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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GAMBOJIK ASIT VE TRASTUZUMAB’IN MDA-MB-453 MEME KANSERI
HUCRE HATTINDA BAZI ENZIMLER UZERINE SINERJiK ETKIiLERIi

Abdullah ALPKAN

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Murat CANKAYA

Meme kanseri kadinlar arasinda en fazla goriilen ve oliimle sonuglanan kanserdir. Meme
kanserinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, terapotik protein ve immiinoterapi tedavileri
kullanilmaktadir. Tedavide kullanilan kemoterapdtik ajanlarin en énemli etki mekanizmalari
apoptozdur.

Meme Kkanserinin  %20-25’i asin  HER2/neu  reseptériiniin  ekspresyonu ile
iliskilendirilmektedir. HER2 asir1 ekpresyonunu durmak ve tiimér olusumunu engelleyecek
monoklonal antikorlarin kullanilmasi tedavi segenekleri arasinda yer almaktadir.

Trastuzumab HER2 reseptoriine baglanarak antikanser etki gosteren monoklonal bir
antikordur. Trastuzumab’in antikanser ilaglar ve antikanser etki gosteren bir¢ok ajanla
kombinasyon tedavilerinde sag kalimda olumlu sonuglar alinmustir.

Gambojik asit Garcinia hanburyi bitkisinden saflastirilan ksanfon tiirevi bir bilesiktir.
Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla gambojik asidin hiicre dongiisiinii durdurma ve
apoptoz indiiksiyonu yoluyla timdr gelisimini inhibe edici etki gosterdigi kanitlanmigtir.

Bu ¢alisma kapsaminda HER2/neu ekpresyonu yiiksek olan MDA-MB-453 meme karsinomu
hiicre hattinda trastuzumab ve gambojik asit’in ayr1 ayr1 ve kombinasyonlarinin bazi
antioksidanlar tizerine sinerjistik toksisite etkilerinin aragtiritlmasi planlanmaktadir.

2019, 64 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Enzimler, Gambojik asit, Trastuzumab.
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Master Thesis

SYNERGISTIC EFFECTS OF GAMBOGIC ACID AND TRASTUZUMAB ON
SOME ENZYMES IN MDA-MB453 BREAST CANCER CELLS

Abdullah ALPKAN

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Murat CANKAYA

Breast cancer is the most common and fatal cancer among women. Surgery, chemotherapy,
radiotherapy, therapeutic protein and immunotherapy treatments are used in breast cancer.
The most important mechanism of action of chemotherapeutic agents used in treatment is
apoptosis.

20-25% of breast cancer is associated with the expression of excessive HER2 / neu receptor.
Stopping HER2 overexpression and using monoclonal antibodies to prevent tumor formation
are among the treatment options.

Trastuzumab is a monoclonal antibody that binds to the HER2 receptor and has anticancer
effect. Trastuzumab’s anticancer drugs and combination therapy with many anticancer agents
have yielded positive results in disease-free and overall survival.

Gambogic acid is a xyfon-derived compound purified from Garcinia hanburyi. In vivo and in
vitro studies have shown that gambogic acid has an inhibitory effect on tumor growth by
inhibiting cell cycle and induction of apoptosis.

The aim of this study is to investigate the synergistic toxicity effects of individual and
combinations of trastuzumab and gambogic acid on some antioxidants in MDA-MB-453
breast carcinoma cell line with high HER2 / neu expression.

2019, 64 Pages

Keywords: Enzymes, Gambogic acid, Trastuzumab.
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1. GIRIS

Akciger kanserinden sonra diinyada en fazla insidans ve mortaliteye sahip kanser tiirii
kadinlarda goriilen meme kanseridir. Meme kanseri bir¢ok iilkede en sik goriilen kanser
tiiriidiir (185 iilkenin 154°nde). Birgok iilke i¢in de (100°den fazla) kanserden dliimlerin
onde gelen nedenidir (Torre vd., 2016). Yilda yaklasik 1.38 milyon yeni meme kanseri
vakas1 teshis edilmekte olup sadece Birlesik Krallikta her yil elli bin kadina ve 400
erkege meme kanser teshisi konulmaktadir. Diinyada bu kanser tiiriinden dolay1 yilda
458.000 kadin olimii meydana gelmektedir (Eccles vd., 2013). Meme kanserinin
gelismesinde birgok faktoriin etkisi vardir (Koyunolgu vd., 2013). Bu faktorlerin en
onemlilerinden bir tanesi kotii prognozlo iliskili olan HER2 veya (Eccles vd., 2013)
HER2/neu reseptOriiniin (insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2) asiri
tiretilmesidir. Bu neden kanser olusumlarinin %20’sini meydana getirmektedir (Vega-
Rubin-de-Celis vd., 2018). Heterojen bir yapida olan meme kanseri farkli alt tiplere
sahip oldugu i¢in etiyolojisinin anlagilmasi 6nem arz etmektedir. Bu heterojenligin
coziilmesi ile birlikte hedefe yonelik gelistirilen terapétik ajanlar olumlu sonuglar
vermeye baslamistir. Hedefe yonelik terapotik ajanlarin verimliligini artirmak igin

timor hiicresine 6zgii molekiiller yolaklarin anlagilmasi 6nemlidir (Polyak, 2007).

Bu amacla gelistirilen monoklonal antikorlar spesifik olarak kanser hiicrelerini
hedeflemekte ve giiclii bir anti-kanser potansiyeli gostermektedir (Wu vd., 2018).
Bugiine kadar metastatik meme kanseri hastalarinin tedavisinde kullanmak amagl
HER2-‘yi hedef alan trastuzumab, pertuzumab, lapatinip ve ado-trastuzumab emtansin
olmak iizere dort terapdtik ajan onaylanmustir (Figueroa-Magalhaes vd., 2014).
Trastuzumab (Herceptin®) HER2’yi engellemek igin gelistirilen bir monoklonal
antikordur. Trastuzumab’in haftalik veya {i¢ haftada bir tek basina veya kemoterapi
kombinasyonu ile yapilan tedavilerde HER2-pozitif metastatik meme kanserinde
iyilestirici etkisi gosterdigi (Piccart-Gebhart vd., 2005b) ve erken evre meme kanseri
hastalarinin sag kalim siiresini uzattig1 yapilan ¢aligmalarla ispatlanmistir (Kristeleit vd.,
2016).

Gambojik asit Garcinia hanburyi bitkisinden saflastirilan halkali ksanfon (xanthone)

tirevi bir bilesiktir. Yapilan g¢alismalar sonucunda G. hanburiye’den izole edilen



ksanfonlarin hiicre dongiisiinii durdurma, apoptoz indiiksiyonunu saglama, telomeraz
inhibisyonu ve anti-anjiyogenes gibi sitotoksik etkiler gostermeleri nedeni ile bir¢ok
calismada arastirma konusu olmustur. Garcinia hanburiye’den saflastirilan en 6nemli
ksanfonlardan biri olan Gambojik asit uygulamasi ile yapilan tedaviler neticesinde
gambojik asidin hiicre dongiisiinii durdurmak, kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyon
yoluyla hiicre biiylimesini inhibe etmek gibi etkileri oldugu yapilan caligmalarla
kanitlanmistir. Gambojik asit ile Docetaxel (Doc), 5-florourasil (5-FU) ve oksaliplatin
(Oksa) gibi kemateratopik ajanlarin kombinasyonu olusturularak BGC-823 ve MKN-28
mide kanseri hiicre hatlarinda yapilan uygulamalarda bu hiicre hatlarina kars1 sitotoksik
aktiviteler tizerinde sinerjik etkileri oldugu tespit edilmistir (Jia vd., 2015). Yapilan
detayli literatlir taramasi sonucunda meme kanser hiicrelerinde Trastuzumab ve
Gambojik asit kombinasyonu ile olusturulmus herhangi bir ¢alismanin literatiirde yer

almadig tespit edilmistir.

Calismadaki amacimiz; in vitro olarak yapilan testler sonucunda meme kanseri hiicre
hattinda yapilan caligmalarla etkinligi gozlemlenmis fakat klinik calismalarda ciddi yan
etkileri tam olarak saptanamamis olan Gambojik asidin HER2 pozitif MDA-MB453
meme kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkisini arastirmak ve trastuzumab ile
kombinasyonu neticesinde bazi enzimler iizerinde -etkilerinin olup olmadigini

arastirmaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Kanser

Kanser, gelir seviyesine bakilmaksizin tiim {ilkelerde diinya ¢apinda 6nde gelen 6lim
nedenleri arasinda yer almaktadir. Diinya niifusu artikga, yaslandik¢a ve kanser
olusumunu tetikleyecek yasam bi¢cimi davranmiglar insanlar tarafindan benimsendikce
kanser vakalariin ve kanserden 6limlerin hizla artmasi beklenmektedir. Bu, 6zellikle
disik ve orta gelirli tlkelerde, ulastirma ve iscilikle mekanizasyon, kadinlarin
rollerinde kiiltiirel degisimler ve uluslararasi piyasalara daha fazla maruz kalma ve
erisime neden olan ekonomik gegise ugradiklari icin dnemlidir. Sonu¢ olarak yasam
tarzindaki risk faktorlerinin ¢ogu, tiitlin kullanimi, fiziksel hareketsizlik, asir1 kilo ve
tireme diizensizlikleri vb. etkenler, yiiksek, orta ve diisiik gelirli iilkelerin ¢ogunda

giderek yayginlagsmaktadir (Torre vd., 2016).

Diinya c¢apinda 2008 yilinda yaklasik 12.7 milyon kanser vakasinin yasandigi ve 7.6
milyon kanserden 6liimiin gergeklestigi, gerceklesen vakalarin % 56’sin1 ve dliimlerin

% 64’lniin gelismekte olan iilkelerde ger¢eklesmistir (Jemal vd., 2011)

2012 yilinda kiiresel ¢apta 14.1 milyon kisiye kanser teshisi konulmustur (bu vakalarin
7.4 milyonu erkeklerde geriye kalan 6.7 milyonu kadinlarda goriilmiistiir). Ayn1 yilin
verilerine gore en ¢ok tani alan kanser tiirii akciger kanseri olup tiim vakalarin % 13’{inii
(1.8 milyon) olusturur iken akciger kanserinden sonra meme kanseri ikinci (1.7 milyon)
ve Ugclincii olarak kolon kanseri (1.4 milyon) en ¢ok tan1 yapilan kanser tiirleridir. Hem
kadinlarda hem de erkekler de goriilen tim kanser vakalar1 i¢in yasa gore standardize
edilmis ortalama oran 2012’de 100.000 kiside 182°dir. Her cinsiyet i¢in veriler ayr1 ayr1
ele alindiginda bu durum erkekler i¢cin 100.000 kiside 205 iken, kadinlar i¢in 100.000
kiside 165°tir (melanom dis1 cilt kanseri hari¢). Bazi iilkelerde ise bu ortalama oran
degeri (Danimarka, Fransa, Avustralya, Belcika, Norveg, ABD, Irlanda, Giiney Kore ve
Hollanda) 100.000 kiside 300’den daha fazla tespit edilmistir. Bu iilkelerdeki oranlarin
yiiksek olmasinin sebebi kanser vakalarinin daha iyi belirlenebilmesi, genetik olarak
kansere daha fazla yatkinlik gosterebilecek yiiksek bir niifusa sahip olmak ve kanser
olusumunu tetikleyecek yasam tarzi gibi etkenler s6z konusu olabilir (Theodoratou vd.,

2017). Oliimle iliskilendirilen kaynaklar arasinda énemli bir yer teskil eden kanser vaka



sayisinin 2025 yilinda artan yeni vakalarla vaka sayisinin 19.3 milyona ulasmasi
beklenmektedir. Meydana gelebilecek o6liimlerin ve vakalarin yarisindan fazlasinin ise
orta ve disiik gelirli iilkelerde artarak yasanmasi ongoriilmektedir (Block vd., 2015) .
Kanser vakalarindaki artisla birlikte 2012 yilinda yapilan ¢alisma verileri neticesinde
2035 yilina kadar vaka sayisinin ise 24 milyona yiikselmesi beklenilmektedir. Kanser
geligsmis bir diinya sorunu olarak kabul edilmekle birlikte aslinda tim kanserlerin %
57’si (melanom disi cilt kanseri hari¢) daha az gelismis tilkelerde goriliir (Theodoratou
vd., 2017).

Kanser ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda 2018 igin yaklasik 18.1 milyon yeni
kanser vakasinin yasanacagi (melanom disi cilt kanseri hari¢ 9.5 milyon) ve 9.6 milyon
kanserden 6liimiin (melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 9.5 milyon) ger¢eklesecegi tahmini
yapilmistir. Her iki cinsiyeti de i¢eren bu istatistiksel verilere gore her iki cinsiyette de
en ¢ok tani alan (toplam vakalarin % 11.6’s1) ve en ¢ok Oliimle sonuglanan (toplam
kanser 6liimlerinin % 18.4) kanser tiirii akciger kanseridir. Bunu takiben 6liim oranlari
en yiiksek kanser tiirleri, kadinlarda goriilen meme kanseri (% 11.6), kolon kanseri (%
9.2), mide kanseri (% 8.2), karaciger kanseri (% 8.2) ve prostat kanseri (% 7.1) olarak
siralanmugtir. Her iki cinsiyet ayr1 ayri incelendiginde ise erkeklerde en ¢ok tani alan ve
en c¢ok Oliimle sonuglanani akciger kanseri iken akciger kanserini sirasiyla prostat,
kolokteral (en sik goriilen prostat ve kolorektal), karaciger ve mide kanseri (6lim
oranlar1 en yliksek olanlar karaciger ve mide) takip etmektedir. Kadinlari baz
aldigimizda ise en sik teshis edilen ve en ¢ok 6liimle sonuglanan kanser tiirii meme
kanseridir. Meme kanserini takiben kadinlarda sirasiyla en sik goriilen kanser tiirleri
kolorektal ve akciger kanseri olup 6liimle sonuclanma oranlari ise bu durumun tersidir.

Hem teshis hem de oliimle sonuglanma siralamasinda rahim agzi kanseri dordiincii

siradadir (Bray vd., 2018).

