos ve ark. 2005, Rakha ve ark. 2007,
Rakha ve Ellis 2009, Rakha ve ark. 2009). Bazal alt tiplerini tanimlamak i¢in bu bazal
belirteglerin ¢esitli kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bazal alt tipin en pragmatik ve genis
kabul gdrmiis tanim1 CK5 / 6 ve EGFR'nin pozitif ekspresyonunun gozlendigi OR-PR-
HER2- timorlerdir (Carey ve ark. 2006, Cheang ve ark. 2008). Rakha ve ark. OR-PR-
HER2- kanserlerinin bazal tlimorlerini karakterize etmede CK5 / 6, CK14, CK17 ve
EGFR kullanimin1 6nermektedirler (Rakha ve ark. 2009). Matos ve ark., P-kaderin, TP63
ve CK5’in kombine degerlendirmesinin OR-PR-HER2- tuimoérlerin bazal alt tipinin
immiinoprofilleme yoluyla ayirt edilmesinde etkili oldugunu gostermislerdir (Matos ve
ark. 2005). Sitokeratinler de tek basina bazal alt tipi tanimlamak i¢in kullanilmaktadirlar.
Ornegin, CK5 / 6 ve CK14, bazal alt tipi tammlamada birlikte degerlendirilmis (Rakha ve
ark. 2007) tek basma CK14’{in, bazal karsinom ile gliglii bir sekilde iligkili morfolojik
ozellikler gosteren meme tlimdorlerinin bir kismmi tanimladigr bildirilmistir (Fulford ve
ark. 2006). Uclu negatif meme tiimérii siniflandirmasinda bazal belirteclerin gesitli
inkliizyonlarma ragmen, bu sinifin belirtegleri kanserle iligkilidir. Son ¢aligmalar,
sitokeratinlerin, P-kaderin ve vimentinin kanserogenez ve metastaz ile yakindan iligkili
oldugunu  gdstermistir.  Sitokeratinler,  epitelyal dokunun intrasitoplazmik
sitoskeletonunda keratin igeren ara filamanlarin proteinleridir. Vimentin mezenkimal

hicrelerin major ara filament proteinidir (Pan ve ark. 2010). Sitoiskelet proteinler



(sitokeratinler dahil) ve hiicre adezyon molekulleri (P-kaderin gibi) arasindaki etkilegimi
diizenler ve boylelikle timor hucrelerinde hicre adezyonu, migrasyon, invazyon ve hiicre
sinyal transdiiksiyonuna katilir (Pan ve ark. 2010). Meme kanserlerinin % 10-25’ini
olusturan bazal tiimérler (Perou 2011), diger OR-PR- HER2-meme tiimérlerinden daha
kot prognoza sahiptirler. Bu iki alt tip farkli molekiiler ve biyolojik 6zelliklere sahiptir ve
neoadjuvan kemoterapiye yanitlarinda farklilik gosterirler (Fan ve ark. 2006). Birden fazla
bazal keratin ekspresyonu olan tiimdorlerin islev bozuklugu olan BRCA1 yoluna sahip
olma olasiliklar1 daha yiiksektir (Turner ve ark. 2007). Bununla uyumlu olarak, diger
birka¢ calisma da BRCA1 mutasyonu lizerindeki bazal keratinlerin prediktif degerini
dikkat gcekmektedir (Maro ve ark. 2009, Quach ve ark. 2009). Bazal belirtegler esas olarak
OR-PR-HER2-tiimérleri ve dzellikle de bazal alt tip olarak eksprese edilmesine ragmen,
hormonal reseptor pozitifligi olan tiimdrlerin kiiciik bir yiizdesi de bazal belirteg
ekspresyonu gosterir (yaklasik % 1- 18 [OR+ | PR+] tiimérler). Bu durum, bu hastalarm
luminal veya bazal tiimorlere ait olup olmadig1 ve buna karsilik gelen tedavinin nasil
verilmesi gerektigi sorularma yol agmustir. Bazal belirteg ekspresyonu olan [OR+ | PR+]
tumorlerin  konvansiyonel luminal timorlerden daha kotl prognoz sergiledikleri
gozlenmistir (Rakha ve ark. 2010). Bu, liimen B ve bazal meme tiimorleri arasinda
potansiyel bir baglanti olabilecegini diisiindlirmektedir (Sorlie ve ark. 2001, Sorlie ve ark.
2003). Bunun yani sira, bazal belirteglerin, HER2 pozitif tlimorlerin kiiglik bir oraninda
mevcut oldugu da bildirilmektedir ki bunlar Herseptin tedavisine klasik HER2+
tiimdrlerden daha az yanit vermektedirler (Harris ve ark. 2007). Uclii negatif timorlerin
zayif prognozu, ‘aktive eden invazyon ve metastaz’ isareti ile iliskilidir. Bazal belirtegler
dahil edildiginde tiimor smiflandirmasinda sergilenen belirsizlikler, bir zamanlar 'aktive
edici invazyon ve metastazda aymrt edici 6zelligi baridiran meme tiimorlerinin, bir kez
daha kotii prognoz (bazal belirtegli luminal tiimorler) veya ilag direnci sergiledigini

diistindiirmektedir.
2.2.3.2. Kok Hucre Belirtecleri

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), hareketli, ¢ok kutuplu veya ig sekilli
mezenkimal hiicrelerden epitel denilen kutuplasmis hiicrelerin diizlemsel dizilerine gegisi
iceren tersine cevrilebilir bir biyolojik islemdir. EMT, metastaz i¢in gerekli bir islemdir.
EMT’nin belirtecleri, VIM, SNAI1, SNAI2, TWIST1,TWIST2, ZEB1, ZEB2, CDH1,
CLDNS3 (klaudin 3), CLDN4 (klaudin 4), CLDN7 (klaudin 7)’dir (Palmer ve ark. 2006,
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West ve ark. 2005). Klasik olarak kok hiicre belirtegleri olarak kabul edilen molekuller
arasinda CD44, CD24, EpCAM, CD10, CD49, CD29, MUCI1, THY1 ve ALDHI1Al
bulunur (Creighton ve ark. 2009). Bu belirtegler tarafindan saglanan iki grup meme
timord, yani, klaudin-diisiik ve metaplastik meme kanseri, OR-PR-HER?2 tiimorlerinden
daha farkli olarak ayrilabilir. Her iki alt tipte de tiimor 6zellikleri, genomik bozukluklar,

ila¢ yanit1 ve klinik sonuglarla ilgili birgok benzerlik vardir.

Bunlar, EMT belirtecleri i¢in zenginlestirilmis ve kok hiicre karakteristiklerini gosteren
GATA3 geni ile diizenlenmis ve hiicre-hiicre adezyon genlerinin diisiik ekspresyonu ile
karakterize edilmektedirler (Hennessy ve ark. 2009, Prat ve Perou 2011). Her iki meme
tumora alt tiplerinin, EMT ve kok hiicre belirtegleri ile anlamli bir benzerligi olmasina
ragmen, metaplastik meme kanseri, PIK3CA, AKT veya KRAS mutasyonlarma sahip
oldugu i¢in klaudin-diisiik tiimorlerden farklidir (Hennessy ve ark. 2009).

2.2.3.3. Matriks Metalloproteinaz 2 ve 9

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

patolojik doku-yeniden modelleme islemlerinin merkezinde bulunur.

Meme kanserinde, uzak metastazlar baglica 6liim nedenidir. Uzak metastaz
olusumundaki temel siireg, tiimor hiicrelerinin lokal dokuya ve oradaki kan damarlarni
isgal etmesine ve boylelikle yeni metastatik formasyonlar olusturmasina izin veren hicre
dis1 matrisin par¢alanmasiyla baglamaktadir. Bu islem esas olarak tiimor tarafindan
salgilanan proteinazlarm aktivitesinden etkilenir. Giiniimiizde en az dort proteinaz sinifi
bilinmektedir: Serin proteinazlar, Aspartatik proteinazlar, Sistein proteinazlar ve
MMP’ler (Nagase ve ark. 2006, Page-McCaw ve ark. 2007; Stamenkovic 2000). Toplu
olarak, bu proteinazlar, ECM’nin tiim bilesenlerini parcalayabilir. Fizyolojik kosullar
altinda (0rnegin, doku yeniden sekillenmesi, anjiyogenez, oviilasyon, yara iyilesmesi),
proteolitik yikim ve proteolizin diizenleyici inhibisyonu arasinda kesin bir diizenleme
vardir (Garbett ve ark. 2000, Nagase ve ark. 2006, Page-McCaw ve ark. 2007,
Stamenkovic 2000). Bu fizyolojik denge kanser varliginda bozulmaktadir. MMP’ler
hemen hemen her tip kanserde diizenlenir ve bunlarin ekspresyonu genellikle hastalar i¢in
kotu prognozla iliskilidir (Curran ve ark. 2004, Forget ve ark. 1999). Yapilan

caligmalarda, MMP’lerin ekspresyonunun ve ilerlemesinin meme kanserinin ileri
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evresine, tiimor hiicrelerinin invazyonuna ve metastatik olusumlarin olusturulmasina bagh
oldugu gosterilmistir (Duffy ve ark. 2000). MMP’ler yapisal ve fonksiyonel olarak
birbirine benzeyen endopeptidaz ailesidir. Bunlar, MMP-11 disinda, inaktif zimogenler
olarak salgilanir ve diger aktive edilmis MMP’ler veya serin proteazlar (6rnegin tripsin,
plazmin, kallikrein) (Nagase ve ark. 2006, Page-McCaw ve ark. 2007, Stamenkovic 2000)
tarafindan hiicrenin disinda aktive edilir. Aktivasyonlart i¢in, propeptid alanin proteolitik
olarak c¢ikarilmas1 gereklidir. Bu, MMP’lerin katalitik alanma erigim saglar.
Aktiflestirilmis MMP'ler tarafindan ECM’nin pargalanmasi, tiimor hiicrelerinin istilasini
ve ayrica ECM bagli biiyiime faktorlerinin (6r. Insiilin benzeri bilyiime faktdrleri ve
fibroblast biiyiime faktorleri) salinmasini kolaylastirir. Yine, ortaya ¢ikan ECM-protein
fragmanlarinin bir kismi (Laminin-5 veya kolajen tip [V iin b6liinmesi gibi) yeni biyolojik
fonksiyonlar kazanarak farkli hiicre tiplerinin gogiinii 6nleyebilen kriptik bolgelerinin
ortaya ¢ikarilmasmna neden olur (Nagase ve ark. 2006, Page-McCaw ve ark. 2007,
Stamenkovic 2000). Halihazirda, insanlarda MMP ailesinin 23 iiyesi bilinmektedir.
Substrat Ozgiinliigline gore, bunlar alt1 alt smifa ayrilir: kolajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, matrizinler, membran-tipi MMP’ler ve digerleri (Nagase ve ark. 2006).
Yakin zamana kadar, gogu arastirmaci, tip I'V kolajeni yikabilen iki jelatinazin -72 kDa tip
IV kolajenaz (MMP-2, jelatinaz A) ve 92 kDa tip IV kolajenaz- ekspresyon profilleri
Uzerine odaklanmustir (Iwasaki ve ark. 2002). Tip IV kolajen, epitelyal hiicreleri hemen
altindaki stromadan ayiran bazal membranlarda bol miktarda bulunur. Bu subendotelyal
taban zarmin yikilmasi, kanser hiicrelerinin intravazasyonu ve ekstravazasyonuna dogru
ilk adimdir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin aromataz-inhibitor letrozol ile in vitro
tedavisinde, MMP-2 ve -9 seviyelerinin etkili bir sekilde azaldigi gozlendi ve bu
inhibitoriin hem meme kanseri biiyiimesini hem de invazyonu baskiladigimi diistindiirdi
(Mitropoulou ve ark. 2003). Yine farkli meme kanseri ¢alismalarinda, Northern blot
analiziyle normal meme dokusuna kiyasla MMP-9 ve -11 ekspresyonlarinda
(Kossakowska ve ark. 1996) ayni teknikle bagka bir ¢aligmada artrms MMP-2, -7, -9 ve
-11 ekspresyonlar1 gozlenirken (Pacheco ve ark. 1998), ELISA teknigi ile gergeklestirilen
bagka bir ¢alismada MMP-1 ve -9 protein igerigi tespit edilmistir (Przybylowska ve ark.
2006). Substrat zimografisi kullanilarak gerceklesen bagka bir caligmada ise MMP-1, -2,
-3 ve -9, saglikli numunelere kiyasla tiimdr dokularinda daha yiiksek bir aktivite
gostermistir (Garbett ve ark. 2000). Bu baglamda, meme kanseri hastalarinin kanser

