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OZET

Meme kanseri, tiim diinyada, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir.
Meme kanserinde kemoterapi genellikle adjuvan ve neoadjuvan olarak
uygulanmaktadir. Adriamisin ve taksoter, meme kanseri kemoterapisinde sikc¢a

kullanilan ajanlardir.

Kemoterapi, yiiksek maliyetli bir tedavi tiiriidiir. Kemoterapide kullanilan
ajanlarin toksik yan etkileri kullanimlarini kisitlayan bir unsurdur. Uygulanan rejimlere
bireysel cevap farkliliklar1 diger bir problemdir. Bu nedenle, kemoterapiye yanit
hakkinda bilgi verebilecek ©Ongoriisel markirlarin belirlenmesi amaciyla caligmalar

yapilmaktadir.

TWIST transkripsiyon faktorii, gelisimde mezoderm olusumu ve farklilasmasinda
gorevli bir bazik heliks lup heliks proteinidir. insanlarda Twist proteinini kodlayan
TWIST1 genindeki mutasyonlar Seathre-Chotzen Sendromu’na yol agmaktadir. Twistin
anti-apoptotik, anjiyojenik ve metastatik siireclerde rol oynadigi belirlenmistir. Son
donemlerde, Twist transkripsiyon faktoriiniin, kemoterapotik ajanlara direncte de rolii

oldugu bildirilmektedir.

Calismamizda, daha ©nce kemoterapi almamig hastalardan alinan meme
tiimorlerinde Twist expresyonu ile adiramisin ve taksoter hassasiyeti arasinda bir iligki
olup olmadigimi arastirmak amaclanmistir. Tiimorlerin bu iki ajana hassasiyeti ATP-

TCA ile belirlenmistir.

Calisma sonunda, meme tiimorlerinde Twist ekspresyon artis1 ile adriamisine
hassasiyetin azalmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu goriilmiistiir.
Timorlerin taxotere hassasiyeti ile twist ekspresyon farkliliklar1 arasinda iliski
goriilmemistir. Sonug¢ olarak, Twist, meme tiimorlerinde adriamisin hassasiyetinin

belirlenmesinde ongoriisel bir markir adayr olarak goriinmektedir.

Anahtar kelimeler: Twist, ATP-TCA, meme, timor
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SUMMARY
Breast cancer is the most prevalent cancer among women worldwide.
Chemotherapy is being applied in adjuvant and neoadjuvant settings in breast cancer
therapy. Adriamycin and taxotere are chemotherapeutics that are commonly used in

breast cancer chemotherapy.

Chemotherapy is an expensive therapy option. Besides, toxicity of the
chemotherapeutics is one of the most important problem affecting their use. Another
problem about chemotherapy is the different response rates of the individual patients to
the chemotherapeutics used. So, there are many studies aiming to find predictive

markers which give information about response to chemotherapeutics.

TWIST transcription factor is a basic-helix-loop-helix protein regulating the
mesoderm formation and differantiation during development. Mutations of the
TWISTI gene, coding for the twist protein is the cause of Sheatre-Chotzen Syndrome in
humans. It has been determined that twist is a part of anti-apoptotic, angiogenic and
metastatic processes. Twist transcription factor has also been reported have role in

resistance to chemotherapeutic agents.

We aimed to investigate the association between twist expression and response to
adriamycin and taxotere in breast tumors of the patients, who did not recieve any
chemotherapy before. ATP-TCA has been used to determine the responiveness of the

tumors to these chemotherapeutics.

According to the results of the study, there was a statistically significant
correlation between increased levels of twist gene expression and decreased response
rates to adriamycine in breast tumors There was no correlation between the twist
expression levels and response to taxotere in the tumors. In conclusion, it seems that
Twist is a candidate predictive marker for determining the responsiveness of breast

tumors to adriamycin chemotherapy.

Keywords: Twist, ATP-TCA, breast, tumor
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1. GIRIiS VE AMAC

Meme kanseri, tiim diinyada oldugu gibi, iilkemizde de, kadinlar arasinda en sik

goriilen kanser tiiriidiir ve kanser kaynakli 6liimlerin ikinci siradaki nedenidir (48).