Kanser ile ilgili istatistiksel verileri iceren sitelerin tamamindaki oranlar incelendiginde
ilke bazinda en sik teshis edilen kanser c¢esitliliginin maskelendigi goriilmektedir.
Ulkeler tek tek incelendiginde en sik teshis edilen kanserde, 6zellikle erkekler arasinda
onemli bir farklilik s6z konusudur. GLOBOCAN 2012 verilerinde prostat kanseri 87
iilkede en sik teshis edilen kanser tiirii olarak tespit edilmistir. Ozellikle de Kuzey ve

Giliney Amerika, Kuzey, Bati ve Giiney Avrupa ile Okyanusya gibi bdlgelerde



erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii prostat kanseridir. Dogu Avrupa’da erkekler
arasinda en sik teshis edilen kanser ise akciger kanseridir. Kuzey Amerika, Avrupa ve
Okyanusya bolgelerinde meme kanseri kadinlarda en ¢ok kanser tiiriidiir (Torre vd.,

2016).
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Sekil 2.3. Diinya Saghk Orgiitii 2018-2040 yillar1 arasinda yasa standardize edilmis
kanser istatistigi (Her iki cinsiyet i¢in) (WHO,2018)

Niifus artis1, yaslanma, teknolojik araglara ve cevresel karsinojenlere maruz kalma
oranlarindaki artigla birlikte Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kanser vakalarinin
artmasi sonucu kanser Onde gelen saglik sorunlari arasinda yer almaktadir. Kanser
hastaliginin nedenlerinin belirlenmesi ve sonrasinda bu tespitler dogrultusunda
onlemlerin alinmasi kanser vakalarinda sag kalim siiresini uzatir ve 6liim oranlarinda
diigiis saglar (Yasin, 2016). Tirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Bagkanligi
verilerine gore 2009, 2010,2011 yilinda iilkemizde ve Diinyanin gelismekte olan
iilkelerindeki kanser vakalar1 oranlari arasinda benzerlik s6z konusudur (Giiltekin ve
Boztas, 2014). Ancak kurumun 2012, 2013 kanser istatistik raporlarinda Tiirkiye kanser
insidansinin, Diinya ortalamasinin iizerinde seyrederken, Avrupa Birligi Ulkeleri ve
Amerikan gibi gelismis iilkelerdeki kanser insidanslarina gére hem kadinlarda hem de
erkeklerde daha diisik hizdadir (Ozkan ve Keskinkilig, 2015). 2014 Kkanser
istatistiklerine gore Tiirkiye kanser insidansi erkeklerde Diinya kanser insidansinin
tizerinde seyrederken kadinlarda bu durumun biraz daha diisiiktiir. Hem kadinlarda hem
erkeklerde insidans oranlari Avrupa Birligi tilkeleri ve Amerika gibi gelismis iilkelerin

insidans oranlarindan daha diisiik hizdadir (Giiltekin ve Boztas, 2014).

Tiirkiye’de erkekler arasinda en fazla trakea, brons ve akciger kanseri goriilmektedir.
Bunlar1 kolon, prostat, mesane, mide kanser gibi kanser tiirleri takip etmektedir.

Kadinlarda ise en fazla meme kanseri goriilirken meme kanserinden sonra trakea,



brons, akciger ve kolon kanseri sirasiyla en fazla insidansa sahip kanser tiirleridir.
Tiirkiye’de kanser istatistik verileri hesaplanmasi sonucunda bir bireyin yasami
stiresince herhangi bir kanser tiiriine yakalanma oran1 % 38.46 iken 65 yas Oncesi bu

oran % 17.29 olarak hesaplanmigtir (Yasin, 2016).
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2.2. Kanser Hiicrelerinin Ortak Ozellikleri

Kanser, diinyadaki sekiz 6liimden biriyle iliskilendirilen, bulundugu dokuyu asan ve
diger organlara metastaz yapabilen, hiicrelerdeki biriken mutasyonlar (6zellikle hiicre
biiyiimesi ve kontrol mekanizmasinda gorevli genler) (Stratton vd., 2009) ve gevresel
etkiler sonucu DNA’da meydana gelen birikimli degisimler sonucu kontrolsiiz biiyiime
ve ¢ogalma gosteren birden ¢ok tiirli barindiran bir hastalik grubudur (Aliustaoglu,

2009).

Kanserin gelisimi hiicre proliferasyonunda etkili olan onkogen ve tiimér baskilayic
genlerdeki mutasyon birikimiyle olugmaktadir. Kanser arastirmalari neticesinde kanser
hiicrelerinin ortak alt1 6zellik tasidigi tespit edilmistir. Bunlar: Biiylime sinyallerinde
kendi kendine yeterlilik, sinirsiz cogalma potansiyeli, programlanmis hiicre 6liimiinden
(apoptoz) kurtulma, biiyiime engelleyici sinyallere duyarsizlik, siirekli anjiyogenez,

lokal invazyon ve metastazdir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.3. Meme Kanseri
2.3.1. Meme kanseri istatistikleri

2008 yilinda diinya genelinde yaklasik 12.7 milyon kanser vakasinin yasandigi ve 7.6
milyon kisinin kanser kaynakli yasamini yitirdigi rapor edilmistir. Kadinlar arasinda en
fazla tan1 ve 6liim orani olan kanser tiiri meme kanseri iken erkekler arasinda akciger
kanseri ilk sirada yer almaktadir. Ayni yilin verilerinde meme kanserinin toplam 12.7
milyon kanserin vakasinin % 23’inii ve toplam kanser Oliimlerinin % 14’iini
olusturdugu belirtilmistir (Jemal vd., 2011). 2008 yilinda teshis edilen 1,38 yeni meme
kanseri vakalarimin % 50 ‘sini ve Oliimlerin % 60°’n1 gelismekte olan iilkelerde
olusmustur. Gelismis {ilkelerdeki sag kalim oranlar1 % 80 iken gelismekte olan
tilkelerde bu oran % 40’ altina kadar diismistiir (Akram vd., 2017). Diinya ¢apinda
2012 yilinda tani konulan 14.1 milyon vakanin 7.4 milyonu erkeklerde goriiliirken
geriye kalan 6.7 milyonluk vaka kadinlarda goriilmiistiir. 2012 yilinda yeni vakalarin
1.7 milyonunu kadinlarda goriilen meme kanseri olusturmustur (kullanilan

istatistiklerde melanom hari¢ tutulmustur) (Theodoratou vd., 2017). Diinya genelinde



2018 yilinda 2.1 milyon meme kanseri vakasinin yasanacagi ve bu oranin kadinlarda

goriilen kanser tiirlerinin dortte birini teskil edecegi belirtilmistir (Bray vd., 2018) .
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Sekil 2.6. 2018 Yilinda yasa standardize edilmis bolgesel meme kanseri insidansi ve
6liim oranlar1 (Bray vd., 2018)

Tiirkiye’de kadinlarda en fazla tani alan ve en fazla oliimle sonuglanan kanser tiirii
meme kanseridir. Yapilan c¢aligmalar neticesinde Tiirkiye’nin kanser insidansi
hesaplanmistir. Tiirkiye’de yasayan bir kadinin yasam boyu herhangi bir kansere
yakalanma riski % 33.23, 65 yasma kadar ise bu oran yaklasik % 16.84 olarak
hesaplanmistir. Kadinlarda en fazla tan1 alan ve 6liimle sonu¢lanan meme kanserine
yasam boyunca yakalanma riski % 6.65 ve 65 yasina kadar meme kanserine yakalanma
riski 3,85 olarak hesaplanmigtir (melanom harig¢) (Yasin, 2016). Tirkiye’de 50-69 yas
araliginda meme kanseri teshisi alan kadin vakalar, kadinlarda goriilen meme kanseri
vakalarmin toplaminin % 44.5’ini olusturur iken 25-49 yas aralifindaki kadinlarda bu
oran % 40,4’tiir. Goriilen Invaziv vakalarin % 11,1° uzak evrededir (Sencan ve

Keskinkilig, 2017).

Kanserin onlenmesinde bir¢ok bilimsel gelisme yasanmasini ragmen birgok {ilke
hastaligin teshis ve tedavisinde kaynak kisitliligindan dolayr sikintt yasamaktadir.

Diinyadaki diisiik ve orta gelirli iilkelerdeki meme kanseri vakalarinda diisiisiin



saglanmasinda kanserin erken evrelerde tespit edilmesi, yeni goriilen vakalarin dogru
teshis edilmesi ve uygun segimler ile yapilacak ¢ok yonlii tedavi yontemleri bu
iilkelerdeki meme kanseri insidansinin ve mortalitesinin diisiiriilmesini saglayabilir

(Anderson vd., 2008)

2.3.2. Meme anatomisi

Her iki cinsiyete var olan meme yag dokudan olusur. Bu yag doku, bir sinir agi, kan
damarlar1, lenf damarlari, lenf diigiimleri, lifli bag dokusu ve baglardan olusur.
Kadinlardaki meme yapisinda biraz daha fazla gladiin doku icerir. Meme lobiillerden
olusan ve siit kanallar1 ile bu yapilara baglanan 12-20 sayida olan loblarla baglantili bir
yaptya sahiptir. Meme viicuttaki hormonal degisikliklere kars1 ¢ok hassas bir yapidadir
(Akram vd., 2017). Memedeki lenf damarlar1 lenf diigiimleri arasinda lenf tasimakla
gorevlidirler. Fasulye seklinde olan lenf bezleri, lenfleri filtreleyen, enfeksiyon ve
hastalikta viicudun korunmasinda yardimci olan beyaz kan hiicrelerini depolama
ozelliklerine sahiptir. Lenf nodu gruplari koltuk altinda, kopriiciik kemiginin tistiinde ve
gbgiiste bulunur. Duktal karsinom, en sik goriilen meme kanseri tipidir. Duktal
karsinom kanal hiicrelerinde baslar. Lobiiler karsinom ise loblarda veya lobiillerde
baslayan ve her iki memede diger kanser tiplerine kiyasla daha fazla goriilen meme

kanseri tipidir (NCI, 2019).

2.3.3 Meme kanseri risk faktorleri

Meme kanseri onemli bir halk sorunu olarak kalmaya ve vakalarindaki artisin
onlimiizde yillarda da devam edecegi belirtilmistir (Howell vd., 2014). Meme
kanserinin olusumun tetikleyen faktorler iki farkli grupta incelemek miimkiindiir.
Birinci grupta yer alan yas, cinsiyet, irk, genetik yatkinlik, genetik mutasyonlar gibi
dogustan gelen dogal faktdrlerden olusmaktadir. Ikinci grup ise gevresel faktorlerden
olusan yasam tarzi, diyet veya uzun siireli tibbi hormon tedavisinden olusan digsal
faktorlerden olusmaktadir. ikinci grupta yer alan faktdrlerin etkisi kismen azaltilarak
kanser oranlarinin diisliriilmesine katki saglanabilir (Kaminska vd., 2015). Meme

kanserini ailesel/genetik faktorler (aile dykiisii, BRCA1/2 genlerinin tasinma olasiligi,
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p53, PTEN veya meme kanseri gelisimini tetikleyen diger gen mutasyonlar1) ve meme

biyopsi sayisi gibi etmenler tetiklemektedir (Kogak vd., 2011).

Meme kanserinin olusumunda ailesel faktorler tiim meme kanseri oranlarmin kii¢iik bir
kismini olusturmaktadir. Kalitsal meme kanseri olusumunda yiiksek duyarlilifa sahip
BRCA 1/2 genleri meme kanserin olugmasini agiklamada % 25’lik bir paya sahip iken
diger yiiksek, orta ve diisikk duyarlilik genleri % 20°’lik bir kismi olusturur (Melchor ve
Benitez, 2013). BRCA1 ve BRCA2 genlerini tasiyan kadinlarda meme kanseri gelisme
riski yiiksektir. Bu genlerden BRCA1 geni tasiyicisi olan kadinlarda yasam boyu meme
kanserine yakalanma riski % 65 ila % 85 iken BRCAZ2 geni tastyicisi kadinlar igin bu
risk oranlar1 % 45 ila % 85 arasinda degismektedir (Shah vd., 2014).

Meme kanserinin 40-55 yaslarindaki Ingiliz kadinlarinda ve bekar kadinlarda daha fazla
goriildiigli ve yasla birlikte meme kanserinin gelisme riskinin artig1 belirtilmistir. 50 yas
tizerindeki 1000 kadindan 2 tanesinde goriilen meme kanseri alt yas gruplarma gore
daha yiiksek gortildiigii tespit edilmistir. Birinci derece akrabalarindan birisinde goriilen
(kiz evlat, kiz kardes ve anne) meme kanseri bir bireyin meme kanserine yakalanma
riskinin tahmininde onemli bir belirtectir. Bunlarin disinda ikinci derece akraba olan
biiyiilkanne ve teyzenin de bir bireyin meme kanserine yakalanma riskini belirlemede
kullanilabilir. BRCA 1/2 geni tasiyan ve ailesinde meme kanseri 6ykiisii olan kadinlarin
meme kanserine yakalanma riski digerlerine oranla 2-4 kat daha fazladir (Akram vd.,
2017). Bundan dolay1 ailenin genetik bilgilerinin detaylandirilmasi, saglikli bir teshis,
daha iyi timor gozetimi ve hastanin daha iyi bir tedavi siireci gegirmesinde ve pozitif

sonug aliminda etkilidir (Melchor ve Benitez, 2013).

2.3.4. Histopatolojik siniflandirma

Kanser hastalarinda prognoz durumunu belirlemek ve etkili bir kanser tedavisi saglamak
i¢cin kanser hastalik grubunun siiflandirilmasina ihtiyag duyulmustur. Bu siniflandirma
da yas, aksiller lenf nodu durumu, timor biyiikligi, histolojik 6zellikler, hormon
reseptorii durumu ve HER2 durumu géz oniinde bulundurularak yapilmistir (Schnitt,
2010). Meme kanseri bazi tiirleri yavas biiyiime ve iyi prognozla iliskilendirilirken bazi

tirleri agresif oOzellik gosteren heterojen bir hastalik grubudur. Histopatalojik
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siiflandirma bir timoriin daha kesin olarak seyrinin ve davranisinin belirlenmesinde

etkilidir (Verma vd., 2012).
Meme kanseri invaziv ve Invaziv olmayan tiplerden olusmaktadir.