dokularmda MMP-2’nin artan ekspresyonuyla hayatta kalma oraninin azalmasi arasinda
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bir korelasyon (Talvensaari-Mattila ve ark. 1998) ve ayrica meme kanseri dokularinda
MMP-9 seviyelerinin artmasi ile tiimor derecesi arasinda bir iligki (Li ve ark. 2004)
tanimlanmustir. Kisacasi, ¢ok erken evre meme kanserinde MMP-2 eksprese edilmekte ve
tiimor olusumuna yol agan ilk olaylara katkida bulundugu disiliniilmektedir (Garbett ve
ark. 2000). Normal yetiskin meme dokusunda biiyilk oranda MMP-2 yoktur, ancak
fibroadenomlar (Curran ve ark. 2004) gibi bazi iyi huylu tiimorlerde eksprese edilir.
Ekspresyonu, tumor derecesinin artmasiyla daha tutarli hale gelir ve MMP-2
immiinoreaktivitesinin, meme kanseri hastalarinin azalmis sag kalim siiresinin bagimsiz
bir 6n gostergesi oldugu bulunmustur (Duffy ve ark. 2000, Forget ve ark. 1999). MMP-9,
ayni zamanda, insan meme karsinomu dokusunda yiiksek oranda eksprese edilir ve lenf
nodu metastazi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Iwasaki ve ark. 2002). Cogu durumda,
bu iki MMP malign epitelyum tarafindan iiretilmemektedir, bunun yerine etraftaki timor
stromasi tarafindan tretilmektedirler: In situ hibridizasyon deneyleri MMP-2’nin
cevreleyen tiimor hiicre kiimeleri fibroblastlari tarafindan sentezlendigini géstermektedir.
Birka¢ grup, tiimor invazyonuna komsu olan stromalarda segici protein ekspresyonu
bildirmistir (Forget ve ark. 1999). Meme kanserinde MMP-9 mRNA da timor
stromasinda lokalize olmakla birlikte, ekspresyonu daha fazla bolgesel olma egilimindedir
(Mitropoulou ve ark. 2003). Her iki ekspresyon paterni, tamor hicreleri ve stromal

ortamlar1 arasinda karsilikli iliski oldugunu goéstermektedir

2.2.4. Bagisikhk Sisteminin Isgal Edilmesi
2.2.4.1. immiin yamt genleri ER-PR-HER2-tiimérlerini kurtarir

Interferonla diizenlenen genlerin asir1 ekspresyonuyla karakterize olan,
interferonca zengin alt tip OR-PR-HER2-tiimorlerinden yakin zamanda, tanimlanmistir
(Hu ve ark. 2006, Teschendorff ve ark. 2007). Bu timérler meme tiimorii olgularinin
yaklagik % 10’udur (Hu ve ark. 2006). Bu alt-tipin tiimérlerini diger OR-PR-HER2-
kanserlerinden ayiran, interferonla diizenlenmis genler arasindaki STAT1 ve SP110°dan,
STATI1 'in interferonla diizenlenmis gen ekspresyonuna aracilik eden transkripsiyon
faktorii oldugu (Hu ve ark. 2006) ve SP110’un ise prognostik degere sahip oldugu
bildirilmistir (Teschendorff ve ark. 2007). Interferonca zengin meme tiimérlerinin
relapssiz (hastalk niiksetmeden) sag kalimi, bazal kanserler (OR-PR- HER2 + ile
karsilastirilabilir) ve luminal A tiimorleri arasinda bir yerdedir ve luminal B timdrleriyle

karsilastirilabilir (Hu ve ark. 2006). Bu durum da tiimorlerin bagisiklik sistemini daha
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kolay atesledigini ve bdylece hastalarin daha iyi sonu¢ ve daha uygun terapotik

stratejisiyle degerlendirilebilecegini diisindiirmektedir.
2.2.5. Hiicre Olimiine Direng Gosterme
2.2.5.1. BCL2 tumdr prognoz sonucu ve tahmini tzerinde gift rol dGstlenir

BCL2 proteini, gesitli in vitro ve in vivo deneylerde dogrulanmis olan bir apoptoz
baskilayicidir (Henderson ve ark. 1991, McDonnell ve ark. 1989). ifadesi TP53 ile ters
orantili, fonksiyonu bir TP53 mutasyonu ile degistirilebilir (Haldar ve ark. 1994).
BCL2’nin prognostik degeri bir¢ok c¢alisma ile arastirilmistr (Hwang ve ark. 2012,
Joensuu ve ark. 1994). Orta ve gicli BCL2 ekspresyonunun (BCL2 + tumarleri olarak
kisaltilmis), diisiik mitotik sayim, diisiik S-faz1 fraksiyon biiytikligi, diisiik katepsin D
ekspresyonu, yiiksek histolojik farklilasma derecesi, p53 ekspresyonu ve tiimor nekrozu
olmamas1 gibi bircok olumlu prognostik 6zellik ile yogun bir sekilde iligkili oldugu
bulunmustur. Ayrica, BCL2 + tiimorleri olan hastalar, kisa vadeli fakat benzer uzun
donem meme kanserine 0zgi o6limlerde BCL2-tiimoérleri tasiyanlara kiyasla daha
avantajlidir (Joensuu ve ark. 1994). OR-PR-HER2-meme tiimorleri icin BCL2’nin
prediktif degeri oldugu, ER-PR-HER2- BCL2- hastalarinda antrasiklin bazli tedavinin
basarili oldugu bulunmustur (Abdel- Fatah ve ark. 2013).

2.2.6. Genom Mutasyonlar ve Diizensizligi
2.2.6.1. TP53 disfonksiyonu tiimoriin ila¢ direncini artirir

Timor baskilayic1 TP53, hiicre proliferasyonunu, hiicre sag kalimi, apoptoz ve en
onemlisi genomik biitiinliigli kontrol eden birgok hiicresel sinyallesmede kritik bir rol
oynar (Haldar ve ark. 1994, Olivier ve ark. 2006). Hiicreler, DNA hasari, hipoksi ve
onkogen aktivasyonu gibi stres kosullarmi tecriibe ettiginde genomun bir kapicis1 olarak
gorev yapar. Boylece, TP53 eksikligi, genomik diizenin engellenmesi nedeniyle hasarli
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol agabilir ve bu da daha artan bir mutasyon hizina yol
acar. Tiimorlerin yaklasik % 25-30’unda TP53 geninde mutasyon vardir (Borresen- Dale.
2003). Bu durum, tiimor biiyiikliiglinden, lenf nodu durumundan ve hormon reseptor
iceriginden bagimsiz olarak meme kanserinde 6nemli bir prognostik belirte¢ olarak rapor
edilmistir (Olivier ve ark. 2006). TP53 ve PR arasindaki bir etkilesim ortaya “¢ikmakta
olup, TP53-PR tiimérlerinin tiim meme kanserleri arasinda en kotii prognozla iliskili

oldugu, p53 mutasyonunun tamoksifene karsi meme kanseri yanitini olumsuz yonde
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etkiledigi rapor edilmistir (Olivier ve ark. 2006). Artan kanitlar, TP + disfonksiyonunun
OR + tumorlerinde anti-dstrojen direncinin gelistirilmesinden sorumlu oldugunu
gostermistir (Rahko ve ark. 2006) ve OR-TP53-tiimorleri kemoterapi tedavisi
basarisizligindan sikint1 yasamaktadir (Borresen-Dale. 2003, Kandioler-Eckersberger ve
ark. 2000).

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

bagimsiz olarak, tiimér ila¢ direncine katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.
2.3. Meme Kanseri Histolojik Alt Tipleri

Invazif meme kanseri su anda spesifik olmayan duktal karsinom ve spesifik alt
tipler olarak siiflandirilmaktadir. Meme kanserinin 6zel alt tiplerinin spesifik tanimlar1
vardir, spesifik olmayan tip ise spesifik alt tipler disindaki tiim karsinomlar1 iceren bir
copliige benzemektedir. Spesifik olmayan invaziv duktal karsinomlar tiim meme
kanserlerinin yaklasik % 60-75’ini olusturur. Spesifik tipler % 20-25’ini olusturur ve bu
gruptaki en yaygin tipler lobuler, tibuler, papiller ve misinéz tiumaorlerdir (Weigelt ve
Reis-Filho 2009). Tek bir timor (intratiimoral) veya morfolojik olarak ayni tipteki
timorler (intertlimoral) arasindaki heterojenite su anda iyi bilinmektedir ve kabul
edilmektedir. Bu nedenle, patologlar, klinisyenlerin hastalarini daha iyi izleyebilmeleri
icin yeni sistemler liretmeye c¢alismislardir. Patoloji raporlarinin mutlak gerekli bir
bileseni “histolojik derece”dir ve tiimor farklilagsma derecesinin (tiibiil olusumu), niikleer
pleomorfizm (nukleus yapisi) ve proliferasyonun (mitoz orani) degerlendirilmesi ile

belirlenir.
2.3.1. Histolojik Alt tipler

Meme Karsinomunda Mikroskobik Derecelendirme (Bloom-Richardson

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

Bu noktada, tiibiil olusumu degerlendirmesi i¢in tiim tiimor dikkate alinmaktadir.
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b. Nukleer pleomorfizm

1 puan: Cekirdek sekli ve boyut farki hafif,

2 puan: Cekirdek sekli ve boyut farki orta derecede,

3 puan: Cekirdek sekli ve boyut fark: belirgin.

Bu noktada Ozellikle nukleer pleomorfizmi olan hiicreler igeren alanlar

degerlendirilmelidir.

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

Mitotik sayim islemi sadece tiimoriin periferinde yapilmali ve en aktif mitotik
bolgelerden baslanmalidir. Sayim sirasinda daha ¢ok normal meme dokusu bulunmayan,
tiimor bakimmindan zengin bdlgeler miimkiin oldugunca tercih edilmekte, profaz
evresindeki hiicreler sayilmamaktadir. Degisen marka mikroskoplar nedeniyle goriintii
alanindaki farklhiliklar nedeniyle, mitotik saymin sayisi i¢cin belirlenmis ve kabul edilen

degerler vardir. Bu degerlere dayanarak mitotik sayim 0-9 arasinda 1, 10-19 sayim arasi

icin 2 ve >20 i¢in 3 olarak puanlanir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Histolojik derecelendirmede modifiye edilmis Bloom-Richardson Sistemi

Meme Kanseri Histolojik Degerlendirmesinde Kullandan
Modifye edilmis Bloom-Richardson Sistemi

Puan

Tubiil Varlig
Tiimori oldukga kaplamig (> %75)
Tiimore orta dercede dagilmis (%10-75)
Tlmérde cok az ya da yok (<%10)

WN -

Niikleus Yapisi
Klguk tektip hicreler
Orta derecede sekil ve boyut farkl nukleol varligi
Belirgin derecede sekil ve boyut farki artmis nukleol
varligi

WN -

Mitoz Sayisi (alan gap1 0.59-10 mm=x25)
0-9 Mitoz
10-19 Mitoz
>20 Mitoz

N -

Tiibiil olusumu, niikleer pleomorfizm ve mitotik sayim puanlari ile toplam puan

elde edilir. Histolojik derece, gizelge 2.2’de gosterildigi gibi elde edilen toplam puana

gore belirlenir.
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Cizelge 2.2: Histolojik Tip Puanlama Cizelgesi

Histolojik Tip Puanlamas:
Toplam Puan IHistolojik Derece (Grade)

3-5 |

6-7 Il

8-9 1

Toplam Puan = Tiibiil varlig: puani + Niikleus
Yapis: Puani + Mitoz Sayisi Puani

Bu yontemle yapilan histolojik degerlendirme, yar1 kantitatiftir, ancak hasta
prognozunun belirlenmesinde ¢ok giiclii bir 6ngorii saglar (Rakha ve ark. 2010). Buna ek
olarak, histolojik puanlamanin histolojik tipleme yaninda dstrojen-progesteron reseptor
ekspresyonu ve HER-2 amplifikasyonu gibi molekiiler degisiklikler ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Rakha ve ark. 2010). Geleneksel yaklasimda, tiimor boyutu ve yayilma
durumu (6zellikle lenf nodu tutulum durumu) gibi bir dizi gii¢lii parametreler hastaligin
evresini belirler. Tum kanser tirlerine uygulanabilen evreleme sistemi prensipleri ve
tumar, nod, metastaz parametreleri (TNM), Pierre Denoix tarafindan tanimlanmis ve kisa
bir zaman igerisinde genis kabul gérmiistiir (Aujaleu ve Denoix 1952). TNM sistemi tiim
diinyada yaygin olarak tedavi merkezleri arasinda ortak bir dil olarak kullanilmakta,
tedavi planlamasima rehberlik etmekte, izlem sirasinda tedavinin etkinligini gésterme ve
prognozu Ongdrme olanagi sunmaktadir. Bununla birlikte meme kanseri teshisi ve
tedavisinde gelismeler, teknolojinin gelistirilmesi ve bilgi artigi, tiimor biyolojisini
ayrintili olarak degerlendirmek i¢in girisimler, en prognostik faktorlerin tumadrin
biyolojik 0Ozellikleriyle iligkili oldugunu gostermistir. En Onemlisi yeni verilerin
toplanmas1 aynt TNM grubu ve ayni histolojik tipteki tlimorlerde gozlenen ¢ok farkli sag

kalim oranlar1 i¢in alternatif ¢6ziim arayislarina yol agmustir.