Meme kanseri etiyolojisini arastiran caligmalar ile pek cok risk faktorlerinin
katkis1 oldugu ortaya koyulmustur. Kadinlarda meme kanseri insidansi, erkeklere gore
cok yiiksektir. Cinsiyet disinda erken menars, ge¢c menapoz, BRCA1, BRCA2 ve TP53

genlerinde mutasyon tasiyiciligl en bilinen risk faktorleridir (18).

Meme kanserlerinin neredeyse tamami, meme epitelinden kaynaklanmakta ve bu
nedenle adenokarsinom olarak adlandirilmaktadir. Invaziv meme adenokarsinomlarinin
histolojik alt tipleri, invaziv duktal karsinom, invaziv lobiiler karsinom, tiibiiler
karsinom, miisinéz karsinom, medullar karsinom, papiller karsinom ve metaplastik

karsinomlardir (66).

Meme kanseri kemoterapisi, adjuvan (postoperatif) ve neoadjuvan (preoperatif)
olarak uygulanabilmektedir (17). Adriamisin ve taksoter, meme kanserinin adjuvan ve

neoadjuvan kemoterapisinde siklikla kullanilan antitiimor ajanlardir (17, 19, 107).

Antimikrobiyal antitiimor ajanlarin antrasiklinler grubundan olan adriamisin
(doksorubisin), DNA molekiiliiniin arasina girmektedir. Adriamisinin antikanser
etkilerine, DNA’ya interkalasyonu sonucunda, DNA Topoizomeraz II enzimi
zehirlenmesi, makromolekiil sentezinde gorevli DNA ve RNA polimeraz gibi
enzimlerin inhibisyonu, DNA eklentilerinin olusumu ve adriamisin kimyasal yapisindan
kaynaklanan serbest radikal olusumu gibi olaylarin aracilik ettigi diisiiniilmektedir.
Adriamisin kaynakli kardiyotoksisite, bu ajanin kullanimini kisitlayan ©nemli bir

faktordiir (33,77, 86).



Taksoter (Taxotere, docetaxel), Taxus baccata (Avrupa porsuk agaci) yapragi
Oziitliniin islenmesi ile elde edilen yar1 sentetik bir antikanser ajandir (20, 74).
Taksoterin hiicresel hedefi mikrotiibiillerin yapisindaki beta tiibiilin alt tinitesidir (2,

74).

Son yirmi bes yllda meme kanserinin adjuvan kemoterapisinde énemli gelismeler
olmustur. Ancak bu geligsmeler, kemoterapinin yiiksek maliyeti ve kemoterapi kaynakh

toksisite problemlerini de beraberinde getirmistir (6).

Metastatik meme kanserinde antrasiklin ve taksandan olusan kemoterapiye cevap
oran1 % 30-70 civarindadir. Taksan ve antrasiklinlere diren¢ goriildiigiinde, tedavi

secenekleri olduk¢a azalmaktadir (95).

Meme kanserinde, tiimoriin molekiiler karakteristikleri, kemoterapiye hassasiyeti
etkileyebilmektedir. Tiimorlerin kemoterapiye cevabinin belirlenmesi ve bdylece
yitksek maliyet ve toksisite problemlerinin en aza indirilebilmesi i¢in molekiiler markir

arastirma c¢alismalar1 giderek artmaktadir (6).

Antrasiklin igeren kemoterapi rejimlerine hassasiyet ile iligskilendirilen molekiiler
markirlar arasinda Topoizomeraz II-a (TOP2A) ve Her-2/neu asm1 ekspresyonu
izerinde durulmus, ancak calismalardan celiskili sonuclar elde edilmistir (5, 113, 36).
HER2 ve TOP2A genleri 17. kromozomda birbirlerine ¢ok yakin konumlanmislardir.
Antrasiklin kemoterapisine cevap ile HER2 ve/veya TOP2A asir1 ekspresyonu
arasindaki iligkiyi bildiren c¢alismalar, HER2, TOP2A ve 17. kromozom
duplikasyonlarim1 kapsayan birbiri ile celigkili sonuglar1 barindirmaktadir (57, 15, 82).
Beta III ve beta I tiibiilin diizeyleri diisiik olan meme kanserlerinin taksotere yanitinin

daha iyi oldugu bildirilmistir (80).