A. Invaziv Olmayan Meme Kanseri Tiirleri
Yer aldigi lobiil ve kanallarin disina ¢ikmayan kanser tiirleridir. In situ
karsinomlar Invaziv olmayan meme kanseri ornekleridir. Siit kanallarmdaki
atipik hiicrelerin gelismesi sonucu olusur ve dokuya metastaz yapmazlar (Akram
vd., 2017). Invaziv olmayan meme kanseri, ¢evredeki dokulara, loblara ve
kanallara yayillmayan ve memenin belirli bir bolgesinde kalan yikici etki
gosteren tiirleri igermektedir. Bu tiirler hastaligin basladigi bdolgeye gore
siiflandirilir. Eger kanser hiicreleri loblarda gelisir ise lobiiler karsinom in situ,
memenin kanallarinda gelisen hiicrelerden olusuyorsa duktal karsinom in situ
olarak tanimlanir (Hang vd., 2017). Duktal karsinom in situ, bazal membran
igerisinde yer alan ve metastaz yapmayan kotii huylu meme duktal epitel
hiicrelerinin asir1 ifade edilmesi sonucu olusmaktadir. Mamografi taramasi
yaygin olarak kullanilmadan 6nce meme kanseri insidansinin % 3-5 lik bir kismu1
duktal karsinom in situ tiirlerden olusturmaktaydi ve bunlarin ¢ogu palpe
edilebilir kitlelerdi. Ancak mamografi taramalarindaki artigla birlikte duktal
karsinom in situ insidansinda artis oldugu belirtilmistir (Nakhlis ve Morrow,
2003). Lobiiler karsinom in situ (LCIS) loblarda gelisen ve meme dokusuna
yayilmayan bir 6zelliktedir (Akram vd., 2017). Lobiiler karsinom in situ meme
kanseri, teshis edilen iy1 huylu vakalarin % 0.5-1.5’inde ve tiim meme kanseri
biyopsilerinin % 1.8-2.5’inde tanimlanmistir (Wen ve Brogi, 2018). invaziv
kanser gelisiminde etken degildir ancak bir risk olarak kabul edilir ve tanidan
sonra cerrahi miidahale gerektirmemekle birlikte seri takip edilir (Posner ve
Wolmark, 1992).
B. Invaziv Meme Kanseri Tiirleri

Meme loblarinda veya siit kanallarinda gelisen bu kanser tiirleri anormal
hiicrelerin gelismesi sonucunda olusmaktadir. Bagisiklik sistemi veya dolagim
sistemi araciligiyla viicudun farkli bdlgelerine metastaz yapabilirler. Invaziv

meme kanseri kadinlarda en sik goriilen karsinomdur. Metastatik meme kanseri
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olarak da tanimlanan invaziv meme kanseri tiirleri en ¢ok beyin, kemikler,

akcigerler ve karacifere metastaz yapmaktadir (Akram vd., 2017). Invaziv

meme kanseri farkli alt tiplerden olugsmaktadir. Bunlar ;

1.

Invaziv Lobiiler Karsinom: Meme siit bezleri olan lobiillerde olusurlar ve
siklikla metastaz yaparlar (Akram vd., 2017). Invaziv lobiiler
karsinomlar tiim vakalarin % 10-15 ‘ini olusturan ve invaziv meme
kanserleri arasinda en ¢ok tani alan ikinci alt tiptir (Ciriello vd., 2015).
Her yasta kadinda goriilebilmesine ragmen yasli kadinlarda daha yaygin
olarak goriiliir (Feng vd., 2018).

Invaziv Duktal Karsinom: Memenin siit kanallarindan kaynaklanirlar ve
yag doku ile viicudun diger kisimlarina metastaz yaparak kanal
duvarlarma uzanirlar (Akram vd., 2017). invaziv meme kanserlerinin %
80’ini olustururlar (Feng vd., 2018).

Tiibililer Karsinom: Hem duktal hem de lobiiler baglantili invaziv lobiiler
karsinomun nadir bir tiridir. Meme kanserlerinin % 1’ini
olusturmaktadir (Priya ve Prasaad, 2017). lyi prognoza sahip olan bu alt
tipin gortldigi ¢ogu hastaya diisiik lenf nodu ve niiks orani ile kiigiik
timor boyutu teshisi konur (Chen vd., 2019)

Mediiller Karsinom: Mediiller karsinomlar tiim invaziv meme
kanserlerinin % 1’inden daha az bir kismini olustururlar ve agresif
morfolojik  Ozelliklere sahip olmasina karsin olumlu prognozla
iliskilendirilen invaziv meme kanseri alt tiiriidiir. Siklikla BRCAI1
mutasyonlari ile baglantili oldugu belirtilmistir.

Miisindz Karsinom: Goriilme sikligi az olan ve kolloid karsinom olarak
da bilenen bu kanser alt tipi tiim primer meme karsionomlarmin % 2’sini
olusturmaktadir. Teshiste genellikle elle hissedilirken ayni zamanda
goriintilemede bir anormallik olarak da tespit edilebilen miisindz
karsinomlar yaslilarda ortaya ¢ikmaktadir. (Masood, 2016).

Papiller Karsinomlar: Nadir goriilen invaziv meme kanseri alt tipidir.
Invaziv meme kanserlerinin % 1°lik bir kismin1 olustururlar. Genellikle
menapoz sonrast hastalar1 etkilemektedir ve olumlu prognozludur

(Duprez vd., 2012).
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2.3.5. Molekiiller siniflandirma

Meme kanseri farkli biyolojik 6zelliklerinin yan1 sira klinik davranislari, risk faktorleri,
tedavilere verdigi cevaplar ve patolojik 6zellikleri bakimindan da farkliliklar gdsteren
heterojen bir hastalik grubudur (Weigelt vd., 2010). Immiinohistokimya ve gen
ekspresyon profillerinin incelenmesine olanak saglayan tekniklerin kullanilmaya
baslanmasiyla kanserin farkli biyolojik alt tiplerinin incelenmesi miimkiin hale
gelmistir. Alt tiirlerin siniflandirilmasinda tedavilere verilen yanit ve hastalifa 6zgii
sonuclarin varyasyonu ile iligkilendirilmektedir. Tiim6r morfolojisi, tiimdr biiyiikligi,
lenf nodu metastazlarinin varligi ve ER, PR ile HER2’nin ifade edilmesi gibi faktorler
bireysellestirilmis tedavide karar verme siirecinde etkendirler. Bireysel tedavi siirecinin
planlanmasi, tedavinin olumlu sonuglanmasi i¢in hem prognostik hem de Ongoriicii
belirteglerin anlasilmasini saglayan bu faktorler nemli rol oynamaktadirlar (Fragomeni
vd., 2018). Meme kanseri ER+ (luminal A, luminal B), HER-2/neu+, bazal benzeri/iigli

negatif, siniflandirilamamis/normal like alt gruplarindan olusur.

1. Luminal A timérler: En iyi prognoz ve yavas bitylime 6zelligine sahiptir.
Genellikle ER+/PR+ ve HER2- ve disik Ki-67 ile karakterize
edilmektedir. Luminal B’den daha 1iyi klinik sonuglar verdigi
belirtilmistir (Yang vd., 2007).

2. Luminal B tiimorler: Luminal A’ya gore daha kotii prognoza sahip olan
luminal B, meme liimen hiicrelerinin, yiiksek proliferasyon oranlarina ve
diisiik PR ile ifade edilen genin orta derecede ekspresyona sahip oldugu
belirtilmistir. Hormon reseptorii pozitif olarak belirlenmistir. ER+, PR+
ve HER2+ ile karakterize edilmektedir (Masood, 2016). Luminal A ve B
timorlerinin Ostrojen reseptorleri araciligiyla diizenlendigi ve endokrin
tedaviye cevap verdigi belirtilmistir (Masood, 2016).

3. Bazal like/i¢lii negatif timorler: Sitokeratin 5/6 (CKS5/6) ve CK17
ekspresyonu ile karakterize edildigi ve BRCA1 mutasyonlari tagiyan
hastalarda yaygin olarak goriildiigii belirtilmistir. Sitokreatin 5/6 varligi
yiiksek dereceli; lenf nodu negatif tiimorleri ve P53 ekspresyonu ile
iliskili oldugu belirtilmistir. Bazal benzeri ve HER2’yi eksprese eden
gruplarin her ikisi de ER-/PR’dir. EGFR’ler bu tiimér grubu igin
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molekiiller bir belirtecgtir. Bazal benzeri meme kanserleri genellikle kotii
prognozludur (Foulkes vd., 2003).

4. Normal like: Luminal A’ya benzeyen, ER+, PR-/+, HER2- ve diisiik Ki-
67 ile karakterize edilen nadir goriilen bir alt tiirdiir. Iyi bir prognoza
sahip olmasma ragmen luminal A ile karsilastirildiginda daha koti
prognozludur (Feng vd., 2018).

5. HER2 -/neu+: Meme kanseri olusumunda genetik mutasyonlarin biiyiik
bir etkisi vardir. Bu genetik mutasyonlar arasinda meme kanseri ile

iligkilendirilen BRCA 1/2 genleridir.

Bu genlerin ailesel oykiisii kanser gelisiminde onemli belirteglerdendir. BRCA1 ve
BRCAZ2 geni tasiyan kadinlarda meme kanseri gelisme riski yiiksektir. Diger etkenlerin
meme kanseri gelisimindeki etkileri diisiik seviyelerdedir. Bu diisiik seviyedeki etkili
faktorlerin bir tanesi de ERBB2 (HER2) genin asir1 ekspres edilmesiyle
iligskilendirilmektedir. HER2 hiicre boliinmesi, farklilagma ve apoptoziste gorev aldigi,
genellikle tiimorlerde cogalma gosterdigi ve kotii prognozlu oldugu belirtilmistir

(Benusiglio vd., 2005).

Insan  epidermal  biiyiime faktorii reseptorii-2 (HER2) meme  kanseri
degerlendirilmesinde ©nemli bir belirte¢ olup tirozin kinaz aktivitesine sahip bir
transmembran biiyiime faktorii reseptoriinii kodlamaktadir. Meme kanseri hastalarinda
HER2’nin amplifikasyonunun ve yiiksek ekspresyonunun prognoz, sitotoksite ve
hormonlar {izerinde etki yaratmasindan dolay:1 incelmelerde onemli bir yer edinmistir
(Simon vd., 2001). Meme kanseri alt tiirii olan invaziv meme kanserlerinin % 20’sinde
HER2 gen amplifikasyonu ya da bu gen araciligiyla olusturulan protein iiriinlerinin asiri
tretilmesi ile iliskilendirilmektedir (Eliyatkin vd., 2013). HER2’nin asir1 eksprese
edilmesinin onkojenik transformasyona, tiimorgenez ve metastaz olusumunu tetikleyen
onemli biyolojik etkileri vardir. HER2 nin asir1 eksprese olmast meme kanseri kadinlar
icin kotii prognoz ve kisa sag kalim belirtisi olarak kabul edilmektedir. Agresif
timorlerin asirt HER2 ekspresyonuyla baglantili oldugu belirtilmistir (Seidman vd.,
2001). Normal bir hiicrede yaklasik 24.000 HER2 proteini ve HER2 geninin iki kopyasi
mevcut iken kanserlesmis bir hiicrede HER2 kinazin liganttan bagimsiz aktivasyonunu

hizlandiran 2.400.000 HER2 proteini ve 50 ile 100 tane arasinda degisen HER2 geninin
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kopyalar1 bulunabilmektedir (Perez ve Baweja, 2008). Membran yiizeyinde HER2
proteinin overekspresyonu sonucunda dimerizasyon artarak HER-2 tirozin kinaz
aktivasyonuna neden olur. Olusan sinyaller hiicre niikluesuna iletilerek hiicrenin
replikasyonuna ve mitoza neden olur. Bu durum sonucunda meme karsinomu gelisir
(Eliyatkin vd., 2013). Yapilan caligmalar gosteriyor ki HER2 geninin asir1 ekprese
edilmesi meme kanserinin gelismesinde, hastaligin niikset etmesinde ve genel sag kalim
ile iliskilidir (Slamon vd., 1987). Immiinohistokimya (IHC), enzim- bagh
immiinosorbent deneyi (ELISA), floresan in situ hibridizasyon (FISH), 06strojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve karsinoembriyonik antijen (CEA)
yontemleri HER2 anormaliklerini test etmek icin kullanilan yaygin tekniklerdir (R0SS
ve Fletcher, 1998).

2.3.6. Meme kanseri evreleri

Meme kanserinin evrelere ayrilmasi TNM sistemi olarak adlandirilan bir kategori
basamagina gore yapilmaktadir. Sistemde yer alan T (tiimor) tiimoriin bityiikliigiini ve
yerini, N (lenf diiglimil) kanserin yayildigi lenf bezlerinin biiyiikliigiinii ve yerini, M
(metastaz) tiimoriin viicudun diger kisimlarma yayilma durumunu ifade eder (NCI,

2019). TNM sistemine gore meme kanseri evreleri;

Evre 0: Invaziv meme kanseri alt tipleri olan duktal ve lobiiler karsinom in situ tiirleri
bu evre i¢in iki Ornektir. Bu evredeki vakalarda kanser olusmaya baglamistir. Ancak

cevre dokulara yayilmamis ve bulundugu alan ile siirhdir.

Evre 1: Invaziv meme kanserinin gelismeye basladigi 1. Evre, tiimor genisliginin 2
cm’den daha dar oldugu ve kanserin olusmasina neden olan hiicrelerin meme disinda

baska bir yere (lenf bezleri) metastaz yapmadigi evredir.
Evre 2: Alt evreden olusmaktadir.

Evre 2A: Bu evrede ii¢ durum s6z konusudur. Birinci durumda memede tiimoriin
olmadig1 ancak koltuk lenf bezlerinde kanserin goriilmesi s6z konusudur. ikinci
durumda ise birinci durumdan farkli olarak meme de 2 cm veya daha kiigiik tiimoriin

goriilmesi ve koltuk alt1 lenf bezlerine metastazin olmasidir. Ucgiincii durum ise timor
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boyutunun 2 cm’den biiyliik ve 5 cm’den kiigiik olmasi ve birinci durum ile ikinci

durumdan farkli olarak da koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmamis olmasidir.

Evre 2B: Bu evre tiimor boyunun 2 cm’den biiyiik ve 5 cm’den kiiclik olmasi ve koltuk
alt1 lenf bezlerine metastaz yapmasi veya tiimor boyunun 5 cm’den biiyiik oldugu ancak

koltuk alt1 lenf bezlerine metastaz yapmadigi iki durumdan olugsmaktadir.
Evre 3: Ug alt evreden olusmaktadir.

Evre 3A: Bu evrede ti¢ durum s6z konusudur. Memede tiimoriin olmadig: fakat koltuk
alt1 lenf bezlerinde birbirine veya ¢evre dokulara yapisik kanserin goriildiigii birinci
durum, tiimdr boyunun 5 cm veya daha kiigiik oldugu ve ¢evre dokulara veya birbirine
yapisik koltuk alt1 lenf bezlerine metastazin oldugu ikinci durum ve tiimoér boyunun 5
cm’den biiyliik oldugu ve koltuk alti1 birbirlerine veya g¢evre dokulara yapisik lenf

bezlerine metastazin oldugu tigiincii durumdur.