TNMEIO sistemi, tedavi kararlarmi etkileyen tiimor 6zelliklerini TNM sistemine
dahil etmek amactyla Avrupa Onkoloji Enstitiisii (EIO) tarafindan énerilmistir (Veronesi
ve ark. 2006). Bu sistemde tiimériin OR, PR, HER-2 gibi tim anatomik ve biyolojik
Ozellikleri yer almaktadir. Meme karsinomunun ¢apt 1.3 cm ise, T1.3 olarak

tanimlanmaktadir. Lenf nodu invazyonu i¢in benzer uygulama, sentinel lenf dahil olmak
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iizere incelenen tiim lenf nodu sayis1 (6rn. NO /1, N3 /9, NsO /9, s: sentinel lenf nodu) ve
metastaz bolgesi M (MH: Hepatik metastaz, ML: Akciger metastazi) seklindedir. Bu
sisteme gore, boyutu 1.6 cm, OR pozitif, PR pozitif, HER2 negatif, karaciger metastazi
olan ve 23 lenf nodunun 4'linde invazyon olan bir timér T1.6, OR +, PR-, HER2 +, N4 /
23, MH. Bazi merkezler lenfo-vaskuler invazyonu olan timorlerde daha agresif tedavi

yontemlerini tercih edebilmektedir.
2.3.2. Molekiler Alt tipler

Mevcut molekiiler siniflandirma meme kanserini luminal A, luminal B, HER-2,
bazal ve normal meme gibi bes gruba ayirir. Molekiiler alt smiflandirma, birkag
immiinohistokimyasal belirte¢ kullanilarak saglanabilir. OR, PR, HER2, Ki-67, EGFR ve
bazal sitokeratinler (CK14 ve CKS / 6 vb.) iceren bir panel “luminal”, HER2 ve {icli
negatif tlimorleri ayirt etmek i¢in kullanilabilmektedir. Aslinda, “bazal” tiimorleri
tanimlayan belirtecler lizerinde bir fikir birligi yoktur, ancak EGFR ve CK5 / 6min
kullaniminin bu alt grubun belirlenmesinde ve prognozu 6ngoérmede yardimci olabilecegi
diisiiniilmektedir (Cheang ve ark. 2008). OR ve HER-2'nin yan1 sira 6zellikle OR-pozitif
tumorlerde molekiler alt gruplarda proliferasyon belirtecleri cok 6nemlidir. Bununla
birlikte, Ki67 veya daha ayrintili mitotik indeks puanlama sisteminin bir proliferasyon
belirteci olarak kullanilmasinin uygunlugu sorgulanmaktadir. Ki67 skorlamasmin hasta
takibi ve tedavisinde pozitif / negatif veya yiiksek / diisiik olarak uygulanmasi hala
tartisilmaktadir ve heniiz bu konuda bir fikir birligi yoktur. Luminal tiimorlerin alt
gruplara ayrilmasi temel olarak proliferasyon yogunluguna dayanir. Bu nedenle luminal B
tiimorlerinden luminal bir tiimdriin ayirt edilmesi i¢in rutin olarak kullanilabilecek Ki67
smir degerini belirlemek i¢cin IHK ile bir gen ekspresyonu profilleme c¢alismasi rapor
edilmistir (Cheang ve ark. 2009). Her bir tlimériin bes temel molekiiler alt tipten (luminal
veya luminal B, normal meme benzeri, HER2 ve bazal) birinde smiflandirilmasi i¢in
cesitli algoritmalar gelistirilmistir (Hu ve ark. 2006, Parker ve ark. 2009, Sorlie ve ark.
2003). Major molekdler alt tipler meme kanserinde gen ekspresyon profillerine gore
Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir (Correa Geyer ve Reis-Filho 2009; Schnitt 2010).
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Cizelge 2.3: Major molekiiler alt tiplerin gen ekspresyon profillerine gore degerlendirilmesi

vanit Luminal A kadar
iyi olmayan prognoz

prognoz

Luminal A Luminal B Her2/neu Bazal Benzeri
Luminal (diisiik Luminal (diisiik HER2 neunun Bazal epitelyal genlerin
molekiil agirlikli) molekiil agirlikli) iiksek ve bazal sitokeratinlerin
Gen sitokeratinlerin sitokeratinlerin Eksy resvonu yiiksek
Ekspresyonu ekspresyonu, hormon | ekspresyonu, hormon OR'ﬁin \>//e PR, ekspresyonu,OR ve PR
Durumu reseptorlerinin ve ilgilijreseptorlerinin ve ilgili enlerin diisiik genlerin diisiik
genlerin yuksek |genlerin orta ve diisiik g $ ekspresyonu, HER2 /
ekspresyonu , i
ekspresyonu ekspresyonu neu’nun diisiik
ekspresyonu
Invazif meme Invazif meme Invaz.l v mere
kanserlerinin % 20'si kanserlerinin % kanser.I ermm .yak1a$1k
OR PR pozitif, HERo| 1371 OR/PR | % 15602 OR PR/
i i ' i HER2 neu negatif (licll
Klinik ve ‘ InVIaZl.f meme .| neu ekspresyonu negatit :'E.sz nlfu negatif y%kselg ¢
Biyolojik anserlerinin %50'si. degisken. Luminal A pozitit. yukse : :
A rellikl OR ve PR Pozitif dan daha vilksek proliferasyon, | proliferasyonu yaygm
Ozellikler HER? neu Negatif | (& SNaYUKSEK |y yoy Tps3” | - TP53 mutasyonu,
pIX :jaer:a;;/f?gl l,l;llirs](;rlla mutasyonu, yuksek BRCAldIS fon ksiypnu
L oloik dﬁrece histolojik derece | (germime, sporadik)
) ve nodal pozitifligi
Tubuler Karsinom, ; ..
Kribriform Karsinom.|  Invazif duktal ) | Yiksek dereceli ivazif
. . v e . . Yiksek dereceli duktal
Histolojik Diisiik dereceli invazif] karsinom . fduktal | Karsi lastik
Korelasyon duktal karsinom Mikropapdler Invazit dukta arsinom.Metaplasti
. L - karsinom karsinom.Meduller
Klasik Lobdler karsinom Karsi
. arsinom
Karsinom
Luminal A kadar iyi Endokrin tedavisine
olmayan N veya Trastuzgmaba
endoktrln ted.ivm Trastuzumaba ﬁamt yok, Platin 1%2111;1;
Endokrin tedavisine | Y211 ( amOtX| N V€ | (Herceptin) yanit em(.)t?]r%]?;?'el ve
Tedaviye Yanit | yanit Kemoterapiye |, hib tér?m.a aLZ . | Antracydinle q ml It itor ermle
ve Prognoz degisken yanit iyi it Ai ((j)r erdl).h umnma kemoterapiye yanit (;Jyar ! ?Ir_nkallml OII(I}?.S.a
prognoz . an daha Iyl genellikle olumsuz a genetlikie en kotu
degisken kemoterapik prognoz

2.4. Kanser ve Yaslanma

Model organizmalarda yaslanma mekanizmalar1 iizerindeki molekiiler caligmalar,

yaslanma siirecini geciktiren ve Omriinii uzatan birka¢ uzun Omiir geni tanimlamigtir.

Insan genomu, bu genlerin homologlarini igerir, ancak uzun dmiirliiliigiin diizenlenmesi

ile agik bir iliskisi olmamustir. Ote yandan, ¢esitli gdzlemler, yaslanma siirecinin genetik
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olarak programlanmadigi, ancak molekiiler uygunluk kaybimi ve daha sonra hiicresel
homeostazi bozan atik iiriinlerin birikimini igeren rastlantisal bir siire¢ oldugu hipotezini
desteklemektedir. Hiicresel strese ve ¢evresel tehditlere kars1 direng, basarili bir yaglanma
siirecine ve uzun dmiirlii bir hayata olanak saglayabilir. Ilging bir sekilde, son ¢alismalar,
yagam siiresinin, daha diisiik organizmalarda genetik, beslenme ve farmakolojik
miidahalelerle uzatilabilecegini gostermistir (Vijg ve Campisi 2008). Bununla birlikte,
kalori kisitlamasi tiim tiirlerde yasam siliresini uzatmanm tek ortak yolu olarak
gorinmektedir (Bishop ve Guarente 2007). Yaslanma sirasinda, DNA hasar1 miktar1
sadece niikleer DNA'da degil, mitokondriyal DNA'da (mtDNA) da artmaktadir (Khrapko
ve Vijg 2009, Kukat ve Trifunovic 2009). Reaktif oksijen tirleri (ROS) uretimi ve
verimsiz  DNA onarimi, mitokondriyi mtDNA'daki mutasyon birikimine maruz
birakmaktadir. MtDNA'nin heteroplazmasi, mutasyonlar1 yaymakta ve yaslanma sirasinda
oksidatif metabolizmay1 bozabilmektedir. Hala bu degisikliklerin yaslanmanin nedenini
veya sonucunu temsil edip etmedigi sorusu sorulmaktadir. Yaslanma siirecinin genetik
olarak programlanmamis oldugu, aksine niikleer ve mitokondriyal DNA’ya zarar
vermenin molekiiler uygunlugu azaltabildigi ve art arda bozulan fizyolojik
komponentlerin birikimine yol acarak fonksiyonel bozulmalara neden oldugu
diisiiniilebilir. DNA biitiinliiglindeki bozulma hiicresel uygunlugu bozan ve hem hiicresel
hem de organizma diizeylerinde yaslanmaya neden olan rastlantisal stire¢lerdir. Bu siireg,
yasla iligkili entropi artigmi temsil etmektedir (Hayflick 2007). Konak savunmasi rastgele
bir siire¢ degildir, ancak tehlike tanima ve transkripsiyonel olarak aracilik edilen adaptif
bagisiklik tepkisi arasindaki ¢ok katmanli bir sinyal agini1 kullanir. NF-kB sinyalizasyon
sisteminin, akut transkripsiyonel yanitlar1 tehlike tanimaya baglayan odak noktasinda
oldugunu gosteren kapsamli ¢caligmalar bulunmaktadir. Yaslanma ve yasla iligkili hastalik
varliginda NF-kB sisteminin aktive olmasi sasirtict degildir, ¢linkii yaslanma sinyallerin
ve kosullarin ¢ogu net bir sekilde tanimlanmis NF-KB sistemi indikleyicileridir; or.
oksidatif stres DNA hasar1 ve bagisiklik savunmasi. Bununla birlikte, homeostazin
saglanabilmesi icin, NF-kB sinyallesmesinin asir1 aktivasyonuna karsi bir frenleme
sistemi kac¢inilmazdir. Carpici bir sekilde, uzun 6dmiirliiliik faktorlerinin bircogu, dogrudan
ya da dolayl olarak NF-kB sinyallesmesinin inhibitorleridir. NF-kB transkripsiyon
faktoriidiir, fakat ayni1 zamanda ilk olarak immiinoglobulin gii¢clendiricisinde gdzlenen
sekanslar ile etkilesebilen gen ekspresyonunun bir pleiotropik diizenleyicisidir (Sen ve