Adenozin Trifosfat Tiimoér Kemosensitivite Testi (ATP-TCA), tiimorlerin

kemoterapiye verdigi hiicresel yanitin in vitro olarak incelenmesinde faydalanilan ve
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kemoterapétik ajanlara diren¢ markirlarinin belirlenmesine aracilik eden yontemlerden
biridir (16, 64). Bu test ile tiimor hiicreleri enzimatik yolla ayristirilip, kemoterapotik
ajanlar ile kiiltiir edilmektedir. Tiim canlilarin evrensel enerji kaynagi olan ATP, yalniz
canli hiicrelerde bulunur (64). Hiicre oldiikten sonra ATP miktar1 derhal sifira
inmektedir. Hiicrelerdeki ATP miktar1, ates bocekleri tiirleri gibi bazi canlilardan izole
edilebilen lusiferin ve lusiferaz enzimleri ile 1518a doniistiiriilerek olgiilebilmektedir
(71). ATP-TCA’da, tiimoriin kemoterapotik ajana verdigi cevabin belirlenmesinde,
kiiltiir siiresi sonunda canli olarak kalan hiicrelerin sayisi, luminometrede, lusiferin-
lusiferaz enzim reaksiyonu ile 6l¢iiliir. Bu yolla timoriin hangi ajan ya da ajanlara daha

hassas oldugu in vitro olarak belirlenebilmektedir (16,64) .

TWIST transkripsiyon faktorii (Twistl), bazik heliks-lup-heliks (bHLH)
transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir (72). Twist transkripsiyon faktorii
mutasyonlar1 insanlarda, otozomal dominant kalitimli Saethre-Chotzen sendromuna
neden olmaktadir (49, 50). Bu domaini iceren transkripsiyon faktorleri, gelisimle ilgili
pek cok olayda 6nemli gorevler iistlenirler (39,72). TWIST transkripsiyon faktorii, son
donemlerde, antiapopitotik, anjiyojenik ve metastatik rolleri nedeniyle onkoprotein
olarak da degerlendirilmektedir (8). TWIST transkripsiyon faktorii ekspresyonu ile
cesitli kemoterapdtik ajanlara direng arasinda iliski bildiren bazi ¢alismalar vardir. (27,

54,87, 102, 115).

Calismamizda, meme kanseri hastalarindan alinan tiimor orneklerinde TWIST
transkripsiyon faktorii ekspresyon farkliliklari ile tiimorlerin adriamisin (doksorubisin)
ve taksotere (dositaksel) hassasiyetleri arasinda bir iligki olup olmadigimi arastirmay1
amagladik. Bildigimiz kadariyla primer meme tiimorlerinde TWIST gen ekspresyon
farkliliklar ile timorlerin adriamisin ve taksotere primer hassasiyetinin arastirildig bir
caligma bulunmamaktadir. Calismamizda, tiimorlerde TWIST gen ekspresyonunun
belirlenmesinde, Gergek Zamanli Ters Transkriptaz PCR (Real Time RT-PCR)
yonteminin kullanilmasi, adriamisin ve taksotere hassasiyetinin ise ATP-TCA ile
belirlenmesi planlanmistir. Calismamizda adriamisin ve taksotere primer hassasiyetin

belirlenebilmesi i¢in, tiimorler, daha 6nce kemoterapi almamis hastalara ait tiimor

3



ornekleri incelenmistir. Caligmada adriamisin ve taksoter ajanlarinin tercih edilmesinin
nedeni, hem bu ajanlarin meme kanseri kemoterapi rejimlerinde siklikla kullanilmasi
(107), hem de iki ajanin kemoterapotik etki mekanizmalarinin birbirinden farkli

olmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kadinlarda Normal Meme Yapisi ve Gelisimi

2.1.1. Kadinlarda Normal Meme Yapisi

Kadinlarda meme bezleri, iist gogiis duvarinin pektoral kasi iizerinde bilateral
olarak konumlanmistir ve 6 ile 10 arasinda degisen sayida major kanal (ductus)

sisteminden olugmustur.

Terminal kanal (duktus)
lobiiler iinitesi

Lobiiler stroma

Diiz kas

interlobiiler stroma

Pektoral kas

Gogis duvan

Sekil 2.1. Meme Bezi Anatomik Yapist (Lester, S.C., 2010, The Breast, in Kumar, V., Abbas, A.K.,
Fausto, N., Aster, J., eds., Robbins and Cotran Pathologic Basis of Disease, 8th Edition, Saunders
Elsevier Inc., Philadelphia, chapter 23, 1464 p.)