Evre 3B: Tiimor boyutunun belli olmadig, timoriin deri, goglis duvari, kaburgalar veya
gogiis duvarindaki kaslara metastaz yaptigit ve memede bulunan lenf nodlarina veya

kolun altinda yer alan lenf nodlarina da metastaz yapabildigi evredir.

Evre 3C: Ameliyat edilebilir ve ameliyat edilmeyen iki alt kategoriye ayrilmaktadir. Bu
evrede tlimoriin kopriicik kemigi altindaki ve komsu boyun boyunca uzanan lenf
nodlarina metastaz yaptigi, kolun altinda ve meme igerisinde yer alan lenf nodlarina ve

memeye komsu olan dokulara da metastaz yapabilecegi bir durum mevcuttur.

Evre 4: Bu evrede tiimor viicudun diger uzak bolgelerine metastaz yapmistir. Bu evrede
hastalara uygulanan tedavinin amaci yagam siiresini uzatmak ve yasam Kkalitesini

artirmaktir (Anadolu Saglik, 2016 ).

2.3.7. Tedavi yontemleri

Tedavide erken tani yapilacak tedavi segcenek sayisini, tedavide basar1 sansini ve hayatta
kalma siiresini artirir. Geg tan1 alan hastalarda 5 yillik sag kalim siiresinin % 10 oldugu

ancak erken tani alan hastalarda bu oranin % 80’lere kadar ¢iktig1 belirtilmistir (Parlar
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vd., 2005). Meme kanseri tedavi yontemleri arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi,

ve terapotik protein, immiinoterapi tedavileri uygulanmaktadir (Kurt vd., 2013).
1. Cerrahi tedavi

Meme kanseri olan bir¢cok kadin i¢in cerrahi miidahale birincil tedavi se¢cenegi olmaya
devam ekmektedir. Cerrahi miidahale uzak metastaz yapmayan, lokalize kalan
hastalarda bagvurulan bir meme kanseri tedavi yontemidir (Akyolcu, 2008). Sentinel
lenf nodiilii biyopsisi ve meme koruyucu cerrahi erken evre meme kanseri tanisi alan
hastalarda standart tedavi olarak kabul edilmektedir (Ozmen, 2009). Memem koruyucu
cerrahisi (lumpektomi) malign timdrle birlikte memenin biiyiik bir kisminin korunmasi
ve cevre lenf bezlerinin ¢ikarilmasiyla yapilan bir uygulamadir. Meme kanserinin ilk
evrelerinde yapilan bu uygulama sonrasinda ek tedavi olarak radyasyon terapi,
kemoterapi ve hormon replasman tedavi ihtiyaci olmaktadir (Akram vd., 2017). Evre |
ve II meme kanseri vakalar1 i¢in meme koruyucu cerrahisi hastalar i¢in standart bir
tedavi olarak kabul edilmekte ve bu tedavi sonucunda hastalarin sag kalim siireleri
uzamaktadir (Bartelink vd., 2007). Meme kanseri hastalarinda meme koruyucu
cerrahisinin uygulanmasi hastanin kaygi ve depresyon seviyesini azaltmaktadir. Bundan
dolay1 erken evre meme kanseri teshisi alan kadinlarda bu tedavinin alinmasi
onerilmektedir. Eger sartlar uygun degil ise meme koruyucu cerrahisi yerine radikal
mastektomi yapilabilir. Mastektomi uygulanmasi karari almadan Once Ostrojen,
progesteron reseptorleri ve HER-2 reseptorii analizlerinin yapilmasi iyi bir patolojik
degerlendirme icin 6nemlidir (Ozmen, 2009). Cerrahi miidahale sonrasinda kalan
malign hiicrelerin yok edilmesi i¢in kemoterapiye ihtiya¢ duyulmaktadir (Kamdje vd.,
2014).

2. Kemoterapi tedavi

Meme kanseri vakalarinda uygulanan kemoterapi tedavisi ilag kullanarak kanseri
olusturan hiicrelerin biiyimesini durdurmak i¢in hiicrelerin dldiriilmesi veya
boliinmelerinin durdurulmasi hedeflenmektedir. Sistemik ve bolgesel kemoterapi olarak
tedavi yapilir. Sistemik kemoterapide ilacin agiz yoluyla alinmasi veya kas ya da damar
icine enjekte edilerek kan dolasimina katilarak viicuttaki kanserli hiicreleri

etkilemektedir. Bolgesel kemoterapi uygulamasinda ise ila¢ dogrudan beyin omurilik
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stvisina, bir organ veya karmn gibi viicut bosluguna yerlestirilerek bu bolgelerdeki

kanser hiicrelerinin etkisiz hale getirilmesi hedeflenmektedir (NCI, 2019).

Hormon reseptorii pozitif olan bazi kadinlarda meme koruyucu cerrahi sonrasinda

kemoterapi uygulamasi onerilmektedir (Cuaron vd., 2016).
3. Radyoterapi tedavi

Radyoterapi tedavisi yiiksek enerjili 1sinlar kullanilarak sadece kanser hiicrelerin
Oldiirtilmesine dayanan bir kanser tedavi yontemidir. Bu yonteme cerrahi miidahale
sonrasinda memede kalan kanser hiicrelerinin yok edilmesi i¢in bagvurulmaktadir
(Akram vd., 2017). Radyoterapi meme kanseri tedavisinde Onemli bir yer
olusturmaktadir. Erken evre meme kanseri vakalarinda radyoterapi uygulamasi
sonucunda lokal niiks Onlenmesi sonucunda hastalarin sag kalim siiresinin uzadigi
belirtilmistir (Cuaron vd., 2016). Radyoterapi uygulamasiyla yapilan yardimci tedavi
sonucunda tiim risk gruplarinda ilk niiks riskinin yariya diistigii ve bolgesel kontroliin
uzun siireli sag kalim {iizerinde olumlu etkileri oldugu yapilan calismalarla
desteklenmistir (Eccles vd., 2013). Mastektomiye duyulan ihtiyaci azaltmak igin
basvurulan radyoterapi tedavisinin lumpektomi ile kombinasyonun onemi giderek
artmaktadir. Meme kanseri olan 143 kadina yapilan meme koruyucu miidahalenin
ardindan radyoterapi uygulamasindan sonras1 54 aylik takip sonucunda timdriin 6nemli

bir lokal kontrolii saglandig1 yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (Akram vd., 2017).

4. Terapdtik protein tedavisi

Meme kanseri hiicrelerinde goriilen gen amplifikasyonu, biiylime reseptorlerindeki asiri
ekspresyon, ve reseptorleri  etkileyen  mutasyonlar  birgcok  kanser ile
iligkilendirilmektedir. Bu anormallikler sonucunda reseptor kinazlardaki artan
sinyallesme kanser olusumuna neden olmaktadir. Tiimor biliylimesini durdurmak igin,
hiicre biiylimesinde rol alan yiizey reseptorleri hedef alinmakta ve biiylimeyi tesvik eden
reseptOrler arasindaki sinyallesme siirecinin durdurulmasi sonucu hiicre sag kaliminin
Onlenmesi ve apoptoz tesvikinin olusturulmasiyla terapétik proteinler araciligiyla kanser

tedavilerinde olumlu sonuclar elde edilmistir. Terapotik smif icerisinde yer alan
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monoklonal antikorlar kanseri ve diger hastaliklar1 hedef almaktadir (Booy vd., 2006).
Bu antikorlar arasinda kanser tedavisinde kullanilan ve tedavide olumlu sonuglar veren
trastuzumab HER-2’ye baglanarak HER-2 reseptoriiniin aktive ettigi sinyal yolaklarini
inhibe ederck hastalarin sag kalim siirelerini uzattigi ve 6lim riskini % 20 azalttigi

tespit edilmistir (Sakalar vd., 2013).
5. Immiinoterapi

Kanser tedavisinde uygulanan cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi tedavilerin yerine
artik daha spesifik olan immiinoterapi ve terapotik protein tedavileri daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi tedavileri sonucunda kanserli
hiicrelerinin tamamen ortadan kaldirilmasi1 bazen miimkiin olmamaktadir ve bu tedaviler
sonucunda saglikli hiicreler de zarar gorebilmektedir. Hastanin kendi bagisiklik
hiicrelerinin tlimorii ve mikro ortaminit dogrudan hedefleyebilmesi, toksisitenin ve yan
etkilerinin diigiik olmasi immiinoterapiyi diger tedavi seceneklerine oranla daha
avantajli kilmaktadir. immiinoterapi uygulamasinda kanserli hiicrelerin pasiflestirdigi
bagisiklik hiicreleri aktif hale getirtilir. Bagisiklik hiicreleri cerrahi miidahalede
cerrahlarin erisemedigi alanlara ulasarak daha iyi tedavi sonuglari saglamaktadir

(Kimiz-Gebologlu vd., 2018).

2.4. Trastuzumab

Epidermal biiyiime faktorii reseptor ailesinin bir {iyesi olan tirozin aktivitesi olan ve 185
kilo daltonluk zar otesi glikoprotein HER2 geni tarafindan kodlanmaktadir. Meme
kanserlerinin % 20 ila % 30’unda HER2’nin asir1 ekspresyonu goriilmektedir.
HER2’nin agir1 ifade edilmesi onkojenik transformasyona, tlimdrgenez ve metastatik
olusuma neden olmaktadir. HER2’nin asir1 ekSpresyonu kadinlarda daha kisa sag kalim,
kotii prognoz ve agresif tiimorler ile iligkilendirilmistir. Bir¢ok klinik ¢calismada HER2
hedefli terapotik tedavi sonucunda tiimdr hiicrelerinde biiytime inhibisyonu goriilmiistiir
(Seidman vd., 2001). Tedavisi zor olan metastatik meme kanseri hastalarinda HER2’
nin hiicre dis1 alanma yonelik hiimanize bir monoklonal olan trastuzumab
kullanilmaktadir (Pegram vd., 2004). Trastuzumab (Herceptin) HER2’nin agir1 ifade
edildigi tiimorleri hedef alan bir anti HER monoklonal antikordur. HER2 molekiilerinin

birbiriyle veya HER/ErbB ailesinin diger iiyeleri ile dimer olusturmak iizere fiziksel
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olarak devre dis1 birakilmasi yoluyla normal ErbB sinyal transdiiksiyonunun
bozulmasmi igeren ¢oklu mekanizmalarla HER-2 sinyalini bloke eder. Trastuzumab
uygulanan HER-2 pozitif meme kanserlerinde olumlu sonuglar elde edildigi
belirtilmistir (Nemeth vd., 2017). HER-2 pozitif meme kanseri kadinlarda yapilan
kemoterapi ile birlikte trastuzumab kullaniminda hem cevap oraninda hem de sag
kaliminda artig oldugu belirtilmistir. Terapétik ilag kombinasyonlarinda trastuzumab ile
birlikte kullanildiginda bazi ilaglarin sinerjik etki yaratabilece§i yaklasimindan yola
cikarak sisplatin, karboplatin ve docetaksel ile yapilan kombinasyon tedavileri
sonucunda trastuzumab ve sitotoksik ilaclar arasinda anlamli bir terapdtik etkilesimin
varligi ispatlanmistir (Pegram vd., 2004). Kombinasyon tedavilerinde olumlu sonuglar
alinmasina karsin bazi kemoterapi kombinasyonlar1 tedavilerdeki kardiyak
bozukluklarin sadece kemoterapi alanlarda daha fazla oldugu belirtilmistir (Seidman
vd., 2001). Trastuzumabin yan etkisi olan kardiyotoksisitenin metastatik meme kanseri
kadinlarin % 1.4’ tinde goriildiigii rapor edilmistir (Piccart-Gebhart vd., 2005a). Meme
kanseri tedavisinde kullanilan trastuzumab’a kars1 gelistirilen diren¢ mekanizmalarinin
anlasilmas1 HER-2 kaynakli meme kanserlerinde daha etkili tedavi sansin1 artiracaktir.
Trastuzumab iki temel etki mekanizmasi ile tedavi edici 6zellik gostermektedir. Bu
temel etki mekanizma, hiicre sinyallesmesinin engellenmesi ve bagisiklik sistemi aracilt
anti timdr yanmitinin uyarilmasidir. HER2’nin c¢oklu sinyal yolaklari tetikledigi
bilinmektedir ve bu nedenle HER2 kaynakli inhibisyonun teorik olarak bu yolaklarin
pasiflestirilmesi gerektigi belirtilmektedir. Trastuzumab tedavi uygulanana hiicrelerde
hiicresel yanit olarak genellikle p27 seviyesinde bir artig esliginde olan ve siklin D1 ve
siklin bagl kinaz 2 aktivitesinde azalmaya eslik eden hiicre dongiisiiniin durmasidir. In
vitro ¢aligmalarda yapilan trastuzumab tedavilerinde tek bir ajan olarak kullanilmasi
sonucunda trastuzumab’mn apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Kemoterapi ile
kombinasyonu sonucunda bir¢ok c¢alisma trastuzumab’in sinerjik etkileri oldugu
ispatlanmistir. Bu kombinasyon sonucunda goriilen sinerjik etki, normalde hiicre sag
kalimmi destekleyen PI3K/Akt sinyal yolunun inhibisyonu ile agiklanmaktadir
(Mukohara, 2011).
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2.5. Gambojik Asit

Halkali ksanfon tiirevi olan Gambojik asit molekiil formiilii CsgHs4Os ve molekiil
agirh@r 628.75 g/mol olan Giiney Asya bolgesinde yetisen Garcinia hanburyi
bitkisinden saflastirilan bir bilesiktir. Yiiksek sitotoksik etkisi nedeniyle ilag ve essiz

renginden dolay1 renklendirme amagli kullanilan bir bitki reginesidir (Zhao vd., 2010).

Sekil 2.7. Gambojik asitin kimyasal yapisi (Zhao vd., 2010)

Gambojik asit ile yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda hiicre dongiisiinii durdurma,
apoptozu indiikleme, telomeraz inhibisyonu ve anti-anjiyogenez etkiler gosterdigi
kanitlanmistir (Jia vd., 2015). Gambojik asit uygulanan in vitro ¢aligmalarda hiicre
dongiisiiniin GO/G1 evrelerinde etki gosterdigi tespit edilmistir. Tiimor hiicrelerinde
apoptozu indiiklemek i¢in gambojik asit T lenfositleri aktive etmektedir (Gu vd., 2008).
Ayni1 zamanda hiicre proliferasyonu, metastaz ve sag kalimi ile iliskili olan STAT3 1
bloke ederek kanserli hiicrelerin proliferasyonlarini azaltabildigi kanitlanmistir (Jia vd.,

2015).