Baltimore 1986). NF-kB sisteminin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri son yirmi yil
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boyunca kapsamli bir sekilde incelenmistir (Hayden ve Ghosh 2004; Perkins 2007,
Vallabhapurapu ve Karin 2009). Memeli Rel / NF-kB ailesi, iki NF-kB bileseni olan p50
(ve onun prekursord pl05) ve p52 (ve prekirsor p100) olarak t¢ Rel proteinini, RelA /
p65, RelB ve c-Rel 'i igerir. Birka¢ inhibitor 1kB proteine (IkBz, 1kBe, IkBb, IkBa ve
Bcl-3) bagh sekilde, sitoplazmaya sikismis bu bilesenler inhibitérden kurtulup
birbirleriyle dimerik kompleksler olustururlar. Bazi protein kinazlar kB proteinlerini
fosforile edebilir ve bu sekilde NF-kB komplekslerinin 1kB proteinlerinden serbest
kalmasina olanak saglarlar. Daha sonra bu kompleksler, hedef genlerin, ozellikle
inflamatuar genlerin ekspresyonunu uyaracaklari niikleus bdlgesine gecis saglarlar.
IKK’lar (IkB kinazlar a ve b) ve NIK (NF-kB-uyarici kinaz), NF-kB komplekslerini
aktive eden baslica protein kinazlardir. NEMO (temel bir NF-kB modiilator) proteini, IkB
kinaz (IKK) kompleksinin dizenleyici alt birimidir ve IKK kinaz kompleksinin
aktivasyonunu duzenlemektedir (Sebban ve ark. 2006). Memeli NF-kB sistemi, evrim
sirasinda farkli sinyallesme formlarina ayrilan eski bir konak savunma sistemini temsil
etmektedir (Friedman ve Hughes 2002). Ozellikle, NF-kB sistemi, hem bagisiklik
ataklariyla hem de oksidatif stres, genotoksik stres ve doku yaralanmalar1 gibi, dis ve i¢
tehlike sinyallerinin ¢oklugu ile aktive edilebilen sitoplazmik bir sensérdur (Perkins 2007,
Schreck ve ark. 1992, Vallabhapurapu ve Karin 2009). Savunma gdérevlerinin bir sonucu
olarak, NF-kB sistemi, ¢esitli yasla iliskili hastaliklarda biiyiik 6l¢lide aktive olmaktadir
(Kumar ve ark. 2004). Protein karakterizasyonu, eski kemirgenlerin niikleer lizatlarinda
p52 ve p65 diizeylerinin agik¢a arttigmi ortaya c¢ikarmistir. Diger c¢alismalar, TkK
inhibitorlerinin protein seviyelerinin yani sira aktive edici kinaz IKKa, IKKb ve NIK
diizeylerinin yaslanmadan etkilenmedigini ortaya ¢ikarmistir (Helenius ve ark. 1996,
1996, Helenius ve ark. 2001). Carpici bir sekilde, p52 ve p65’in ekspresyon seviyelerinde,
yaslanma sirasinda mRNA seviyelerinde artma gozlenmemektedir (Helenius ve ark.
2001). Bu, NF-kB proteinlerinin hiicre ¢ekirdegi igerisine giriginin, yaslanma ile arttigini
acikca ortaya koymustur. Bunu takiben, NF-kB veya IkB bileseni mRNA’larinin
ekspresyon seviyelerinde herhangi bir yasa bagh degisiklik saptayamayan birkag
mikrodizi profilleme ¢aligmasi da bu sonucu desteklemektedir. Tiim gozlemler, yaslanma
strecinin  NF-kB  komplekslerinin,  NF-kB-bagimli  genlerin  bir  kiimesinin
transkripsiyonunu giiclendirebilecekleri ¢ekirdeklere tutulmasini indiikleyerek aktivasyon
seviyesini arttirdig1 senaryosunu desteklemektedir. NF-kB sisteminin ¢ok yonlii oldugu

g0z oninde bulunduruldugunda, yasa bagli yanit, birka¢ adimda, yani karmasik
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formasyonda, ¢ekirdeklere tutunmada, koaktivatorler ve baskilayicilarla etkilesimde ve

son olarak da kromatin seviye diizenleme yoluyla gergeklesebilir.
2.4.1. Yaslanma sinyalleri NF-KB aktivatorleridir
2.4.1.1. Oksidatif Stres

Serbest radikal kurami, 1956’da Denham Harman'in ileri siirdiigii klasik yaglanma
teorisidir (Harman 1956). Oksijen, aerobik solunuma dayali yasamin evrimi sirasinda ¢ok
onemli bir molekiildiir. Bununla birlikte, oksijenin metabolik kullanimi, siiperoksit
anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi g¢esitli ROS fretebilir.
Mitokondrideki oksidatif fosforilasyon, ROS'un baslica endojen iireticisi olup, bunun
yaninda 5-lipoksijenaz ve NADPH oksidaz gibi bircok enzim de hiicrelerde oksit artiklari
iiretebilir. ROS, DNA, proteinler ve lipitler ile reaksiyona girebilir ve toksik bilesiklere
dontisebilir. Dahasi, son galismalar, ROS’un ¢esitli sinyal yollarinda haberci molekiiller
olabilecegini ortaya koymustur (Gloire ve ark. 2006, Nakano ve ark. 2006). Evrim
sirasinda, ROS’un antioksidatif sistemi olarak adlandirilan kompleks bir detoksifikasyon

sistemi, hiicrelerdeki oksidatif stresi ortadan kaldirmak igin gelistirilmistir.

1990’larin baglarinda, oksidatif stresi indiikleyen tehditlerin ayn1 zamanda NF-
kB sinyalizasyon yolunu aktive ettigi gosterilmistir (Schreck ve ark. 1992). ROS
aracili@iyla oksidatif stresin, NF-kB sisteminin aktivasyonunu cagristirabilen tek sinyal
olabilecegi diistiniilmiistiir. Bununla birlikte, sonraki c¢alismalar NF-kB sinyalini
tetikleyebilen baska mekanizmalarin oldugunu da ortaya ¢ikarmistir. NF-KB
sinyallesmesinin ROS-gudimli aktivasyonu, farkli hiicre tipleri igin oldukga spesifik
goriinmektedir ve uyaranlar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (Gloire ve ark. 2006).
ROS’un, IKK’larn aktivasyonunu igeren klasik yol araciligryla NF-kB sinyalini arttirdig1
gorulmektedir. Wuerzberger-Davis ve ark. oksidatif stresin yani sira genotoksik stres ve
1st1 sokunun, IKK kompleksini aktive eden sumolasyona bagli NEMO kaskadini
tetikleyebilecegini gostermistir (Wuerzberger-Davis ve ark. 2007). NF-kB sinyallesmesi,
cesitli antiapoptotik genlerin ekspresyonunu indiikleyerek apoptoza karsi da miicadele
eder, orn. c-FLIP, Bcl-xL, XIAP (Nakano ve ark. 2006). Sonug olarak, yasa bagli oksidatif
stresin hiicrelerin apoptotik hiicre 6liimiine kars1 savunmasi igin NF-kB sistemini harekete
gecirdigi, diger taraftan hiicre i¢i problemleri arttirdigini, diger bir deyisle hiicrelerin

kendilerini entropik bir konak savunmasina maruz birakarak hayatta kalabildiklerini
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gostermektedir.
2.4.1.2. Genotoksik Stres

Genomik diizensizlik, yaygin rastlantisal bir yaslanma mekanizmas: gibi
gorinmektedir (Lombard ve ark. 2005, Vijg ve Suh 2005). Bir¢ok caligma, serbest
radikallerin ve oksidatif stresin, muhtemelen yasa bagli DNA mutasyonlarmin en 6nemli
kaynagi oldugunu gostermistir. DNA hasar1 sonrasinda ATM (Ataksi Telanjiyektazisi
Mutasyonlu) ve ATR (ATM ve Rad 3-iliskili) kinazlarin aktive edilmesi karmasik bir
konak¢t savunma sistemini tetikleyen hiicresel homeostaziyi korumaya yonelik bir
girisimdir (Harrison ve Haber 2006). Genotoksik stres tarafindan tetiklenen baslica sinyal
yollar1 p53, NF-kB ve PARP-1’dir (Janssens ve Tschopp 2006, Sancar ve ark. 2004,
Schreiber ve ark. 2006). Son zamanlarda, NF-kB sinyallesmesinin aktivasyonunun DNA
hasar1 ile uyarilan hiicresel 6zelliklerinden biri oldugu gosterilmistir (Habraken ve Piette
2006, Janssens ve Tschopp 2006). NEMO proteini, molekiiler basamakta merkezi bir role
sahiptir ve  DNA hasarindan sonra NF-kB sinyallesmesinin aktivasyonunu indiikler.
Sitoplazmada, NEMO / ATM proteinleri IKK ve ELKS 'ye baglanir ve boylece NF-kB
sinyalini tetikleyen IKK kinazlar1 aktive eder. Genotoksik streste NF-kB aktivasyonunun
amacinin, p53 ile indiiklenen apoptozun onlenmesi oldugu goriilmektedir. Bu varsayim,
IKKb’nin p53 proteinini fosforile edebildigi ve daha sonra proteazomlar tarafindan

bozunmasini indiikleyebildigi gézlemiyle desteklenmektedir (Xia ve ark. 2009).
2.4.1.3. Kalitsal bagisikhik: PAM’lar ve DAMP’lar

Biiyiik bir aragtrma grubu, yaslanma siirecinin pro-inflamatuar degisikliklerle
iligkili oldugunu gostermistir (de Magalhaes ve ark. 2009, Franceschi ve ark. 2007,
Franceschi ve ark. 2000, Salminen ve ark. 2008). Yaslanma sirasinda adaptif immiinite,
immiinosenesens denen seyi agik¢a reddeder (Larbi ve ark. 2008). Dogustan gelen
bagisiklik, ¢ok hiicreli organizmalarda eski bir konak savunma sistemidir (Danilova
2006). Dogustan gelen bagisiklik sistemi, PAMP’lar (patojen- iliskili molekiiler paternler)
ad1 verilen istilac1 patojen yapilar1 ve ayn1 zamanda tehlike ile iliskili endojen molekiiler
paternler olan DAMP’leri de tanir (Bianchi 2007, Medzhitov ve Janeway 2000).
PAMP’ler ve DAMP'lar, esas olarak NF-kB sinyalizasyon yoluna bagli olan cesitli
PRR’ler (patern tanima reseptorleri) tarafindan taninabilmektedir. TLR’ler (Toll benzeri

reseptorler), evrimsel olarak korunan bir PRR sistemini temsil etmektedir (Kaisho ve
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Akira 2006, Medzhitov ve Janeway 2000). TLR sinyallesmesinin ana yolu, NF-kB
sistemine IKKD iizerinden baglanmaktadir (Kaisho ve Akira 2006).

2.4.1.4. TNF Super ailesi

Yaslanma sirasinda dogustan gelen bagisikligin aktivasyonu, yaglanma sirasinda
sitokinlerin ¢ogunlukla daha yiiksek diizeyde oldugu gbzlemlenen bir grup inflamatuar
urdin Gretir (Bruunsgaard ve ark. 2001, Danilova 2006, Johnson 2006, Krabbe ve ark.
2004). Baz sitokinler NF-kB sinyal yolunu aktive edebilir ve bu sekilde inflamatuar
degisiklikleri ¢ogaltir ve siddetlendirir. IL-6 (interlokin-6) ve TNF-a (tumdr nekroz
faktorii-a), yaslanmayla agik bir sekilde diizenlenmistir, ancak yaslanma siirecindeki tam
rolleri, karmasik, hiicre tip1 6zel fonksiyonlara sahip olduklari i¢in netlik kazanmamuistir
(Gupta ve Gollapudi 2005, Huang ve ark. 2005, Maggio ve ark. 2006). Ornegin, TNF-a,
adaptif immiiniteyi diizenleyebilir ve immiinosenesens olusumuna dahil olabilir (Gupta ve

Gollapudi 2005, Huang ve ark. 2005, Larbi ve ark. 2008).
2.4.1.5. Insulin/IGF Sinyallesme

Memeli insilin / IGF yolundaki eksiklikler, en azindan kemirgenlerde uzamis
yasam siiresiyle iliskili bir clice fenotipinin goriiniimiine neden olmaktadir (Bartke ve
Brown-Borg 2004, Brown-Borg 2009). Bu durum yaslanma arastirmalarinda instilin / IGF
paradoksu olarak adlandirilmustir. Insiilin / IGF paradoksu, ileri yaslarda asir1 insiilin / IGF
sinyallesmesinin yaslanma siirecini hizlandirabilecegine dikkati ¢cekmektedir. Bir¢ok
caligma, instlin / IGF sinyalinin, IKKa / b kompleksinin aktivasyonu yoluyla NF-kB
sistemini uyarabildigini gostermistir. Bu sinyal, inflamatuar yanitlar1 arttirabilir (Che ve
ark. 2002, Iwasaki ve ark. 2009, Martins ve ark. 2009) ve apoptoza direnci destekler
(Bertrand ve ark. 1999, Mitsiades ve ark. 2002). insiilin / IGF-1 reseptdrlerinin uzamis
yasam siiresi iligkili sinyallesmesine PI-3K / AKT yolu aracilik eder. PI-3K / AKT
kinazlarin aktivasyonu FOXO uzamis yasam siiresi faktoriinii inhibe eder ancak IKK /
NF-kB sinyalini tetikler. Madrid ve ark., AKT kinazin, p65 bilesenine ait transaktivasyon
bolgesindeki Ser 529 ve 536 kalintilarmi fosforile eden IKKb ve p38 kinazlar1 aktive
edebildigini gostermistir. Bu degisiklikler, NF-kB kompleksinin transaktivasyon
verimliligini agik bir sekilde arttirmaktadir (Madrid ve ark. 2001). Tanaka ve ark. bir
AKT kinaz olan PDKI'in aktivasyonunun ayrica IKKDb kinaz’1 aktive edip NF-kB sinyalini
tetikledigini ortaya ¢ikarmistir (Tanaka ve ark. 2005).
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2.4.1.6. Protein modifikasyonlar: Asetilasyon ve O-glikozilasyon