MDA-MB-213 insan meme kanseri hiicre hatt1 enfekte edilen fareler ile in vivo ¢alisma
yapan bir arastirmada farelerde akciger metastazlarini ve ksenograft tiimor biiylimesini
onemli dl¢lide azalttig1 tespit edilmistir. Bu belirlenen etkinin apoptoz indiiklenmesi ve
bu hiicre hattinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimiyle iliskili olabilecegi
belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada belirtilen ikinci goriis ise gambojik asitin kaspaz-3,
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kaspaz-8 ve kaspaz-9’un aktivasyonunu ve artan Bax/Bcl-2 oranin indiikleyebilecegidir.
Gambojik asitin hiicreyi apoptoza gotliren bagka ihtimalide mTOR yolagini bloke
ederek inhibe etmesidir (Li vd., 2012). Gambojik asitin yan etkilerini arastiran bir
calismada kullanilan kopeklerdeki kardiyovaskiiler ile solumun sistemi ve farelerin
merkezi sinir sistemi farmokolojik tokisisiteleri incelenmistir. Calismada anti kanser
etkisi olan gambojik asitin kan basinci, kalp atis hizt ve solumun siklig1 iizerinde
herhangi bir semptoma neden olmadig1 kanitlanmistir. Calismada sadece yiiksek dozda
gambojik asit tedavisi sonucunda fare merkezi sinir sistemi lizerinde hafif bir etkisi
oldugu belirtilmistir (Zhao vd., 2010). Sicanlarda yapilan tedavilerde kullanilan
gambojik asitin kronik toksisite test sonuglarinda yiiksek dozlarda (120 mg/Kg) uzun
siireli tedavi sonucunda bobrek ve karaciger hasari tespit edilmistir. Ancak yapilan
periyodik tedaviler ile gambojik asitin tedavide kullanilabilmesi i¢in uygun doz (60

mg/kg) gelistirilmistir (Jia vd., 2015).

2.6. Enzimler

Organizmalar i¢in hayatin devam edebilmesi in vitro veya in vivo sartlarda
gerceklesebilen elzem bazi kimyasal reaksiyonlara baglidir. Bu kimyasal reaksiyonlar
koordineli bir sekilde gerceklesmek zorundadir. Organizmada dokularin kendilerini
yenileyebilmesi ve zarar gérmiis olanlarin kendilerini onarmasi, sindirim, solunum v.b.
birgok Oonemli fizyolojik reaksiyonun olmasi, bunlarin devamlilifinin saglanmasi ve
dolayisiyla hayatin devam etmesi bir dizi kimyasal reaksiyonun gergeklesmesi ile
miimkiin olabilmektedir. Reaksiyon boyunca meydana gelebilecek herhangi bir
eksikligin olusmasi durumunda organizma bu eksikligi en hizli ve en yiiksek seviyede
bir verim ile gidermeye ¢alisir. Eger hata giderilemeyecek bir durumda ise canli i¢in ya

eksik bir duruma neden olur ya da canli yasaminin son bulmasiyla sonuglanir.

Bu tiir reaksiyonlarin gerceklesebilmesi i¢in ekstrem sartlar gerekir. Ornegin yiiksek
seviyede bir sicaklik, enerji, pH, basing ve bazi reaksiyonlarin kendiliginden
gerceklesmesi uzun bir zaman dilimi gerektirir. Bu tiir ekstrem sartlar géz Oniinde
bulunduruldugunda organizmalarin ¢ogunlugunun bu sartlar altinda yagamasit miimkiin
degildir. Oysaki canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan bir kimyasal reaksiyonlar

viicut sicakh@ olarak belirlenen 37-38 °C sicakhikta ve notral pH de
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gerceklesebilmektedir. Bu hayati kimyasal reaksiyonlar biyolojik katalizorler olarak
tanimlanan enzimler aracilifiyla gerceklesmektedir. Aslinda hayatin devami bir dizi
enzim reaksiyonlarin gerceklesmesi ile miimkiin olabilmektedir (Atasagungil, 1965;

Geckil, 2011).

Enzimler, yapilarinda net bir degisiklik olmaksizin yavas ya da algilanamaz
reaksiyonlarin hizini artiran, higbir yan iiriin olugturmayan ve iiriin verimini yiizde yiiz

saglayan biyolojik katalizorlerdir (Chaplin ve Bucke, 1990; Keha, 2015).

Biyokimyanin onemli bir kismini1 olusturan enzimler biyokimya tarihinin baskin bir
boliimiinii olusturur. 1700’lerin sonunda ilk olarak midenin salgilariyla etin sindirimi
lizerine yapilan calismalarda enzimler kesfedilmis ve tanimlanmistir. Daha sonra ki
arastirmalar 1800’lerde tiikiirlik ve bazi bitki Oziitleriyle nisastanin sekere doniistimii
calismalariyla devam ettirildi. Vitalizm goriisiiniin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan Louis
Pasteur 1850’lerde, sekerin mayayla alkole fermentlenmesinin “fermentler” tarafindan
katalizlendigi sonucuna vardi. Pasteur’e gore bu fermentlerin canli maya hiicrelerinin
yapilarindan ayrilmasi s6z konusu degildi. Eduard Buchner maya o6ziitlerinin sekeri
alkole fermentledigini, bunun da fermantasyonun hiicreden uzaklastirildiginda islevini
kaybetmeyen molekiiller tarafindan saglandigini 1897°de kesfetmesi enzimler hakkinda
yapilan calismalara yeni bir yon kazandirmistir. Eduard Buchner’ in iddaa ettigi bu
molekiilleri Frederic W. Kiihne enzimler olarak isimlendirmistir. Bu ¢aligsmalar 15181nda
vitalizm goriisii ¢liriitiilmiis, biyokimyanin gelismesini tetikleyecek enzimlerin
izolasyonu ve Ozelliklerinin arastirilmasi ¢aligmalar1 yeni bir boyut kazanmistir (Cox

and Nelson,2005).

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyokatalizorler
olarak da bilinir. Hiicrelerden ¢ikarilabilir ve daha sonra in vitro sartlarda 6nemli bir¢cok
islemi katalize etmek igin kullanilabilir. Ornegin, tatlandirici ajanlarin iiretiminde ve
antibiyotiklerin modifikasyonunda énemli rolleri vardir. Enzimler yikama tuzlarinda ve
cesitli temizlik iirinlerinde kullanilirlar ve klinik, adli ve ¢evresel uygulamalara sahip

analitik cihazlarda ve deneylerde 6nemli bir rol oynarlar (Robinson, 2015).

Enerji saglamak icin besinlerin yikilmasi ve kimyasal yapimin engellenmesi;

proteinlere, zarlara bu onarimin bloklanmasinin montaji ve genetik bilgiyi kodlayan
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DNA ve hiicre hareketlerinin devamui i¢in enerji kullanimin tiimii, dikkatlice diizenlenen

enzim davraniglartyla miimkiindiir (Rodwell v.d.2004).

2.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar serbest radikal ve diger reaktif tiirlere kars1 hiicreyi korumakla gorevli
bir savunma sistemi elemanlaridir. Bu savunma sisteminde yer alan katalaz (CAT),
peroksidaz (POD), glutatyon rediiktaz (GSSg-Rx), ve siiperoksit dismutaz antioksidan
savunma sisteminde yer alan antioksidan oOrnekleridir (Cimen vd., 2005). Serbest
radikaller metabolik reaksiyonlarin gergeklesmesiyle bitki ve hayvanlarda lipit
peroksidasyonu ve DNA’ya verdikleri hasar sonucu Oliime neden olmaktadir.
Alzhemier, Parkinson, romatoid artirit, diabetes mellitus gibi hastaliklarin olusumu
oksidatif stres ile iliskilendirilmektedir. Hiicrenin tamir mekanizmasin1 bozduklari i¢in

kanser olusumu ve yaslanmaya neden olmaktadirlar (Caylak, 2011).

Sahip oldugu mekanizmaya gore enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak
lizere serbest radikalleri etkisiz hale getiren antioksidanlar iki farkli grupta
incelenmektedir. Enzimatik grupta yer alan birincil antioksidanlar ortamdaki serbest
radikaller ile kimyasal reaksiyona girerek organizma icin tehlikeli hale gelmesini
Onleyebilen ve yeni serbest radikal olusumunu durduran bilesiklerdir. Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) enzimatik antioksidan
grubunda yer alir ve serbest radikalleri etkisiz hale getiren antioksidan Ornekleridir.
Serbest radikal kaynakli, DNA, proteinler ve lipitler lizerinde olusabilecek yan etkileri
durdurmaktadirlar. Ayrica organizmada olusan serbest radikallerin bir bolgeden baska
bir hiicre bdlgesine gecisini ve olusturabilecekleri zararli etkilerini yok ederler (Diplock,

1998).

Enzimatik olmayan grupta yer alan ikincil antioksidanlar C ve E vitamini, trik asit,
biluribin ve polifenol bilesikleri igerirler. Bu gruptaki antioksidanlar ise oksijen

radikalini yakalama ve radikal zincir reaksiyonlarini kirmaktadir (Ou vd., 2002).

Antioksidanlar kanser olusumun engellenmesinde énemli rol oynamaktadirlar. Ornegin
B-karoten, E vitamini, C vitamini ve selenyum gibi mikro besleyici maddeler kanser

olusumunun azalmasinda etkilidirler. Metastatik ve invaziv meme kanseri hiicreleri,
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proliferasyon ve apoptoz dengesini saglamak i¢in belirli miktarda oksidatif strese
ihtiya¢ duymaktadir. Kanserli hiicreler yasamlarmma devam edebilmek igin sinyal
molekiileri olarak gorev yapan hidrojen peroksit seviyesini yiikseltmeye calisirlar.
Antioksidan savunma sistemi ise hidrojen peroksit seviyesini diiserek kanser olusumu

engellemektedir (Willcox vd., 2004).

Reaktif oksijen tiirevlerinin yiiksek miktarda hiicrede bulunmasi kanser olusmasina ve
hiicrede biiylime icin daha fazla sinyal olusumunu tetiklemektedir. Antioksidan
savunma sistemi de reaktif oksijen tiirlerinin etkileri sonucunda DNA’da meydana gelen
mutasyonlar  sonucunda  olusan  hiicre  proliferasyonunu  diisiirmek  igin
konsantrasyonlarini artirirlar. Yapilan c¢aligmalarda reaktif oksijen tiirlerinin artiginin
hiicreye zarar vermesi gibi asir1 antioksidan artis1 da kanser olusumunu tetiklemektedir.
Bu nedenle antioksidan savunma sistemi hiicrenin i¢ dengesini saglamak ve maligniteyi
korumak hiicre Oliimiiniin indiiksiyonuna kars1 proliferasyon ve hayata kalma

stireglerini dengeli bir sekilde siirdiirmek zorundadir (Skoko vd., 2019).

2.7.1. Katalaz

Katalaz enzimi metaloenzimler grubunda yer alan hidrojen peroksidi su ve oksijene
doniistiiren, hiicre yasamini uzatan bir antioksidandir. Reaktif oksijen tiirlerin (ROS)
varliginda hiicrenin etkilenmesine neden olan zararli iiriinleri pasiflestirerek hiicre
Omriinii uzatmaktadir. Ayni1 zamanda hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletimini
etkileyerek hiicre biiyiimesinde rol almaktadir (Yiiziigilli ve Ogel, 2013).
Peroksizomlarda yer alan tetramerik bir proteindir. Hidrojen peroksidi su ve oksijene
donustiirtir. Peroksidi etkisiz hale getirmek i¢in birinci basamak reaksiyonda hidrojen
peroksit bilesigini olusturur iken ikinci basamakta hidrojen peroksidi su ve oksijene

doniistiirerek etkisiz hale getirir. Reaksiyon tepkimesi asagida gosterildigi gibidir.

CAT + H,0, — CAT - H;0:(Kompleks I)

CAT -H,0, =—» CAT + 2 H,O + O, (Katalaz aktivitesi)

CAT
2H,0p ——» 2H,0 + O,

Sekil 2.8. Katalaz enzimi tepkime semasi (Caylak, 2011).
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2.7.2. Glutatyon peroksidaz

Sitozolda bulunan tetramerik bir enzim olan glutatyon peroksidaz yapisinda dort
selenyum atomu igeren bir enzimatik antioksidandir. Bu enzim Hidrojen peroksit ile
hidroperoksitlerin indirgenmesinde gorev alir. Serbest radikallerin fagositik hiicrelere
zarar vermesini engellemektedir (Stres, 2014). Glutatyon peroksidaz enzimi reaktif
oksijen ve azot tiirevlerini temizleyerek antioksidan savunma sistemine destek
olmaktadir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi aym1 zamanda apoptozun ve bazi
kilit biyolojik islemlerde sinyal kaskadlarin1 diizenlemektedir (Li vd., 2014). Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ailesinin sekiz (GSH-Px 1-8) {iiyesi vardir. GSH-Px 1-4 ve 6
hidrojen peroksidi azaltmak i¢in bir ortak kofaktor olarak selenosistein aktif bolgesi ve

glutatyon (GSH) kullanmaktadir (Skoko vd., 2019).

H>O,; + 2 GSH — GSSG + 2 H,O (Esithik A)
GSSG + NADPH + H — 2 GSH + NADP"

Sekil 2.9. Glutatyon peroksidaz enzimi tepkime semasi1 (Caylak, 2011)
2.7.3. Karbonik anhidraz

Viicudun bir¢ok kisminda bulunan bir enzim grubudur. Karbonik anhidraz (CA) 12’si
katalitik olarak aktif olan toplam 15 izoformdan olugmaktadir. pH dengesinde onemli
rol oynar. Hiicresel dagilim, fizyoloji ve fonksiyon bakiminda farklilik gosterirler. Bazi
formlarinin tiimdrgenez ve metastaz olusumunda 6nemli rolleri vardir. Mekanizmasinda
i bolgenin varlig1 s6z konusudur. Bunlar: ¢inko baglayict grup, bir baglanma bdlgesi
ve bir kuyruktan olusur. Cinko baglayici bolge CA aktif alanin ortasina ligand: tutturur,
ligand:1 aktif alan kalintilar1 ile etkilesimler yoluyla daha da stabilize eder ve kuyruk
kism1 izoform benzersiz kalintilarla etkilesimler yoluyla izoform spesifikligini artirir
(Singh vd.,2018).

cOo. + H,o — S0EM i cO., (karbonik asit)

Karbo;‘i:!iar::)idraz
Sekil 2.10. Karbonik anhidraz enzimi tepkime semasi
Karbonik anhidraz karbondioksitin hidrasyonu ve bikabonatin dehidrasyonundan

sorunlu olan bir enzim grubudur (Doganay ve Firat, 2007)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

e -80°C derin dondurucu ( Haier)

e -20°C derin dondurucu (Argelik)

e +4°C buzdolab: (Argelik)

e Hassas terazi (Shimadzu ATX224)

e Santrifiij (H2050R West Tune, smart R17)

e Su banyosu ( Memmert WNB/WNE/WPE/ONE)
e CO;inkiibatorii (Niive CO, incubator EC 160)

e Mikroskop (Nikon Eclipse Ti-U Inverted)

e Spektrofotometre (Perkin ElImer Lambda35 Uv/VSI)
e ELISA (Epoch Biotek)

e Kabin (Bil-ser lab. Ltd. sti. class II)

¢ pH (Radiometer PHM210)

e Pompa (Rocker 300)

e Sarjli otomatik pipet (Isolab)

e Manyetik karistirici (WiseStir, WSH-20A)

e Saf su cihaz1 Niive

e Mikropipet (Eppendorf)

3.2. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

e Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium 500ml (Biological Industries, REF 01-
055-1A)

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) 500 ml (Biowest,Cat no:L0615-
500)

e Fetal Bovine Serum 500ml (Panbiotech, Cat no: P30-3304)

e L-Glutamine Solution 200nM (Biological Industries, REF:03-020-1B)

e Trypsin-EDTA solution %0.25 (Biological Industries, REF: 03-050-1A)

e Penisilin Streptomisin (Biological industries Ref: 03-031-31)

e Aquaguard-1 (Biological Industries, Ref: 01-867-1B)
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Cell Proliferation Kit XTT (Biological Industries, REF:20-300-1000)
Trypan Blue Solution (Lonza Cat no: 17-942E)

Trastuzumab (Herceptin, Roche, 150mg)

Gambogic acid 5 mg (Abcam Lot:GR196920-5)

3.3. Kullanilan Kimyasal Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 M NaOH hazirlamak i¢in 10g NaOH saf suda ¢ozdiiriilerek toplam hacim 250
mL oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir. (Tampon ¢6zeltilerin
pH dengesi i¢in kullanildi).

1 M HCI Tampon ¢ozeltilerin pH dengesi i¢in hazirlanmastir.

103.5 mM KH,PO4 hazirlamak i¢in KH,PO4’ten 3.5 g tartildi 200 ml saf suda
¢ozdiiriildii ve hazirlanan 1 N NaOH ile pH:7.5 ayarlandiktan sonra toplam
hacim 250 ml’ye tamamlanmigtir (Katalaz enzimi aktivitesi Ol¢iimiinde
kullanilan tampon)

40 mM’hik H,0; hazirlamak i¢in 408 pL % 30’luk H,O, ¢ozeltiden balon jojeye
alimarak toplam hacim 100 ml olacak sekilde saf su ile tamamlanarak
hazirlanmistir (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi).

5 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi dlglimiinde standart grafigi hazirlamak
icin kullanildi) hazirlamak i¢in 41 pL H,0; ‘den alinarak toplam hacim 100 mL
olacak sekilde tamamlanarak hazirlanmistir.

1 mg/ml serum albiimin ¢ozeltisi (BSA) hazirlamak i¢cin 25 mg BSA alinarak
25 ml saf suda ¢ozdiriilmiistiir (protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti).

200 mM PMSF (Sigma, 78830) stok hazirlamak i¢cin PMSF’den 0.035g tartildi
ve 1 mL izopropanol’de (2-izopropanol) ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

150 mM NaCl (sigma, 13423) i¢in 2.2 g NaCl tartilip 250 mL suda
¢ozdiirtilerek hazirlanmistir.

0.05 M Tris-SO4 (sigma) hazirlamak i¢in 6.055g Tris-SO4 alinarak 900 ml saf
suda ¢ozdiiriildiikten sonra 1 N’lik hazirlanan H,SO,4 (sigma) ile ph:7.4 getirilip
toplam hacim saf su ile 1 litreye tamamlanarak hazirlanmistir ( Esteraz aktivitesi

icin kullanilan tampon)
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e p-nitrofenil asetat (9 mM) hazirlamak igin 0.027g p-nitorfenil asetat (sigma
24201) 2 ml aseton iginde ¢oziilmiis ve lizeri saf su ile toplam hacim 50 mL
olacak sekilde hazirlanmistir. (Karbonik anhidraz aktivitesini belirlemede
substrat olarak kullanild1 ve giinliik hazirlanmigtir).

e Coommassie brillant blue G-250 ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 100 mg commassie
brillant blue G-250, 50 mL % 95°lik etanolde ¢6ziildii, daha sonra bu ¢ozeltiye
%95’lik fosforik asit ilave edilerek cozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye
tamamlanarak hazirlanmstir.

e 1M Tris-HCI hazirlamak i¢in 80 ml saf su igerisinde 12.14g Tris
¢ozdiiriildiikten sonra HCI ile pH.0.8 ayarlanip toplam hacim 100 mL oluncaya
kadar saf ilave edilerek hazirlanmistir.

e 0.1 mM EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) hazirlamak i¢in 0.075g
EDTA, 250 mL, 50 mM K;HPO, (pH:7.8) tamponu igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmstir.

e 0.1 M Na;HPO, (pH:5.5) hazirlamak i¢in 3.55 g Na;HPO, tartilip 200 mL suda
¢ozdiiriildiikten sonra pH:5.5 ayarlandi ve toplam hacim 250 mL olacak sekilde
saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

e GSH-Px Tamponu (pH:7.5 mM fosfat tamponu+5 mM EDTA’l1) (1000mL pH:
7, 50 mM fosfat tamponu + 2.08 g EDTA-Na tuzu )

e 2 puM NADPH hazirlamak i¢in 0.1 g NADPH tartilip 5 mL saf suda
¢ozdiirtilerek hazirlanmistir.

e Lizis tamponunu hazirlamak igin 1.514g Tris (sigma, T1503) tartilarak 200 mL
ultra saf su igerisinde ¢ozdiiriildii. pH: 0.8 getirmek i¢in HCI (sigma, 30721)
eklenerek pH dengesi ayarlandi. Cozeltinin igerisine 2.1915g NaCl, 250 pL
PMSF stoktan ve 2.5 mL Triton X-100 eklendikten sonra toplam hacim 250 mL

oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiira

Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatlart ATCC’ den temin edildi.
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3.4.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi ve inkiibasyon kosullari

MDA-MB-453 hiicre hatt1 i¢in uygun olan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) besiyeri igerisine, 10.000unite/mL penislin ve 10 mg/mL streptomisin, %1 L-
glutamin ve %10 Fetal bovine serum (FBS) eklenerek hazirlandi. Caligmada kullanilan
hiicre hatt1 olan MDA-MBA4-53 hiicre hatlar1 hazirlanan bu besiyerinde, %95 nem, % 5
CO, ve 37°C sicakliktaki inkiibatorde 75 cm? ’lik flasklarda steril sartlarda inkiibe
edildi. Inkiibasyon ortammin nemli kalmasi i¢in otoklavlanmis saf su igerisine % 1
oraninda aquaguard-1 eklenerek inkiibator kabinin igerisindeki kaba doldurularak

kabinin nemli kalmas1 saglandi.

Hiicre kiiltiir islemleri ¢calisma 6ncesinde ultraviyole ile steril hale getirilen ve i¢ yiizeyi

% 70’lik etanol ile silinen Laminar kabin icerisinde yapildu.

3.4.2. Hiicre hatlarinin pasajlanmasi

Inkiibasyona birakilan hiicrelerin besiyeri 2-3 giin arayla degistirildi. Besiyeri degisimi
yapilir iken otomatik pipet yardimiyla flasktaki besiyeri cekildikten sonra flasktaki
hiicreler steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) (75 cm? igin 4-6mL) ile yikandi. Yikama
isleminin ardindan PBS tekrar g¢ekilerek ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin
cogalmast i¢in taze DMEM besiyerinden flaska 10 mL eklendi. Bu islem flasktaki
hiicreler flaskin yiizeyinin % 80-90’nin1 kaplayincaya kadar tekrarlandi. MDA-MB-453
hiicrelerinin 75 cm? ’lik flaskin yiizeyinin % 80-90’ lik kismin1 kaplama siiresi 8-10 giin
arasinda degismektedir. Pasajlar ikilenme siiresine uygun olarak yapildi. Isik
mikroskobunda incelendiginde % 80-90 doygunluga ulasan hiicrelerin pasajlanmasina
karar verildi. Pasajlanacak hiicrelerin besiyeri onceden steril hale getirilen kabin
igerisinde pipet yardimiyla uzaklastirildi. Flasktaki hiicreler 4 ml PBS ile yikandiktan
sonra PBS ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelerin yapistiklar ylizeyden ayrilmasi i¢in 8 mL
0.25X Tripsin/EDTA (Biological Industries) soliisyonu ilave edilerek inkiibatdrde 5-10
dakika bekletildi. Inkiibatérde bekletmeden sonra hiicrelerin yiizeyden ayrilip
ayrilmadig1 mikroskopta kontrol edildi. Tamamu ylizeyden ayrilan hiicrelerin iizerlerine
32 mL DMEM besiyeri eklenerek tripsinin etkisi notralize edildi. Daha sonra otomatik
pipet yardimiyla flasktaki hiicreli besiyeri 50 mL’lik falkon tiipiine aktarilarak 800xg de

5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra hiicrelerin {izerindeki siipernetant
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atildi ve hiicre peleti ilizerine 12 mL DMEM besiyeri eklenerek otomatik pipet
yardimiyla tamamen homojen hale gelinceye kadar siispansiyon pipetaj edildi. Daha
sonra hiicre yogunluguna bagli olarak 75 cm?lik flasklara yaklagik 2 milyon
hiicre/10mL olacak sekilde tekrar ekildi ve ekilen flaskin igindeki besiyeri 10 mL olacak
sekilde besiyeri ile tamamland1. Yeniden ekimi yapilan hiicreler 37°C’, % 5 CO, ve %

95 nemli inkiibatorde inkiibe edildi.

3.4.3. Hiicrelerin dondurulmasi

Calisma i¢in ihtiya¢ duyulandan daha fazla pasaj oldugunda hiicreler dondurularak daha
sonra tekrar kullanilmak {izere stoklandi. Hiicre dondurma basamaginda flasklar
mikroskopta incelenerek hiicre yogunlugunun yaklasik % 80-90 oldugu flasklarin
icerisindeki besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 4 mL PBS ile yikandiktan sonra PBS
ortamdan pipet yardimiyla uzaklastirildi. Hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrilmasi igin
tizerlerine 8 mL 0.25X Tripsin/EDTA soliisyonu ekledikten sonra hiicreler 5-10 dakika
arasinda inkiibatorde bekletildi. Inkiibatérde bekletilen hiicrelerin tamamen yiizeyden
ayrilip ayrilmadigi mikroskopta kontrol edildikten sonra iizerlerine 32 mL besiyeri

eklendi. Otomatik pipet yardimiyla hiicreler steril 50 mL’lik falkon tiipiine aktarildi.

Hiicreler 800xg de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij siireci tamamlandiktan
sonra siipernetant atildi. Daha once hazirlanan ve kabin icerisinde steril 15 mL’lik
falkon tiiplerde buz igerisinde bekletilen 100ul DMSO ve 900ul FBS igeren hiicre
dondurma silispansiyonundan 1 mL alinarak hiicrelerin iizerine eklendi. Hiicrelerin
bulundugu 50 mL’lik falkon tiipiiniin hiicrelerin yapismis oldugu kisimlardan ayrilmasi
icin pipetaj yapilarak falkon ylizeyinden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin dondurma
stispansiyonunda homojen dagilmasi i¢in pipetaj yapildiktan sonra siispansiyon 2
mL’lik kriyo tiiplere aktarilip -80 °C’ de buzdolabinda gerektiginde tekrar kullanilmak
tizere saklandi. Yapilan biitiin islemler ultraviyole ile steril edilmis ve ylizeyir %70’lik

etanol ile silinmis kabin igerisinde yapildi.

3.4.4. Dondurulan hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Calismamizda hiicrelerin kullanilmasina ihtiya¢ duyuldugunda stoklanmis hiicreler

kullanildi. DMEM besiyeri su banyosunda 37 °C’ ye kadar 1sitildi. Dondurulmus

32



hiicreler su banyosunda tutularak tamamen ¢dziinmesi i¢in bekletildi. Hiicreler falkon
tiipline kabin igerisinde aktarilan 40 mL besiyerine pipet ile aktarildi. Aktarimdan sonra
hiicreler 800xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiiden sonra hiicrelerin
tizerindeki siipernetant vakumlu pompa yardimiyla uzaklastirildi. Hiicre peletine sarjli
pipet ile 10 mL besiyeri eklenerek tam homojenizasyon saglandiktan sonra T 75°lik
flaska aktarildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin {izerindeki besiyeri tekrar
uzaklastirildi. Flask yiizeyine yapigsmis hiicreler 4 mL PBS ile yikandiktan sonra PBS
ortamdan uzaklastirilip tekrar 10 mL besiyeri eklenip 37 °C, % 5 CO, ve % 95 nemli
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. T 75°lik flasktaki hiicre yogunlugu % 80-90

oranlarina varincaya kadar hiicreler 2-3 giin arayla yikanip besiyerleri degistirildi.