NF-kB sinyal yolunun temel bilesenlerinin birkag post-translasyonel
modifikasyonu, yolun aktivasyonunu tetikleyebilir, ayn1 zamanda NF-KB sisteminin
transkripsiyonel verimliligini de diizenleyebilir (Perkins 2006). Fosforilasyon ve
ubikitinasyon aktivasyon asamasinda baglica diizenleyici modifikasyonlardir, ancak
asetilasyon ve O-glikozilasyon NF-kB’ye bagli transkripsiyonun etkinligini kontrol
edebilir (Calao ve ark. 2008, Chen ve Greene 2003, Perkins 2006). Yaslanma ile ilgili
olarak, asetilasyon ve O-glikozilasyon, stres sirasinda NF-kB sinyalini arttiran 6nemli

modifikasyonlar gibi gérinmektedir.
2.4.2. Uzun Omiir Faktorleri NF-kB Sinyallesmesini Inhibe Eder
2.4.2.1. p53

P53 tiimor baskilayici protein, hem kanser hem de yaslanma siirecinde 6nemli bir
role sahiptir, ancak organizmanin yaslanmasindaki islevi aciklifa kavusturulamamistir
(Campisi 2005, Papazoglu ve Mills 2007). P53 proteini, karmasik sinyal yollar1 aginda yer
alan ve c¢esitli fonksiyonlarin biitiinliiglinii genom stabilitesi, DNA onarimi ve
mitokondriyal metabolizma- énemli bir proteindir (Chumakov 2007). Ayrica hiicresel
yaslanma ve apoptotik hiicre liimlerinin diizenlenmesinde de yer alir. Son zamanlarda
yapilan c¢alismalar, enerji metabolizmasinda, 6zellikle mitokondriyal solunum ve
glikolizin dengelenmesinde 6nemli roliiniin altmi ¢izmistir (Bensaad ve Vousden 2007,
Ma ve ark. 2007). Birgok ¢alisma, metabolik hizin maksimum yasam siiresinin
diizenlenmesinde 6nemli bir parametre oldugunu, yani daha yiiksek bir metabolik hizin

daha kisa bir yagam siiresine doniistiigiinii gostermistir (Hulbert ve ark. 2007).
2.4.2.2. Is1 sok proteinleri (HSP)

Strese karst artmis direng, tiim uzun omiirlii mutantlarm, C. elegans, Drosophila
ve hatta fareler vb. 6zelliklerinden biridir (Johnson ve ark. 2000, Munoz 2003, Vermeulen
ve Loeschcke 2007). Molekiiler saperonlarin, 6zellikle de HSP’lerin, uzun omiirliiligii
arttiran stres direnci 6zelliklerini gelistirdikleri gosterilmistir (Hsu ve ark. 2003, Morley
ve Morimoto 2004, Munoz 2003, Soti ve Csermely 2000). Etki, dokuya 6zgii olsa da, en
azindan memelilerde, HSP yanitlarinin yaslanma sirasinda acikg¢a azaldigi iyi

bilinmektedir. Memeli HSP sistemi HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kii¢iik HSP’lerin
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ailelerini icermektedir (Jolly ve Morimoto 2000). Hiicresel streste, HSP’ler protein
denatlirasyonunu ve agregasyonunu Onleyebilir ve stres sonrasi proteinin yeniden katlama
islemine yardimei olabilir. Bir¢ok c¢aligma, hiicresel HSP seviyelerinin yiikselmesini
iceren hiicresel stresin, NF-kB aracili inflamatuar tepkileri baskilayabildigini gostermistir
(Chen ve ark. 2007, Malhotra ve Wong 2002). Agou ve ark. ve Ran ve arkadaslari
HSP70’in IKK kompleksinin NEMO diizenleyici birimine (IKKg) baglanabildigini ve
NEMO proteinlerinin oligomerizasyonunu bozdugunu ve bu sekilde aktif IKK
kompleksinin olusumunu bozdugunu gostermislerdir (Agou ve ark. 2002, Ran ve ark.
2004). Yine Weiss ve ark. IKK kompleksindeki HSP70'in varliginin, IkBa proteininin
fosforilasyonunu ve proteazomal bozulmasmi ve sonug olarak NF-kB sinyalini
Onleyebildigini gozlemlemistir (Weiss ve ark. 2007). Ayrica, HSP70 ekspresyonunun
sicanlarda sepsis kaynakli akut respiratuar distres sendromuna kars1 koruyabildigini de
gostermiglerdir. Kiigiik bir HSP proteini olan HSP27’nin, IKK kompleksine
baglanabildigi ve NF-kB sinyalini aktive etme kapasitesini onleyebildigi de bilinmektedir
(Park ve ark. 2003).

2.4.2.3. Mikro RNA’lar

Insanlarda miRNA'lar, protein kodlayan genlerin %30’una kadarinin
transkripsiyon sonrasi kontroliinde kilit bir role sahip olan ve gelisim ve yetiskin yasami
sirasinda birgok hiicresel islemi diizenleyen yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda tek iplikli
RNA’lardir. MikroRNA’lar, meme kanseri hiicrelerinde kendini yenileme ve tumor
olusumu (Yu ve ark. 2007) ve ayn1 zamanda invazyon ve metastaz dahil olmak {izere

cesitli hiicre siire¢lerini diizenlemektedirler (Ma ve ark. 2007).

Kanonik miRNA biyogenez yolu niikleusta baglar (van Schooneveld ve ark.
2015). MiRNA’lar ilk olarak primer RNA'lar olusturmak tizere pri-miRNA'lar (uzun
miRNA onciileri) olarak adlandirilan yaklagik 70 niikleotid uzunlugundaki transkriptler
olarak RNA polimeraz II tarafindan kopyalanip, DROSHA RNaz III enzimi tarafindan
islenerek oncii primer miRNA haline getirilirler (Smith-Vikos ve Slack 2012). Son olarak,
dubleksin iki seridi, Dicer-TRBP kompleksi ile birbirinden ayrilir. Daha sonra spesifik
miRNA'lar, komplementer olarak Argonaute proteini ve hedef MRNA’dan olusan RNA
kaynakli susturucu kompleksine (RISC) baglanir. Sonug¢ olarak, hedef mRNA'larin
translasyonu, translasyonal susturma ile bastirilir (Bullrich ve ark. 2001, Jung ve Suh
2014, Smith-Vikos ve Slack 2012). Son arastirmalar, miRNA’larin, spesifik hedef genleri
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ile ¢oklu iliski i¢cinde islev gdsterdigini gostermistir. Bu nedenle, belirli bir miRNA, bin
mRNA’ya kadar olan ekspresyonu diizenleyebilir ve spesifik bir mRNA, ¢ok sayida
miRNA’lar tarafindan koordine edilebilir, bu da, miRNA’larin yaglanma, inflamasyon ve
kanser siireglerindeki etkilesiminin karmasik oldugunu gostermektedir (Huang ve ark.
2014). MikroRNA’lar, dogrudan ve dolayli olarak insan uzun yasam agi (Human
Longevity Network) iizerinden yaglanma ve tiimor olusumunu birbirine baglar (Huang ve
ark. 2014, Lee ve Calin 2011). Ayrica, mayadan fareye, hiicresel yaslanma genlerinin
evrimsel korunum paterni, kanserle iliskili genlerinkiyle hemen hemen aynidir, bu
benzerlik, bu iki siire¢ arasindaki ortak hedefin bir sonucudur. Yine, hiicresel yaslanma,
malign transformasyon i¢in risk altinda kalan hiicrelerin tutuldugu bir molekiiler
programin timor destekleyici mekanizmasi olarak diisiiniilebilir. Hiicresel yaslanma,
uzun Omiirliiliik ve kanser genleri miRNA'lar araciligiyla baglanabilir. 39 miRNA’nin
hedefi olan 40 hiicresel yaslanma geni saptanmistir. Bu miRNA'lardan bir¢ogunun
(miR-21, MiR-17, miR-29b dahil), diger yasla iliskili hastaliklar ve uzun sag kalim ile
iliskili olan kanserlerle ilgili hedefleri vardir (Bullrich ve ark. 2001, Huang ve ark. 2014,
Piano ve Titorenko 2015, Smith- Vikos ve Slack 2012, van Schooneveld ve ark. 2015).
Arastirmacilar, kanser (oncomiRs), inflamasyon (inflamma-miR’ler) ve yaslanma
(SA-miR’ler) ile iligkili olabilecek miRNA'lar1 rapor etmislerdir. Bunlardan ii¢ii, yani
miR-21, miR-126 ve miR- 146a ve bunlarm hedef mRNA’lar1, yasa bagli hastaliklarda
pro-inflamatuar durumun ana modulatori olan NF-kB yolagnin bir par¢asidir (Bonafe ve
Olivieri 2015, Olivieri ve ark. 2013, Sikora ve ark. 2010, Sood ve ark. 2015). Ornegin,
invaziv meme tiimorlerinde yiiksek seviyelerde miR-21 eksprese edilir. MiR-21 hedefleri
arasinda iki tiimor baskilayici vardir: tropomiyosin I ve fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), ve bunlara ek olarak baskilama, invazyon ve metastaz yapan proteinler:
programlanmis hiicre 6liim 4 proteini (PDCD4) ve maspin (Chen ve ark. 2015, LeBlanc ve
Morin 2015, Qi ve ark. 2009). Kanser hiicrelerinde, tim bu proteinler yiksek dizeyde
Mir-21 tarafindan inhibe edilirken, bu miRNA’nin inhibisyonu tiimér hiicrelerinin
biiylime, go¢ ve invazyonunun azaltilmasinda ters etkiye sahiptir (Fatima ve ark. 2015).
Son zamanlarda miR-146a’nin dogal immiin yanitin modiilasyonunda 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Labbaye ve Testa 2012). Cesitli caligmalar meme kanserinde
NF-kB / miR-146a’nin artmis regiilasyonunun hastalik patogeneziyle ilgisini gostermistir.
Ek olarak, hiicresel yaslanmanin pro-inflamatuar etkilerine karst koymak suretiyle

miR-146, anti-inflamatuar ve genel baskilayici etki saglar (Olivieri ve ark. 2013).
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2.4.3. Kalori kisitlamasi, uzun 6miir faktorleri ve NF-kB Sinyallesmesi

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

Onlenebilecegi diistiniilmektedir.
2.4.4. Bir sag kalim faktorii: NF-KB Sinyallesmesi

NF-kB sistemi, hem yararli hem de zararl geri doniisleri olan, zit etkiler gosteren
bir pleiotropik regulatérdir. Ana fonksiyonu, dogustan gelen bagisiklik reaksiyonlarina ve
apoptotik hiicre Gliimiine neden olabilecek doku hasarmna kars1 giiglii bir koruma
saglamaktir (Dutta ve ark. 2006, Karin ve Lin 2002). NF-kB sistemi, IAP’lerin (apoptoz
inhibitord) ve JNK sinyalinin inhibitoriic Gadd45b gibi ¢esitli sag kalim genlerinin
ekspresyonunu aktive edebilir (van Uden ve ark. 2008). HIF-1, glikolitik enerji Gretimini
ve glikozitik enerji iiretimini artiran ve bu sekilde farkl patolojik durumlarda dokularin
hayatta kalmasmi arttiran glikolitik enzimlerin ve glikoz tasiyicilarin ekspresyonunun
guclu bir indikleyicisidir (Marin-Hernandez ve ark. 2007). Genel olarak, gecici NF-kB
sinyallesmesinin yararli etkileri oldugu, ancak asir1 ve / veya uzun siireli aktivasyonun
zararh etkilere yol agtig1r goriilmektedir. IkB protein ekspresyonunun indiiksiyonu iyi
bilinen bir mekanizmadir, ancak NF-kB aktivasyonu ayni zamanda NF-kB
komplekslerinin aktivasyonunu inhibe eden A20 ve Cezanne gibi deubikutinlestirici
enzimlerin transkripsiyonunu da indikleyebilir (Coornaert ve ark. 2009, Enesa ve ark.
2008).