3.4.5. Hiicre sayimi

Inkiibe edilen hiicreler mikroskopta incelendikten sonra yeteri yogunluga ulasan
flasklardaki hiicrelerin {izerindeki biiyiime besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler
PBS ile yikandi ve yikamadan sonra PBS ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelerin
yapistiklari flask ylizeyinden ayrilmasi i¢in tripsin-EDTA ile muamele edildi. Yiizeyden
ayrilan hiicre ¢ozeltisine besiyeri eklenerek tripsinin etkisi nétralize edildi ve steril
falkon tiiplere aktarilarak santrifiij edildi. Santrifiij edilen hiicrelerin tizerindeki
slipernetant otomatik pipet yardimiyla atildi. Hiicre peleti iizerine 1 mL besiyeri
eklenerek homojenize edildi. Daha sonra hiicre iceren siispansiyondan 10 pl alinarak
ependorf tiipe aktarildi ve f{izerine tripan mavisi sollisyonundan 90 ul eklenerek
homojen hale gelmesi pipetaj yapildi. Homojen hale getirilen hiicre siispansiyonundan
20 pl hiicre/tripan mavisi karisimdan ¢ekilerek thoma lamina emdirilerek aktarim
sagland1. Sekil 3.1.’de gosterildigi gibi, sayim islemi thoma lamindaki merkez ¢izgilerin
kesistigi 1 mm?lik alandaki 16 karenin igindeki parlayan beyaz renkteki hiicreler
sayildi. Sayim thoma laminin iki tarafina da emdirilen siispansiyondaki hiicreler sayilip

ortalamalar1 alinarak yapildi.
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Sekil 3.1. Thoma laminin sayim yapilan yiizeyi alan

Hiicre sayimminda hiicre canliligin1 belirlemek i¢in tripan mavisi boyay1 diglama testi
uygulandi. Canli hiicre sayisini belirlemek i¢in ¢ok kullanisli ve basit bir yontemdir. Bu
yontem canli ve Olmiis hiicreleri birbirinden ayirmamiza yardimci olmaktadir.
Mikroskopta incelendiginde tripan mavisi boyast membran biitinligi bozulmus
hiicrelerin igerisine girerek 6lmiis hiicrelerin koyu mavi renkteki noktalar seklinde
goriintiilenmesini saglamaktadir. Ancak saglikli hiicreler tripan mavisi boyanin hiicre
membranindan gegisini engelledigi icin mikroskopta goriintiilendiginde beyaz parlak

renkte goriintiilendi (ACEA,2012).

3.4.6. Hiicre ekimi

Clsp degerini belirlemek i¢in 96 kuyucuklu mikro plakalarin biitiin kuyucuklarina 200 pl
besiyeri igerisinde 5x10* tane hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak 24 saat inkiibe
edildi. Calismamizda zaman ve konsantrasyona bagli sitotoksik etkilerini belirlemek

icin Trastuzumab ve Gambojik asit konsantrasyonlarinin belirlenmesi ¢alismasi yapildi.

Trastuzumab i¢in 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 ug/mL, 3.125
png/mL ve 1.5625 pg/mL seklinde yedi tane konsantrasyon belirlendi.

Gambojik asit i¢in de 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL,1.25 pg/mL, 0.625 pg/mL,
0.3125 pg/mL ve 0.15625 pg/mL olmak iizere yedi tane konsantrasyon belirlendi.

Hiicre ekimini takiben yapilan 24 saatlik inkiibasyondan sonra vakumlu pompa
yardimiyla plakalardaki besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Trastuzumab, gambojik asit ve

kombinasyonlari i¢in dorderli olacak sekilde pozitif kontroller olusturularak (hiicrelere
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sadece 200 uL. DMEM besiyeri eklendi) en yiiksek konsantrasyondan en diisiik

konsantrasyona dogru plakalar gruplandirildu.

Trastuzumab ve gambojik asit maddelerinden belirlenen gruplara ayri ayr1 ve
kombinasyonlar1 seklinde hazirlanan dozlardan 12-24-48-72 saatlik sitotoksisite

analizleri i¢in 200 pL alinarak hiicrelere uygulandi (her deney 3 kez tekrarlandi).

XTT uygulamasindan sonra Clsy degerleri CompuSyn programi ile belirlendi.
CompuSyn programi arastirmak istenilen kimyasal bilesiklerin ve ilaglarin tek tek veya
kombinasyonlarimin sinerjik etki degerlerini hesaplamak i¢in Chou tarafindan

gelistirilmis ortalama etki (median effect) prensibine dayanan bir yazilim programidir.

Program bir calismada kullanilan maddelerin sinerjik etki degerlerini medyan etki
denklemi ve kombinasyon indeksi denklemlerine gore maddelerin sinerjistik,

antagonistik, veya aditif etki gosterip gostermedigini analiz eder.

Tablo 3.1. Kombinasyon ¢alismalarinda kullanilan maddelerin sinerjisitk-aditif-
antagonistik sitotoksik etkilerini belirlemede kullanilan Kombinasyon Indeksi (CI)
degerleri (Bulut, 2012)

Cl (Kombinasyon indeksi) Kombine sitotoksik etki
0,1 < Cok kuvvetli sinerjizm
0,1-0,3 Kuvvetli sinerjizm
0,3-0,7 Sinerjizm
0,7-0,9 Hafif sinerjik etki
0,9-1,1 Aditif etki
>1,1 Antagonist

Traztuzumab ve gambojik asitin sinerjik etkileri i¢in yapilan hesaplama sonucunda en
disik Clsp degeri 12,5 pg/mL trastuzumab + 1,25 pg/mL gambojik asit olarak
belirlendi. Enzim aktivitesi ¢alismasinda 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonunda enzim
aktivite hesaplamalarini bulmak i¢in {i¢ deney grubu olusturuldu. Belirlenen dozlarda
ilaglar1 tek tek ve kombinasyon seklinde uygulamak i¢in her bir siire i¢in 1 tane pozitif
kontrol ve 3’1 ilaglarin uygulanmasi i¢in olusturulan gruplardaki petrilerin her birinde

18x10° tane hiicre 10 mL DMEM besiyeri igerisinde ekildi. Ekimden sonra hiicrelerin
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petrilerin yiizeyine yapigmast i¢in 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra belirlenen dozlarda ilaglar uygulandi (kontrol gruplari haric,
kontrol gruplarinin sadece besiyerleri yenilendi) ve tekrar hiicreler inkiibasyona
birakildi. 24 saat sonra ilk gruba hiicre pargalama protokolii uygulandi ve hiicreler -24
°C’de enzim aktivitelerine bakmak icin stokland1. 48. ve 72. saat i¢in de ayn1 protokol

uygulandiktan sonra tiim gruplarin enzim aktivite tayinleri yapildi.

3.4.7. Hiicre parcalama

Ilag uygulanan petrilerdeki hiicrelerin siipernetant: falkon tiiplere aktarildi. Petrilere +4
°C bekletilen PBS eklenerek hiicreler 6zel aparat yardimi ile yiizeyden kazinarak mikro
pipet ile falkon tiiplere aktarildi. Petriler mikroskopta incelendikten sonra ikinci kez
PBS ile yikanarak tekrar falkon tiiplere eklendi. Falkon tiipler 800xg’de 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra falkonlardaki siipernetant pompa yardimiyla
uzaklastirildi. Hiicre peleti lizerine 1 mL PBS eklenerek falkon tiiplerden alinarak
ependorf tiiplere aktarildi. Hiicreler +4 °C ve 2000xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernetant atildi ve hiicreler 5 dakika boyunca buz igerisinde
bekletildi. Hiicrelerin iizerine lizis tamponu ( 150 mM NaCl, % 1 Triton X-100, 50 mM
Tris-HCI pH: 8.0, 0.2 mM PMSF) eklendi. Homojenat haldeki siispansiyon igerisindeki
hiicreler 21 Gx’lik enjektor yardimiyla pargalatildi. Pargalamadan sonra hiicreler +4 °C
ve 2000xg’de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra -24 °C’de enzim aktivitesine
bakmak igin stoklandi.

3.4.8. Uygulanacak ilaclarin hazirlanmasi

Trastuzumab (Herceptin; Roche, Basel, Isvicre) toz halinde temin edildi. Trastuzumab
DMEM besiyerinde belirlenen konsantrasyonlarda caligma oOncesinde steril kabin
igerisinde steril tiiplerde ¢ozdiiriiliip vorteks ile tam homojenizasyon saglandiktan sonra

hiicre hattina uygulandi.

Gambojik asit (Abcam, USA) 5 mg olarak toz halde temin edildi ve steril kabin
icerisinde 5 mL DMSO’da ¢ozdiiriiliip ana stok olusturuldu. Calisma planina gore
belirlenen ¢alisma konsantrasyonuna uygun derisimde ¢ozeltileri olusturmak igin ana

stoktan uygun miktarda ¢6zelti alinarak uygulama yapildi.
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3.5. Protein Tayini
3.5.1. Bradford yontemi ile protein tayini

Yontem, Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda
olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin Olclilmesine dayanir. Sigir
serum albumini (BSA) standartlar1 hazirlanir, 595 nm’de absorbanslar1 Olgiiliip bir
standart grafigi cizilir. 0,1 g Bradford reaktifi, % 95’lik 50 mL etil alkol, %85°lik 100
mL fosforik asit ¢ozeltileri karigtirilarak toplam hacim 1000 mL’ye tamamlanir. Cozelti
bir gece boyunca karanlikta bekletildikten sonra filtre kagitindan siiziiliir. Deney
tiiplerine analizi yapilacak 6rneklerden 100 uL. 6rnek konulur. Tiipiin lizerine hazirlanan
Bradford ¢6zeltisinden 5 mL eklenerek 5 dakika inkiibasyonda birakilir. Bu siirenin
sonunda 595 nm’de absorbanslar okunur. Okunan absorbanslar standart grafiginden
elde edilen denklemde yerine yazilarak konsantrasyon cinsinden ne kadar protein

oldugu belirlenir (Sedmak ve Sidney, 1977).

3.5.2. Katalaz enzimi aktivite tayini

Calismamizda katalaz aktivite tayinin i¢in Aebi metodu kullanilmistir. CAT enzimi
hidrojen peroksit katalizler. Substrat olarak hidrojen peroksik kullanildi. H,O, ‘nin CAT
enzimi tarafindan yikim hizi, H»O, 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden

yaralanarak spektrofotmetrik olarak 6l¢iilmesi sonucu tayin edilmektedir. (Aebi, 1974).

k= (2,3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon (Dokuda CAT aktivitesi k/g protein olarak

hesaplanmastir).

Tablo 3.2. Katalaz enziminin aktivite tayini i¢in kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlari

Céozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Tampon 1500 1475
Substrat 1500 1500

Ornek - 25
Toplam hacim 3000 3000
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3.5.3. Glutatyon peroksidaz enzimi aktivite tayini

GHS-Px aktivitesi, glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesine bagli olarak o6l¢iildii.
Tepkimede GSH-Px; hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona yiikseltgenmesini katalizlemektedir. GSH-Px’in olusturdugu okside glutayon
(GSSG) H,0; (hidrojen peroksik) varliginda GR (glutatyon rediiktaz) ve NADPH
yardim1 ile GSHA indirgenir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi NADPH’in NADP"’ya
yiikseltgenmesi sirasinda absorbans azalmasinin 340 nm’de 3 dakika boyunca kore

okunmasi ile tayin edildi. Tayin formiilii asagida belirtildi (Paglia ve Valentine, 1967).

AAtx Vix 10°

U/L (uM/min/L)
exVsxL

€=NADPH’ ekstinksiyon sabiti (6.22x10° L.mol™.cm™)
Vt=Total reaksiyon hacmi (mL)

Vs= Total reaksiyon i¢indeki 6rnek hacmi (mL)
L=Kiivet ¢ap1 (1 cm)

A A/t= Dakikadaki absorbans degisimi

10°= Molii uM’e ¢evirmek i¢in kullanilan faktor

GSH - Px (U/L)

GSH = Px Spesifik Aktivitesi (U/g protein) = W

Tablo 3.3. Glutatyon peroksidaz enziminin aktivite tayini i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve
miktarlar

Céozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)

Tampon 100 100
Glutatyon 20 20
Glutatyon Rediiktaz 100 100
NADPH 100 100
Ornek - 10

Ultra saf su 670 660
H20: 10 10

Toplam hacim 1000 1000
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3.5.4. Karbonik anhidraz aktivite tayini

Karbonik anhidraz enzimin aktivite deger hesaplamalar1 esteraz aktivite yontemi ile
hesaplandi. Esteraz aktivite yontemi karbonik anhidraz enziminin substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetati (PNF) 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-
nitrofenolat’a hidroliz etmesi esasina dayanir. 348 nm’de hem p-nitrpfenol hem de p-
nitrofenolat ayn1 absorbans degeri gostermektedir. Fenol grubunda yer alan proton (H")
iyonunun ayrismamasinin Ol¢limii etkilemedigi belirtilmistir. Karbonik anhidrazin

reaksiyon denklemi asagidaki gosterildigi gibidir.

0
I CA
O,N O-C-CH; + H,0 === O\N OH + CH,COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.2. Karbonik anhidrazin p-nitrofenilastatin p-nitrofenole doniisiimiinii saglayan
enzimatik reaksiyonu

Deney c¢alismasinda CA enzim aktivitesi 6l¢limii igin 1 mL’lik kuvartz kiivetlere kor
icin pH: 7.4’te ayarlanan Tris-SO,4 ‘den 400 pL, substrat olarak hazirlanan PNF’den 360
L ve saf sudan 220 pL eklenerek toplam hacim 1 mL tamamlanarak hazirlanmistir.
Ornek kiivetine ise Tris-SO,4 ‘ten 400 pL, PNF’den 360 pL, 220 uL saf su ve 20 uL
enzim ¢ozeltisi ilave edilerek toplam hacim 1 mL olacak sekilde hazirlandi. 3 dakika
boyunca her 1 dakikada absorbans &l¢iimii 25°C’de 348 nm’de okunarak farklar1 alindu.
Okumadan 6nce spektrofotometrenin absorbans degerinin sifira ayarlanmasi i¢in enzim
yerine saf su kullanarak hazirlanan ¢ozelti 3 dakika boyunca cihazda okutularak yapildi.

Deney ¢aligmasi tablo seklinde asagida gosterilmistir (Verpoorte vd., 1967).

Tablo 3.4. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi tayini i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve
miktarlar

Cozeltiler Koér (uL) Ornek (uL)
Tris-SO4 tamponu 400 400
PNF 360 360
Saf su 240 220
Enzim ¢ozeltisi - 20
Toplam hacim 1000 1000
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Aktivite hesaplamasi asagida gosterilen formiil ile yapilmstir.
Unite/ml enzim= (AopXVix Df) / (€348nm X tb x Ve)

OD: Optik yogunluk, AOD= ODs3481m Ornek-OD3agnm Kor, Vi= Tiipte hazirlanan toplam
hacim (1mL), Df=Diliisyon faktorii, €szsgnm=p-nitrofenoliin 348 nm’deki milimolar
ekstinksiyon katsayis1 (pH: 7.49, t= Reaksiyon siiresini (3 dakika), b=Kiivetin 151k gecis
yolu (1cm), V= Kiivette okutulan reaksiyon karisimindaki enzim hacmini ifade

etmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

MDA-MB-453 hiicre hattinda gambojik asit ve trastzumab’in bazi enzimler iizerine
sinerjik etkilerini belirlemek i¢in XTT yontemi kullanilmistir. XTT yoOnteminde
plakalara her bir kuyucukta 200 pL DMEM besiyerinde 5x10* tane hiicre ekimi
yapilarak trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonu seklinde
uygulanmasinin zamana ve doza bagl sitotoksik etki degerleri ELISA’da okutularak
elde edilmistir. Elde edilen ELISA sonuglarinin CompuSyn.exe programi yardimiyla
sinerjik etki degerleri hesaplandi. Sinerjik degerlerin hesaplanmasindan sonra belirlenen
dozda maddeler MDA-MB-453 hiicre hattinin petrilere 10 mL’de 18x10” tane hiicre
olacak sekilde ekiminden sonra tek tek ve kombinasyon seklinde uygulanarak 24 saat,
48 saat ve 72 saat sonrasinda hiicreler hiicre parcalama protokolii uygulanarak enzim
aktivite tayinleri i¢in stoklandi. Katalaz enziminin, glutatyon peroksidaz enziminin ve
karbonik anhidraz enzimin aktivite tayinleri i¢in se¢ilen uygun yontemler ile belirlendi.

Yapilan hesaplama bulgulari asagida ayrintili analizler ile detaylandirildu.
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Sekil 4.1. Bradford yontemi ile total protein tayini standart grafigi
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4.1.Sinerjik Etki Degerleri

Trastuzumab MDA-MB-453 hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5x10? hiicre
olacak sekilde ekildi. Trastuzumab yedi farkli konsantarasyonun (100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 pg/mL, 12.5 ug/mL, 6.25 pg/mL,3.125 pg/mL, 0.15625 pg/mL) 24.saat,
48.saat, 72.saatlerdeki sitotoksisitenin spektrofotometrik yontemle belirlenebilmesi i¢in
ti¢c ayr1 deney olusturacak sekilde deney planlamasi yapildi. Ayni1 islemler gambojik asit
iginde yapild1 (Gambojik asitin konsantrasyonlar1 10 ug/mL, 5 ug/mL, 2.5 ng/mL, 1.25
ug/mL, 0.625 pg/mL, 0.3125 pg/mL, 0.15625 pg/mL). Her deney grubunda sadece

besiyeri ile hiicrelerin oldugu kontrol grubu olusturuldu. Deneyler 3 tekrarli yapildi.

12 SAAT INKUBASYON Cl-3

Ccl-2 s

. & G
+
25pgiml 25uM 2.5 um

N 50 pgiml 5 pm 50 pgiml
+

5 pM

100

100 pg/mi

% HUCRE CANLILIK

Sekil 4.2. 12. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen % canlilik
oranlari

Tablo 4.1. 12.saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda okunan CI degerleri

Cl Yorumlama
Cl-1 0,6723 CI<I “sinerjistik”
Cl-2 0,8795 CI=1 “aditif”
CI-3 1,4821 CI>1 “antagonistik”
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Sekil 4.3. 12. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gbzlenen doz-effect curve
egrisi

1 o TRS
k O] GA
TRES+GA

a Dose 20

Sekil 4.4. 12. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen median-effect
plot egrisi
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Sekil 4.5. 12. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen Combination

Index plot egrisi
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Sekil 4.6. 12. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda goézlenen Logarithmic
Combination Index plot egrisi
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Sekil 4.7. 24. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun

degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen % canlilik
oranlar1

Tablo 4.2. 24. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda okunan CI degerleri

Cl Yorumlama
Cl-1 1,6672 CI>1 “antagonistik”
Cl-2 0,3677 CI<1 “sinerjistik”
CI-3 0,4932 CI<1 “sinerjistik”
Cl-4 0,7825 CI<I “sinerjistik”
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Sekil 4.8. 24. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen doz-effect curve
egrisi
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Sekil 4.9. 24. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen median-effect
Plot egrisi
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Sekil 4.10. 24. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen Combination

Index Plot egrisi
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Sekil 4.11. 24. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda goézlenen Logarithmic

Combination Index Plot egrisi
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48 sAAT INKUBASYON

ci-2 Cl-3

- 50 pa/mi 25 pg/ml
100 pgimi

a0

60+

404

% HUCRE CANLILIK

204

TRS
GA
GA

g 3 3
g 2

g 3

-
g

Sekil 4.12. 48. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen % canlilik
oranlari

Tablo 4.3. 48. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda okunan CI degerleri

Cl Yorumlama
Cl-1 1,7724 CI>1 “antagonistik”
Cl-2 0,9371 CI<1 “sinerjistik”
CI-3 0,4842 CI<1 “sinerjistik”

& TRS
[ GA
TRS+GA

o Dose 20
Sekil 4.13. 48. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun

degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen Dose effect curve
egrisi
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Sekil 4.14. 48. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen median-effect
plot egrisi
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Sekil 4.15. 48. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda goézlenen Combination
Index Plot egrisi
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Sekil 4.16. 48. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen Logarithmic
Combination Index Plot egrisi
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Sekil 4.17. 72. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen % canlilik
oranlar1

Tablo 4.4. 72. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda okunan CI degerleri

Cl Yorumlama
CIl-1 1,8610 CI>1 “antagonistik”
Cl-2 1,002 CI>1 “antagonistik”
CI-3 0,5271 CI<I “sinerjistik”
Cl-4 0,2707 CI<l1 “sinerjistik”
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Sekil 4.18. 72. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen Dose effect curve
egrisi
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Sekil 4.19. 72. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen medain effect
plot egrisi
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Sekil 4.20. 72. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gézlenen Combination
Index plot egrisi
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Sekil 4.21. 72. saatte trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve kombinasyonunun
degisen konsantrasyonlarinda MDA-MB-453 hiicre hattinda gozlenen Logarithmic
Combination Index plot egrisi

4.1. Enzimlerin Aktivite Degerleri

MDA-MB-453 hiicre hattina uygulanan trastuzumab ve gambojik asitin tek tek ve
kombinasyonlart XTT testi kullanilarak sitotoksisite 6lgiimleri spektrofotometrik olarak
olciildii. Olgiilen sonuglara gére CompuSyn.exe programi ile Clsy degerleri hesapland.
Veri sonuglariin degerlendirilmesi sonucunda ¢alisilacak derisim hesaplandiktan sonra
deney planlamasi yapildi. Planlamada {i¢ deney grubu olusturuldu. Deney grubunda
tratsuzumab, gambojik asit, kombinasyonu ve kontrol i¢in petrilere her birinde 10 mL

DMEM besiyeri igerisindel8x10° tane hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat
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inkiibasyonyondan sonra hiicrelere belirlenen dozlarda maddeler uygulandi. Hiicreler 24

saat, 48 saat ve 72 saatin ardindan hiicre parcalama protokoliine gore parcalayarak her

enzim igin se¢ilen yonteme gore enzim aktivite tayini yapildi. Hesaplamalarin sonuglari

asagida detaylandirildi.

Tablo 4.5. Katalaz enziminin 24, 48 ve 72.saat madde uygulanan hiicre hattinda okunan

spektrofotometrik degerleri

Grup 24. saat 48. saat 72. saat
Kontrol (K1) 0.320 0.242 0.461
Trastuzumab(T1) 2.705 0.263 0.405
Gambojik asit (G1) 0.087 0.056 0.162
Trastuzumab+Gambojik asit 0.094 0.081 0.129
(T1+G1)
Katalaz
3,00 -
D
£ 250 -
)
@ 2,00 -
S K1
£ 150 - i
< T1
% 1,00 - =Gl
f.)0150 1 . B T1+G1
0700 ,J_— -
24 48 72
Zaman (saat)

Sekil 4.22. Katalaz enziminin 24, 48, ve 72.saatteki aktivite grafigi

Tablo 4.6. Glutatyon peroksidaz enziminin 24, 48, ve 72.saat madde uygulanan hiicre

hattinda okunan spektrofotometrik degerleri

Grup 24. saat 48. saat 72. saat
K1 1.69 0.48 4.34
T1 241 3.14 2.10
Gl 241 2.89 2.65

T1+G1 2.17 3.14 0.00
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Glutatyon Peroksidaz

_.5,00 -

(o))

€ 4,00 -

=)

23,00 - =K1
2

2200 T1
X 1,00 - =Gl
)

2 0,00 mT1+G1
w

24 48 72
Zaman (saat)

Sekil 4.23. Glutatyon peroksidaz enziminin 24, 48, ve 72.saatteki aktivite grafigi

Tablo 4.7. Karbonik anhidraz enziminin 24, 48, ve 72.saat madde uygulanan hiicre
hattinda okunan spektrofotometrik degerleri

Grup 24, saat 48. saat 72. saat
K1 0.033 0.024 0.033
Tl 0.021 0.006 0.146
Gl 0.036 0.024 0.183

T1+G1 0.006 0.069 0. 039

Karbonik Anhidraz

020

g

30,15 1

> K1
£o010 -

é T1

< 0,05 - =G1

<

% 0,00 - mT1+G1
a 24 48 72

Zaman (saat)

Sekil 4.24. Karbonik anhidraz enziminin 24, 48, ve 72.saatteki aktivite grafigi
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5. SONUCLAR

Kanser diinyada ve iilkemizde insanligi tehdit eden en Onemli saglik sorunlarinin
basinda gelmektedir ve tedavi siirecinin en 6nemli kismini kemoterapi olusturmaktadir.
Bundan dolay1 kanser hastaligina karsi kemoterapdtiklerin gelistirilmesi iilkelerin
ekonomilerinde énemli bir yer almaktadir. Ozellikle son yillarda hedefe yénelik kanser
ilaglarmin gelistirilmesi ile daha biiyiik énem kazanmistir. Ulkemizin 2023 vizyon
programinda da hedefe yonelik yeni nesil kanser ilaglarinin gelistirilmesi ¢alismalari
oncelikli destek kapsamina alinmistir. Gelistirilen hedefe yonelik kanser ilaglariin
diger kanser ilaglar1 ile ve antioksidan 6zellikleri bilinen ¢esitli dogal bilesikler beraber
(kombine) kullanilmas: klinik de kanser tedavisinde hastalara uygulanan en onemli
tedavi stratejilerinden biridir. Elde edilen klinik 6ncesi ve klinik sonrasi veriler, ¢esitli
kanser tiplerinde bu strateji tedaviyi hizlandirict ve destekleyici etkiler gostermistir. Bu
baglamda yiiksek lisans tez ¢alismamda, HER-2 pozitif meme kanserinin tedavisinde
rutin olarak kullanilan transtuzumab ilaci ile birlikte, giiglii bir dogal antioksidan olan
gambojik asidin sinerjetik etkileri MDA-MB-453 insan HER-2 pozitif meme kanseri
hiicre hatlarinda in-vitro olarak test edilmis ve biyokimyasal parametrelerdeki

degisimler belirlenmistir.

Yiiksek lisans tez ¢alismamizda, transtuzumab ve gambojik asit farkli konsantrasyonlar
da 12, 24, 48 ve 72 saat ayr1 ayr1 ve kombine sekilde MDA-MB-453 hiicrelerine
verilmis ve her bir konsantrasyon degerindeki hiicre canliligi XTT testi ile
belirlenmistir. Kombine verildiginde ortaya cikan sinerjetik etkiler CompuSyn.exe
programi ile hesaplamis ve CI degerleri belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, 12
saatlik inkiibasyon sonunda 100 pg/ml transtuzumab + 10 uM gambojik asit ve 50
ug/ml transtuzumab + 5 pM gambojik asit sinerjetik etki gostermistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonunda 50 pg/ml transtuzumab + 5 puM gambojik asit, 25 pg/ml
transtuzumab + 2,5 uM gambojik asit ve 12,5 pg/ml transtuzumab + 1,25 uM gambojik
asit sinerjetik etki gostermistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda 50 pg/ml transtuzumab +
5 uM gambojik asit ve 25 pug/ml transtuzumab + 2,5 uM gambojik asit sinerjetik etki
gostermistir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda 25 pg/ml transtuzumab + 2,5 uM gambojik
asit ve 12,5 ug/ml transtuzumab + 1,25 uM gambojik asit sinerjetik etki gostermistir. CI

degeri 1 den ne kadar kiigiik ise sinerjetik etkinin o kadar biiylik derecede oldugu
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anlamindadir. Bu baglamda bu sinerjetik etkinin goriildiigii konsantrasyonlarda en
diisiik CI degeri, diger bir deyisle MDA-MB-453 insan HER-2 pozitif meme kanseri
hiicre hatlarinda en iyi sinerjetik etki 72 saatlik inkiibasyonda 12,5 pg/ml transtuzumab
+ 1,25 uM gambojik asidin kombinasyonunda goriilmiistiir. Sonuglara gore gambojik

asit trastuzumab’1n aktivitesini 72. Saatlik inkiibasyonda ciddi oranda arttirmistur.

Caligmamizda, transtuzumab ve gambojik asidin en iyi sinerjetik aktivite gosterdigi
konsantrasyon degeri olan 12,5 ug/ml transtuzumab + 1,25 uM gambojik asidin 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde MDA-MB-453 insan HER-2 pozitif meme kanseri
hiicre hatlarinda katalaz, glutatyon peroksidaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin
aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, 72. saat sonunda kontrol grubuna ve
trastuzumab ve gambojik asidin tek tek uygulanmasina gore, 12,5 ug/ml transtuzumab +
1,25 upuM/ml gambojik asit kombinasyonu MDA-MB-453 hiicrelerinde Kkatalaz,
glutatyon peroksidaz ve karbonik anhidraz enzim aktivitesini ciddi oranda diistirmiistiir.
Bu enzimlerin aktivitesinin diismesi kanserli hiicrelerinin sag kalimimi azaltici yonde
etki gostermis ve bdylelikle bu kombinasyonun anti kanser etki gostermesini

saglamistir.

Tim bu sonuglara gore, gambojik asidin HER-2 pozitif meme kanseri tedavisinde
Klinikte rutin olarak kullanilan trastuzumab’in aktivitesini arttirdigi belirlenmistir.
Hedefe yonelik kanser ilag dizayn caligsmalarinda gambojik asidin i1yi bir aday molekiil
oldugu belirlenmis ve ayrica kanser tedavisi goren hastalarin kullanmasi i¢in aday bir
takviye edici potansiyeli belirlenmistir. Ayrica bu yiiksek lisans galigmasindan elde
edilen bu bilgiler, ileride yapilacak daha ileri bilimsel ¢alismalar i¢in énemli bir temel

olusturacaktir.
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