2.5. Metformin ve Kanser
2.5.1. Neden Metformin ve Kanser?

Bir biguanid olan metformin, on yillardir T2DM i¢in ilk basamak tedavi olan ve en
yaygin olarak regete edilen bir anti-hiperglisemik ajandir. 40 y1l boyunca anti- diyabetik
olarak yaygm sekilde kullanilmasma ragmen, memelilerdeki antikanser etkisini ilk kez

gosteren rapor 2001°de yaymlanmustir (Schneider ve ark. 2001) ve yine metformin ile
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tedavi edilen T2DM hastalarinda azalmis kanser riskinin gosterildigi ilk rapor sadece 13
yil dnce yayinlanmistir (Evans ve ark. 2005). Amerikan Diyabet Dernegi ve Amerikan
Kanser Dernegi konsensiis raporuna gore diyabet hastalarinda diyabet olmayanlara karsin
goreceli risk karaciger, pankreas ve endometriyum kanserleri i¢in yaklagik iki kat veya
daha yiiksek iken; kolon, rektum, meme ve mesane kanserleri i¢in yaklasik 1.2-1.5 kat
olarak bildirilmistir (Giovannucci ve ark. 2010). Klinik gézlemler yeni tanit konmus
kanser hastalarinda diyabet prevalansmin % 8 ile % 18 arasinda degistigini ve bu iki
hastalik arasinda c¢ift yonli bir iligki oldugunu gostermektedir (Barone ve ark., 2010).
Diyabet ve kanser iliskisi ilk olarak 1932’de rastlantisal bir bulgu olarak bildirilmistir
(Smith ve Gale 2009). Gunumizde bu birliktelik iyi bilinmektedir, ancak yogun
calismalara ragmen mekanizmalar1 hala belirsizligini korumaktadir. T2DM ve kanserin
yaslanma, cinsiyet, obezite, fiziksel hareketsizlik, diyet, alkol ve sigara igimi gibi bazi
potansiyel risk faktorlerini paylastigi konusunda genel bir kani vardir. T2DM’de insiilin
direnci ve hiperinsiilinemi, kanser gelisimi i¢in bagimsiz risk faktorleri olarak kabul edilir
(Smith ve Gale 2010). Ek olarak, hiperglisemi ile iliskili oksidatif stres, ileri glikolizasyon
son drdnlerinin birikimi ve diistik dereceli inflamasyon da malign transformasyon riskini
artirabilir ( Drzewoski ve ark. 2011) Cok sayida preklinik, epidemiyolojik ve klinik
calismanin  sonuglari, metformin kullaniminin, diger hipoglisemik ilaglarin
kullanicilariyla karsilastirildiginda kanser hiicresi biiylimesinin ve tiim kanser vakalarinda

proliferasyonun onlenmesi ile iliskili oldugunu gostermistir.
2.5.2. Metforminin Anti-diyabetik Ajan olarak Etki Mekanizmasi

Metforminin bir antihiperglisemik ila¢ olarak etki mekanizmasini agiklayan ilk
hipotez, kas tarafindan glikoz aliminin uyarilmasi {izerine kurulmustur (Klip ve Leiter
1990). Metforminin antidiyabetik ajan olarak birincil etkisinin, glukoneogenez
inhibisyonunun bir sonucu olarak hepatik glukoz iiretimini azaltmak oldugu yonundeki
giderek artan kanitlar mevcuttur (Song ve ark. 2001). Ayrica, birkag rapor metformin
uygulamasinin karacigerdeki ATP ve ATP / ADP oraninda bir azalmaya yol agtigin1 ve
bunun da hiicresel biyoenerjide bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir ( Hawley ve
ark. 2010). Molekdler diizeyde, metforminin en ¢ok tarif edilen etkisi, elektron transport
zincirinin ilk bileseni olan mitokondriyal kompleks I (NADH ubiquinone oxidoreductase)
inhibisyonudur (Drahota ve ark. 2014). Metformin ile kompleks 1 inhibisyonu,

mitokondriyal solunumu kesintiye ugratir, protonla uyarilan ATP iiretiminde bir azalmaya
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neden olur ve bu durum sonug olarak AMP / ATP oraninda bir enerji stresine ve azalmaya
neden olabilmektedir. Son yillarda, AMP / ATP oraninin azalmasmin AMP ile aktive olan
protein kinaz1 (AMPK) uyardig1 ve bu enzimin bu nedenle metforminin glikoz diisiiriicii
etkisinin dnemli bir sensorii ve araci oldugu diisiiniilmiistiir (Ouyang ve ark. 2011, G.
Zhou ve ark. 2001). Kasta AMPK aktivasyonu da glikoz tiiketimini artirabilir ve hepatik
AMPK aktivasyonu glukoneogenezi inhibe ederken glikolizi aktive edebilir (Hardie ve
Alessi 2013). Metforminin bu etkilerinin her ikisi de kan sekerini diistirebilir ve tip Il
diyabette anti- hiperglisemik etkiye katkida bulunabilir. AMPK-dan bagimsiz olan
mekanizmaya gore ise metformin, glukagon-bagimli siklik AMP (CAMP) sinyallesmesi
ile antagonize edilebilir (Miller ve ark. 2013). Bu sekilde, metformin adenilil siklazin
glukagon aktivasyonunu ve sonug olarak cAMP iiretimini bozarak cAMP’ye bagli protein
kinazin (PKA) aktivasyonunu inhibe eder. PKA aktivasyonu, fruktoz-2,6, -bisfosfat
seviyelerini diistiriir, boylece karacigerde glukoneogenezi ve kan glikoz seviyelerini

arttirir (Cao ve ark. 2014) (Sekil 2.1).

Sekil 2-1: Metforminin taginmas1 ve AMPK-p53 ve NFKB iliskisi

2.5.3. Metforminin Kanser Hiicresi Biyoenerjisindeki Etki Mekanizmasi

Metforminin kanser hiicrelerinde mitokondriyal kompleks I’i inhibe ettigi
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gosterilmis olmasina ragmen, metformin ile NADPH rediiktaz arasindaki etkilesimin
bugune kadar molekuler bir tarifi yoktur. Metformin, izole mitokondride oksijen
tilketimini stiksinat gibi kompleks II substratlarin varliginda degil yalnizca kompleks I
substratlarin (malat ve piruvat) varliginda inhibe eder (Andrzejewski ve ark. 2014).
Metforminin etkilerinde kompleks I’in roliiyle ilgili Wheaton ve ark. metforminin kolon
kanseri hiicrelerinde antiproliferatif bir etki yaptigini, ancak Saccharomyces
cerevisiae’den metformine direncli bir NADH rediiktazin (NDI1) asir1 eksprese
edildiginde bu etkinin ortadan kalktigin1 gostermislerdir. Bu sonuglar, NDI1 proteinini
asir1 ifade eden farelerde de dogrulanmistr (Wheaton ve ark. 2014). Enerjik bir
dengesizlige katkida bulunmanin yani sira, mitokondriyal kompleks I'in inhibisyonu,
instlin / insulin benzeri blyltme faktori-1 (IGF-1) sinyallesmesinde bir azalmayla ve
rapamisinin memeli hedefinin (mTOR) inhibisyonuyla, AMPK aktivasyonu ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) tiretimindeki azalma ve iliskili DNA hasari ile iliskilendirilmistir
(Algire ve ark. 2012, Gandini ve ark. 2014). AMPK ve mTOR sinyallesmesi, timor
proliferasyonunda merkezi bir rol Ustlenir (Faubert ve ark. 2015) ve meme kanseri
(Dowling ve ark. 2007, Guo ve ark. 2015), 6zofagus kanseri (Honjo ve ark. 2014),
pankreatik kanser (Nair ve ark. 2014) ve mide kanseri (Han ve ark. 2015) gibi
kanserlerdeki metformin aktivitesi ile iliskilendirilmislerdir. Kat1 tiimérlerin ana ve iyi
bilinen ozelliklerinin, hem glukoz hem de oksijenin varhigin1 etkileyen ve timor
hicrelerinin  habis fenotipini arttiran vaskiilarizasyonda bir azalma oldugu
unutulmamalidir. Molekiiler olarak, hipoksi ile indiiklenebilir faktorlerin (HIF’ler)
stabilizasyonu, diisiik oksijen ortamina adaptasyona izin veren metabolik degisikliklerin
kabul gérmesi onemli bir adimdir. Sonu¢ olarak, HIF’lerin aktivasyonu (HIF-la gibi)
birkac kanser turiinde bildirilmistir (Maftouh ve ark. 2014, Yoshiba ve ark. 2009). Bu
ortamda metforminin kisa siire 6nce hipoksi ile indiiklenen HIF-1a stabilizasyonunu ve
timor hicrelerinde HIF hedef genlerinin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Wheaton
ve ark. 2014). Bu etkiler, metforminin, hipoksik kosullar altinda hayatta kalmak i¢in HIF
sinyaline bagimli olan kanserlerde de terapdtik bir role sahip olabilecegini

diistindiirmektedir.
2.5.4. Metformin: Bir anti-metabolit ila¢

Folat metabolizmas1 kemoterapotik ilaglar icin Onemli bir hedef olarak

vurgulanmistir. Kanser hiicrelerinde folat metabolizmasi, niikleotid sentezi, metionin
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dongiisti, glutatyon sentezi, poliamin metabolizmast ve diger metabolik yollari
bltlinlestiren “tek karbonlu” metabolizmayla timor hiicresi sagkalimi ve / veya
kemoterapide direng icin dnemli sirecleri icerir (Locasale 2013). Metformin ve folat
metabolizmas1 degisiklikleri arasindaki iligki, metformin ile uzun dénem tedavi edilen
T2DM olan hastalarda homosistein artisini ve folat ve B12 vitamini diistisiinii bildiren
cesitli caligmalara tizerine kurulmustur (de Jager ve ark. 2010, Ham ve ark. 2014, Ko ve
ark. 2014, Sahin ve ark. 2007). Homosistein, folat metabolizmasina, bir metil grubu
donori olan 5-metil-tetrahidrofolat ve ana kofaktor olarak B12 vitaminini kullanarak,
homosisteini metile eden bir enzim olan metionin sentazin etkisi ile baghdir (Locasale
2013). Ancak, folat metabolizmasi ile metforminin antitiimor etkisi arasindaki iligki heniiz
acikliga kavusturulamamistir. 2012 yilinda Corominas-Faja ve ark. metformin, meme
kanseri hucrelerinde (MCF-7, BT-474 ve MDA-MB-231 hicre dizileri) folat
metabolizmasmi degistirdigini, son sitotoksik etki olarak da timidin ve purin
nikleotidlerinin  de novo sentezinin inhibisyonunu indiikledigini  bildirmistir
(Corominas-Faja ve ark. 2012). Bu folat metabolizmasi degisikligi de glutatyon
sentezinde azalma ile baglantilidir. Kanser hiicrelerindeki metformin, ayni zamanda,
homosistein birikimini de arttirmakta, ancak indirgenmis glutatyon diizeylerini ve bu
tiyolin distlfid formunu azaltmaktadir (Corominas-Faja ve ark. 2012). Bu sonuclardan
sonra Janzer ve ark. metformin ile tedavi edilen meme kanseri kok hiicreleri (KKH ler),
homosistein seviyelerinde bir artig ve trifosfat niikleotidlerinde HPLC / MS ile 6l¢tildiigi
iizere dnemli bir diisiis gdstermislerdir. Ilging bir sekilde, KKH’lerde metformin glikolitik
ara iirlinleri veya trikarboksilik asit dongii tiriinlerini degistirmez, bu durum da hiicrelerde
mitokondri homeostazinda bir degisiklik olmadigin1 gostermektedir (Janzer ve ark. 2014).
Ek olarak Cioce ve ark. kemoterapiye direncli meme kanseri hiicrelerinin (MCF-7,
BT-474 ve SUM 159 hiicre ¢izgilerinden tiiretilen) kiiltiir ortaminin metabolit profilini
degerlendirmis ve metformin ile tedavi edilen hiicrelerden alinan kiiltiir ortaminin azalmis
hicre ici glutatyon seviyelerine paralel olarak daha yiiksek seviyelerde piroglutamat

icerdigi gosterilmistir (Cioce ve ark. 2014).
2.5.5. Metforminin Tasinmasi

SLC22 ailesindeki birgok tasiyici gibi organik katyon tasiyicilar: (OCT), 12 alfa-
heliks transmembran domaini (TMD’ler), bir hiicre i¢i N terminali, bir hiicre i¢i C

terminali, TMD 1 ve 2 arasinda bulunan genis glikozile olmus hiicre dis1 bir ilmek ve
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TMD 6 ve 7 arasinda fosforilasyon bdlgeleri olan hiicre igi biiylik bir ilmek bulunan
tahmini bir membran topolojisine sahiptir. OCT’ler dengeleyici tagiyicilardir. Katyonlarin
bu tastyicilar tarafindan translokasyonu da elektrojeniktir. Boylece, membran potansiyeli
konsantrasyon gradyanina ek olarak bir itici gli¢ olarak etki edebilmektedir. Cok ¢esitli
molekiiler yapilarla ¢ok ¢esitli substratlari translokasyona ugratirlar ve benzer sekilde,
translokasyon yapilmadan tasiyicilar ile etkilesime girebilen ¢ok sayida bilesik tarafindan
da inhibe edilebilirler (Volk ve ark. 2009). OCT1, kromozom 6.926-7 bdlgesinde bulunan,
11 ekson ve 10 intron igeren SLC22A1 geni tarafindan kodlanir (Koepsell ve ark. 2007).
OCT1 proteini ¢ogunlukla epitel hiicrelerinde eksprese edilir. Doku dagilimi ile ilgili
olarak, OCT]1 esas olarak hepatositlerin siniizoidal membraninda yer aldig1 karacigerde
eksprese edilir (Nies ve ark. 2009). OCT1 ayrica, akciger, brons epitel hiicrelerinin liimen
membraninda; kalp; iskelet kasi; mikrodamarlarin endotel hiicrelerinde beyin; plasenta;
meme bezi; bobrekiistii bezi; goz, korneada ve kan retina bariyerinde; yag
dokusu,bagisiklik hiicreleri ve ince bagirsak dahil ¢ok ¢esitli doku ve organlarda da ifade
edilir (Gilchrist ve Alcorn 2010, Han ve ark. 2013, Jonker ve Schinkel 2004, Koepsell ve
ark. 2007, Lin ve ark. 2010, Moreno-Navarrete ve ark. 2011, Zhang ve ark. 2008).
Tiimorlerde de OCT1 ekspresyonunun etkisi genis 6lgiide bilinmektedir (Gupta ve ark.
2012, Koepsell ve ark. 2007, More ve ark. 2010, Schaeffeler ve ark. 2011), ancak baz1
vakalarda karaciger kanseri i¢in son zamanlarda gosterildigi gibi, ekspresyon seviyeleri
cevredeki normal doku ile karsilastirildiginda azalmig olarak rapor edilmistir
(Martinez-Becerra ve ark. 2012). Metformin hidrofilik yapida (pH 6.0'da 26.13 logD) ve
tiim fizyolojik pH degerlerinde elektriksel olarak yiiklii (pKa 12.4) bir ajandir (Schaefteler
ve ark. 2011). Bu nedenle, hiicre zar1 boyunca pasif diflizyon yaparak hiicreye giremez ve
hiicre i¢i hedef olan AMPK’yi harekete gegirebilecegi hiicreye girmek igin katyon segici
tastyicilara ihtiyag duymaktadir (Martinez-Becerra ve ark. 2012). Organik katyon
tastyicilar (OCT) (SLC22A1-3), plazma monoamin tastyici (PMAT) (SLC29A4) ve ¢oklu
ilac ve toksin ekstriizyon proteinleri (MATEL ve 2) (SLC47A1 ve SLC47A2) gibi tasima
proteinleri, bagirsak, karaciger ve bobrek gibi farkli organlarda metformin trafigini
kolaylastirir (Giacomini ve ark. 2010). Karacigerde, metformin, agirlikli olarak OCT1
yoluyla hepatositlere alinir ve boylece bu tasiyici, metforminin antidiyabetik etkisinde

kritik bir rol oynar.
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2.5.6. Metforminin diger mekanizmalar

Hepatoseliler karsinomda, metformin, siklin D1 ve siklin E (Miyoshi ve ark.
2014, Qu ve ark. 2012) gibi hlcre doéngist duzenleyici proteinlerin modulasyonu yoluyla
hem in vitro hem de in vivo bir inhibitor etki gosterir. Ek olarak, c-MYC geninin
karsinojenezin bir pivotal araci oldugu 6ne siiriilen HCC’lerde (Blandino ve ark. 2012),
metformin tedavisinin timor sipresori let-7 ailesi tiyeleri mikroRNA’lar1 up-regile

ederek in vitro c-MYC ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Miyoshi ve ark. 2014).
2.5.7. Metforminin In vitro ve In vivo Etkisi: Konsantrasyon Problemi

Metforminin etki tarzini agiklamay1 amaclayan in vitro deneylerle ilgili en yaygin
elestiri  kullanilan ~ konsantrasyondur. Metformin  plazma konsantrasyonunun
farmakokinetik analizleri, 3 gr / guin (terapétiklerde izin verilen maksimum doz) diizenli
bir uygulamadan sonra ortalama konsantrasyonun yaklasik 1.5 mg / L oldugunu ortaya
cikarmistir; metforminin molekiil agirligi (129.2 g/ mol) dikkate alindiginda, plazmadaki
ortalama molar konsantrasyon yaklasik olarak 11 uM’dir (Duong ve ark. 2013, Graham ve
ark. 2011). Bununla birlikte, metforminin mitokondriyal aktivitesini arastiran deneyler,
insanlarda plazma konsantrasyonlarindan en az 50 kat daha fazla olan, 0.5 ila 10 mM’lik
konsantrasyonlar1 kullanmistir (Algire ve ark. 2012, Andrzejewski ve ark. 2014,
Menendez ve ark. 2012, Wheaton ve ark. 2014, Zakikhani ve ark. 2006, Zhuang ve ark.
2014). Ek olarak, baz1 raporlar ilacin antifolat aktivitesinin de plazma
konsantrasyonundan daha biiyiik olan 0.3 ve 1 mM konsantrasyonlarda gézlemlendigine
dair kanitlar saglamaktadir (Cioce ve ark. 2014, Corominas-Faja ve ark. 2012, Janzer ve
ark. 2014). In vitro ve in vivo verilerden kaynaklanan bir baska endise, kiiltiir ortamindaki
glikozun metformin metabolizmasina miidahale edebilecegidir. Gozden gegirilen
calismalarin ¢ogunda, sirastyla 24 ve 17.5 mM glukoz i¢eren kiiltiir ortami olarak DMEM
veya DMEM / F12 kullanilmistir; bununla birlikte, plazmadaki normal glukoz
konsantrasyonu araligi 7 mM’nin altindadir. Bu baglamda, Zhuang ve ark. metforminin
sitotoksik etkisinin diisiik glikoz ortaminda giiglii oldugunu kanitlamistir, bu da in vitro
deneylerde yiiksek bir metformin konsantrasyonunun gerekliliginin, glikozun uyguladig:
maskeleme etkisine bagh oldugunu gostermekte boylece bu deneylerde elde edilen

verilerin gecersiz olmadigini gostermektedir (Zhuang ve ark. 2014).

Bir ¢alismada kullanilan metformin konsantrasyonlari, metformin tedavisi
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altindaki diyabetiklerde metformin serum duizeylerine gére 1000 kat daha yiiksek olarak
rapor edilmistir (Frid ve ark. 2010). Bagka bir ¢alismada ise prostat kanseri hiicrelerini
inhibe etmek igin de yine benzer metformin dozlari (5 mM) uygulanmistir (Ben Sahra ve
ark. 2008). Bununla birlikte, bir in vivo xenograft modelinde, ayni yazarlar, hastalar igin
kullanilan ayni1 metformin dozu ile prostat kanseri hiicre biiylimesinin giiclii bir sekilde
durduruldugunu rapor etmislerdir. Yine baska bir klinik ¢alismada, kolorektal epitelyal
proliferasyonu baskilamak i¢in daha diisiik bir metformin dozunun (250 mg / d) yeterli
oldugu bildirilmistir (Hosono ve ark. 2010). Bu veriler, in vitro olarak kullanilan
metforminin supratherapotik dozlarmimn, in vivo olarak metforminin proliferasyonu

durdurma etkisini elde etmek i¢in zorunlu olmadigim diisiindiirmektedir.

Aslinda, anti-diyabetik biguanid metforminin in vitro kiiltiire edilmis kanser
hiicrelerinde hiicre bliylimesini 6nemli Ol¢iide inhibe etme kabiliyeti, ¢ogunlukla
milimolar aralikta yeterli olmaktadir (Martin-Castillo ve ark. 2010, Vazquez-Martin ve
ark. 2010). Yine, son derece yiksek miktarda buyime faktort ve glukoz iceren kiltir
ortamlarinda rutin olarak cogaltilan tiimor hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe
etmek icin metforminin millimolar konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir. Cogu saglikli,
diyabetik olmayan yetiskinler 5 mmol / L civarinda ag¢lik glukoz seviyelerini korurken,
ortalama doku kiiltiir ortam1 10 ila 25 mmol/ L arasinda ve ayrica insiilin agisindan zengin
fetal sigir serumu (% 5-10 v / v) arasinda glukoz konsantrasyonlarina sahiptir. Glikoz
seviyeleri sirasiyla metabolik sendrom ve diyabetik hastalarda 7 mmol/ L ile 10 mmol / L
arasinda degistiginden ve bir konak yanit1 in vitro olarak kabul edilemediginden, bir¢ok
bilim adam1 ¢ogu durumda sezgisel dozda birlesmekte, dogrudan (insiilinden bagimsiz)
metformin etkilerinin, kanser hastalarinin klinik durumlar1 ile iliskili olmayacagini

diistinmektedir (Bonanni ve ark. 2012, Dowling ve ark. 2012, Martin ve Marais 2012).
2.6. Proteomik Analizi

30 yili agkin bir siiredir, kiitle spektrometresi (MS) ve molekiiler tekniklerdeki
ilerlemeler neticesinde protein caligmalar1 gelisim gostermistir ve proteomiks bilimsel
aragtirmalar i¢in etkili bir ara¢ olarak kabul edilmistir (Mishra 2011). Proteomun
incelenmesi, daha 6nce olusturulmus veri tabanlarindaki sonuglarmn karsilastiriimasi
yoluyla proteinlerin yapisini, islevini ve birbirleriyle olan etkilesimlerini ortaya
cikarmakta ve yeni proteinlerin ve sinyal mekanizmalarmin tanimlanmasia yardimci

olmaktadir (Mishra 2011). Proteomik c¢aligmalar1 ile hiicrelerdeki biitiin proteinlerin
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tanimlanmasi, karsilikli etkilesim ve yolak analizleriyle kanserlerin erken evrede
yakalanabilmesi ve Onleyici biyomarkerlarin saptanmast miimkiin olabilmektedir

(Al-Zaidan ve ark. 2017).
2.6.1. Meme Kanseri ve Proteomiks

Birgok c¢alismayla birlikte proteomiks tabanli ¢aligmalar yardimiyla meme

kanserinin molekiiler biyolojisi de detaylandirilmaya calisiimaktadir.

Proteomiks ve meme kanseri ile ilgili, Al Zaidan ve ark.’nin yaptig1 meme kanseri
icin giivenli ve alternatif tedavi secenekleri kesfetmek olan proteomiks bazli calismada
meme kanserine 0zgii, biyobelirte¢ olarak da kullanilabilecek proteinler saptanmistir
(Sacco ve ark. 2016). Yine Sacco ve ark. metformin kullanimmin hiicre proliferasyonu
iizerinde etkisinin oldugunu derin proteomiks verilerini kullanarak gostermislerdir (Mi ve
ark. 2017). Hastalara ait orneklerden dGretilen primer hiicre kiiltiirlerinde yapilan
proteomiks ¢alismasiyla ortaya konulacak hedef proteinler meme kanserine erken evrede
tan1 konulmasina, hastaligin ilerleyisini dnlemeye, hastalik patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasina ve daha genis bir tabirle tedavi alternatifleri adma yeni stratejilerin

gelistirilmesine olanak taniyacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hicre Kultiri

Meme kanseri hiicreleri (MCF7), %10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone), %1
L-Glutamine (Hyclone), %1 Penisillinstreptomisin (Hyclone), Dulbecco’s modification of
Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO) besiyerinde yetistirildi. Hiicreler 24’liik standart
hiicre kiltiirii platelerinde 1x105 sayisinda tek tabaka halinde yetistirildi. 37°C sicaklikta
ve %5°lik CO?’li etiivde inkiibe edildi. Bu hiicreler 48 saat 10pM metformin ile muamele
edilip ELISA yontemiyle protein analizleri icin homojenize edildi.

3.2. Doku homojenizasyonu

Hiicrelerin tizerine gram basma 3ml RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay)
buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride), 30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz
inhibltoru eklendi ve ultrasonic par¢alama cihaziyla buz tizerinde dokularin parg¢alanarak
homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10.000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilip iistte

ayrilan kisimlar (stipernatantlar) alindi, alttaki ¢okeltiler (pelletler) atidi.
3.3. Protein miktar tayini

Homojenize edilmis hiicrelerin protein miktar tayini Bradford yontemi ile yapildi.
Sigir serum albumini (1pg/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (ug/ml) konsantrasyonlarda
standart hazirlanip her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile 100 pl’ye tamamlandi.
Standart ve drneklerin Gzerine 1ml Bradford sollisyonu eklenip vorteksle karistirildiktan
sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda absorbans miktarlari manuel
olarak 6lglldi. Prism programinda gizilen standart egriye gore protein miktar tayini pg/pl

cinsinden yapildi. Protein miktar tayini ELISA deneylerinin standardizasyonu i¢in yapildi.
3.4. ELISA deneyleri

Kaspaz-3, bax ve bcl-2 protein dizeyleri ELISA testi ile incelendi. ELISA
kitlerinin deney protokolleri herbir kit i¢in degigkenlik gostermektedir.
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4. BULGULAR

ELISA Bcl-2 Protein Miktar Tayini

Hicrelere metformin uygulamasit anti apoptotik protein olan bcl-2’nin
expresyonunu anlamli olarak artirdi (Sekil 4.1).

E3 Control
E=3 Metformin

*
2-
0 o :

bcl-2

Sekil 4.1. Metforminin meme kanserindeki bcl-2 proteinine etkisi (n=6). Istatistiksel analiz: student t test. (*
: Kontrole gore P<0.05.).
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ELISA Kaspaz-3 Enzim Miktar Tayini

Hiicrelere metformin uygulamasi kaspaz-3’ii anlamli olarak artirmustir(Sekil 4.2).

E& Control
E=3 Metformin

Cleaved Caspase-3

Sekil 4.2. Metforminin meme kanserindeki kaspas-3 proteinine etkisi (n=6). Istatistiksel analiz: student t
test. (* : Kontrole gore P<0.05.).

ELISA Bax Protein Miktar Tayini
Hiicrelere metformin uygulamasi bax’1 anlamli olarak artirmistir (Sekil 4.3).

3+

& E3 Control
— E3 Metformin
2_
g S
B
0 ::-:::::-:::E:::::.:::::.

bax

Sekil 4.3. Metforminin meme kanserindeki bax proteinine etkisi (n=6). Istatistiksel analiz: ANOVA. student
t test. (* : Kontrole gore P<0.05.).

ELISA wee 1 Protein Miktar Tayini

Metformin wee-1’i anlamli olarak artirmustir (Cizelge 4.1).
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ELISA AIF Protein Miktar Tayini

Metformin AIF’i anlamli olarak artirmistir(Cizelge 4. 1).

ELISA 1 gadd153 Protein Miktar Tayini

Metformin gadd153°ii anlaml olarak artirmustir(Cizelge 4.1).

ELISA grp78Protein Miktar Tayini

Metformin gadd153 anlamli olarak artirmistir(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. weel, AIF, gladd153, grp78 analiz sonuglari. (Sonuglar mean+SE olarak gosterilmistir.
Istatistiksel analiz: Student t test.) (* : Kontole gére P < 0.05)

Cizelge 4.1 Control Metformin
wee 1 0.38+0.12 pg/ml 0.78+0.02 pg/ml*
AlF

0.33+0.01 pg/ml 1.55+0.028 pg/ml*
gadd153 0.23+0.02pg/ml 1.85+0.04 pg/ml*
grp78

0.66+0.03 pg/ml 1.35+0.07 pg/ml*
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5. TARTISMA

Calismamizda apoptoz yolaginda gérev alan bax, bcl-2, kaspaz-3, wee 1 gadd153,
grp78, ve AIF proteinlerini degerlendirdik. Calismamizda metformin proapoptotik
proteinleri olan bax ve kaspaz-3’ii artirip, anti apoptotik protein olan bcl-2’yi azaltmistir.
Diger bir ifade ile metforminin kanser hiicrelerinin tiremesini ve proapoptotik proteinlerin
ekspresyonunu azalttigini ve antiapoptotik proteinleri artirdigi gosterilmisitir.

Apopitoz  embriyogenez asamasinda  istenmeyen dokularm  ortadan
kaldirilmasinda ve dokunun yeniden sekillendirilmesinde; daha sonraki yillar da gelisim,
homoestazin saglanmasi ve yaslanmada, tiim yasam siireci boyunca hasar gormiis
transformasyona ugramis, enfektif dokunun ve yasam siiresini doldurmus saglikh
dokunun elimine edilmesinde fonksiyon goéren programlanmis hiicre 6limiidiir.

Bcl-2 ailesi ve kaspazlar apopitotik yolakta temel mediyatorlerdir. Entrensek
yolak kaspaz-8 ve 10’un aktivasyonu ve 6liim indiikleyici sinyal kompleksi olusumuyla,
ekstrensek yolak kaspaz-9 aktivasyonu ve apopitozom kompleksi olusumuyla, kaspaz-3’i
indiklemektedir. Bu son basamakta kaspaz-3 tipik DNA fragmantasyonuna neden
olmaktadir. Bcl-2 ailesi hem apopitotik hem anti apopitotik Uyelere sahiptir. Bcl-2
proteinleri arasindaki dengeye gOre  proapopitotik veya antiapopitotik sinyaller
mitokondriyi etkilemektedir. Apopitotik sinyaller baskinsa sitokrom c¢ apopitozom
kompleksini olusturmak ic¢in mitokondriden ayrilir. Tetiklenmis apopitoz organ
yetmezligine neden olurken, apopitozun engellenmesi hiperplazi ve kansere neden
olmaktadir.

Apopitoz defektleri gelisimsel, otoimmiin ve ndrodejeneratif hastaliklarda ve
kanser gelisiminde 6nemlidir (Evans ve ark. 2005). Metformin ile tedavi edilen T2DM
hastalarinda azalmig kanser riskinin gdsterildigi ilk rapor sadece 13 yil Once
yayinlanmustir. Daha sonra yapilan ¢alismalar da metformin ile tedavi edilen bu hastalarda
kanser insidans1 ve mortalite riskinin daha az oldugunu gostermistir. (Evans ve ark. 2005,
Libby G ve ark. 2009). Yapilan kapsamli bir meta-analiz ¢aligmasinda metforminin
pankreas kanseri, hepatoseliiler karsinoma ve kolon kanserinde kanser insidansin1 %30-50

azalttig1 tespit edilmistir (Decensi ve ark. 2010). Metforminin antikanser etkilerinin hangi
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mekanizmalar araciligiyla olustugu halen kesin olarak belirlenemese de bu etkilerini
dogrudan veya dolayli birgok mekanizma ile gosterdigi tespit edilmistir. Bu
mekanizmalardan biri AMPK aktivasyonu ile phosphatidylinositiol 3-kinase
(PI3K)/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR) yolaginin baskilanmasidir. Bu
yolak hiicre biiylimesini ve metabolizmay1 diizenleyen korunmus bir sinyal yolagidir.
mTOR, S6 kinaz (S6K) ve translasyon baslatma faktoriiniin 4E binding protein 1 (4EBP1)
gibi protein sentezinde yer alan iki 6nemli hedefi dogrudan aktive etmektedir (Pulito ve
ark. 2014). mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) mTOR’un iki
fonksiyonel kompleksinden biridir ve AMPK ile negatif yonde regiile edilmektedir.
AMPK, mTORCI yolagin1 dogrudan inhibe; mTOR yolagmi inhibe eden tuberous
sclerosis complex protein 2’yi (TSC2) ise dolayli yoldan fosforile ederek, protein
sentezinin ve hiicre biliyiimesinin azalmasmma yol agmaktadwr (Hay ve ark. 2004).
Metforminin AMPK modiilasyonu yoluyla mTOR aktivitesini inhibe ederek ¢esitli kanser
tiirlerinin progresyonunda olumlu etkiler sagladigini bildiren ¢alismalar vardir (Dowling
ve ark. 2007, Han ve ark. 2015, Honjo ve ark. 2014). Bunun yaninda metforminin
MTORCL1'i AMPK ve TSC2 yolagimdan bagimsiz RAG GTPase aracilikl inhibe ettigi de
bulgular arasindadir (Kalender ve ark. 2010). Metforminin anti-neoplastik aktivitesinin
olabilecegini gosteren ilk ¢alisma Zakikhani ve arkadaslarinin MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda mTOR/S6 kinaz yolagini baskilayip doz bagimli bir biiyiime inhibitorii rol
aldigin1 tespit ettikleri calismadir (Zakikhani ve ark. 2006).

Kanser ve diyabet arasinda onemli biyolojik baglantilar vardir. Bunlardan en
dikkat cekicisi insulin/insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF) sinyal yolagidir. Kandaki
insiilin/IGF1 diizeyinin artmasi ve insiilin/IGF reseptor sinyal yolaklarinm upregiilasyonu
bir¢ok kanser tiirliniin olusumunda rol oynadigi ortaya konmustur (LeRoith ve ark. 2003).
Metforminin  bu yolagm inhibisyonu Uzerinden kanser hiicrelerinde hiicre
metabolizmasini degistirdigi tespit edilmistir (Karnevi ve ark. 2013). Ayrica lipogenez ve
kolesterol sentezi gibi iki 6nemli anabolik siirecin AMPK aktivasyonu araciligiyla
metformin tarafindan inhibe edilmesi de metforminin kanser Uzerindeki etkileriyle
iliskilendirilmektedir (Li D. 2011). Metforminin yag asidi sentezini dogrudan inhibe ederek
pankreatik timor hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi tespit edilmistir (Cantoria ve ark.
2014). Metformin ayrica insan meme kanseri hiicrelerinde, mTOR yolagini inhibe ederek,
HER-2 (Human epidermal growth factor receptor) protein ekspresyonunu azaltmaktadir.

Bu etkinin mTOR efektorii p70S6K1’in inhibisyonu ile meydana geldigi
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diistiniilmektedir. p70S6K, S6 ribozomal proteinin fosforilasyondan, yani ribozomda
protein sentezinden sorumlu bir kinazdir (Vazquez-Martin ve ark. 2014).

Bir¢ok organizmada kanseri baskilamak i¢in ¢ok 6nemli bir protein olan p53’iin
AMPK ile ekspresyonu ve fosforilasyonunun metforminin antikanser etki
mekanizmasindaki rolii ise halen tartisilmakta olan bir konudur. Bazi calismalar
metforminin p53 aktivitesinde bir degisiklik olmadan hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda
bloke ettigini gosterse de (Nelson ve ark. 2012) metforminin kanser Gzerindeki inhibitor
etkisinin hem kanser hem de yaslanma siirecinde 6nemli bir rol oynayan p53 aktivitesi ile

iliskili oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur(Cerezo ve ark. 2013, Li ve ark. 2015).
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6. SONUC

Meme kanserleri olduk¢a yaygin goriilen, insidansi giderek artan ve topluma
oldukga yuklu bir maliyete sebep olan ciddi bir saglik problemidir. Kanser tedavisi
sirasinda anti kanserojen etkinligi gosterilen metforminin potansiyel apoptik etkileri
ortaya konmustur. Bu nedenle metforminin meme kanseri hiicrelerinin apoptoz yolagina
etkisi merak uyandirmaktadir. Bu amagla meme kanseri hiicre hatlar1 hiicre kiiltiirtinde
almarak metforminin bu hiicrelerdeki apoptoz mediyatorleri Tlizerine etkileri
arastirilmigtir. Kanserlerde kemoterapoétiklere gosterilen direngte ve kanser gelisiminde
apoptozisin onemli rolii vardir. Metformin giivenli, ucuz ve etkili ilaclar oldugu
disiiniiliirse yararh etkileri biiylik onem arz etmektedir. Calismamizda metforminin
meme kanseri hiicrelerinde, kaspaz-3, bax, bcl-2, wee 1 gadd153, grp78, ve AlF protein
diizeylerini ve aktivitelerini nasil etkileyeceginin arastirilmasi yapilmistir. Bu ¢alismanin
neticesinde metformin proapoptotik proteinleri olan bax ve kaspaz-3’i artirip, anti
apoptotik protein olan bcl-2’yi azaltmistir. Calismamiz metforminin kanser hiicrelerinin
iiremesini ve proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azalttigini ve antiapoptotik
proteinleri artirdigini gostermistir. Sonu¢ olarak ¢alismamiz metforminin insan meme
kanseri tizerinde apoptotik etkileri oldugunu gostermistir. T2DM tedavisi icin metformin
kullanan ve bu sirada meme kanseri teshisi alan hastalarin T2DM tedavilerine metformin
ile davam etmesi, mevcut meme kanseri hastalarindan yeni T2DM teshisi konulan
hastalarin farmakoterapisi planlanirken metforminin de giiclii bir sekilde diisiiniilmesi
gerekmektedir. Bu baglamda metforminin potansiyel apoptotik etkilerinin arastirlmasi

amaciyla ilave bilimsel ¢galigmalarin yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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