Yetiskin kadinda terminal kanallar bir lobiil olusturmak {izere iiziim benzeri
kiimelenmeler meydana getirirler (Sekil 2.1. Meme Bezi Anatomik Yapisi). Her kanal
sistemi (duktal sistem), tipik olarak memenin dortte birinden fazlasin1t meydana getirir
ve sistemler genis capta ic ice gecerler. Genis kanallarin dallanmasi ile terminal kanalin

lobiiler {initesi meydana gelir (66).

‘ Lokositler
~ > Fibroblastlar
=== [iyoepitelyal hiicreler

. Luminal Epitelyal Hucreler
=———1

Endotelyal hiicreler
== Bazal membran

Sekil 2.2. Meme bezi yapisindaki hiicreler (Polyak, K. and Kalluri, R., 2010, The role of the
microenvironment in mammary gland development and cancer, Cold Spring Harb Perspect Biol.,

November 2010, 2:a003244.)

Meme histolojik yapisi, 6zellesmis bir epitel dokusu ve stromadan meydana gelir
(Sekil 2.2.). Siit kanallarinin sinirlar1 bazal membram olusturan dig bir miyoepitelyal
hiicre katmani ve siit {iretimini gerceklestiren i¢ liiminal epitel hiicre katmani ile
cevrilmigtir. Kanallarin etrafinda ekstraseliiller matriks ve cesitli hiicreler (endotel
hiicreleri, fibroblastlar, miyofibroblastlar, 16kositler, yag hiicreleri) iceren stroma

bulunmaktadir (88,116).



2.1.2. Kadinlarda Meme Bezinin Olusumu ve Gelisimi

Meme bezi embriyonik donemde ektoderm dokusundan koken alarak gelisir.
Insan embriyosunda meme tomurcuklari mezenkimal hiicrelerden salinan faktorler
nedeniyle bazal epidermal hiicrelerin proliferasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (5, 8). Meme

bezi, embryo yaklasik 4,5-6 mm biiyiikliige eristiginde olusmaya baslar (5,53).

Prepubertal memede, genis kanal sistemi, minimal lobiil olusumu ile terminal
kanallarda sonlanir. Reprodiiktif donem, memedeki degisikliklerin en dinamik oldugu
donemdir. Her menstural dongiide endometriumun biiyliyilip gerilemesi gibi memede de
degisiklikler olur. Menstural dongiiniin ilk yarisinda lobiiller daha durgundurlar.
Oviilasyon sonrasinda Ostrojen ve projesteron ile birlikte hiicre proliferasyonu ve bunun
sonucunda da lobiil basina diisen asini miktar1 artar. Intralobiiler stroma, belirgin sekilde
o0demli hale gelir. Mensturasyondan sonra, Ostrojen ve progesteron diizeylerindeki

diisiis lobiilleri geriletir ve stromal 6demin yok olmasini saglar (66).

Memenin tam olarak olgun ve fonksiyonel hale gelmesi gebelik ile olur. Lobiiller
progresif olarak sayica ve hacimce biiyiir. Gebeligin sonunda meme neredeyse tamamen

lobiillerden olugmus bir bez haline gelmektedir (66).

Bebegin dogumundan hemen sonra, lobiillerin luminal hiicreleri, progesteron

diizeyi diistiikce siite doniisecek olan kolostrum salgisini yapar (66).

Laktasyonun bitiminde, meme epiteli ve stromast biiyiik o6lciide yeniden
diizenlenir. Epitel hiicreler apoptoza ugrar, lobiiller geriler ve atrofiye olur, toplam
meme hacmi kiiciiliir ancak tam bir gerileme meydana gelmez. Bu nedenle gebelik

kalic1 bir biiylime ve lobiil sayis1 artisina neden olur (66).



2.1.3. Meme Bezi Gelisiminde Hormonlarm Onemi

Memenin kanalsal (duktal) sekillenmesi, dolagimdaki hormonlar tarafindan
kontrol edilir. Yetigkin kadin meme yapisinda bazal ve luminal epitel hiicreler, birlikte,

stroma icerisine gomiilii duktal ag1 meydana getirirler.

Puberte ile birlikte, Ostrojen, progesteron, biiylime hormonu gibi ovaryum ve

hipofiz bezi hormonlari, duktal kanallanmay1 baslatir ve devam ettirirler.

Postnatal meme bezi gelisiminde streoid hormon reseptorlerinin, hiicrelerde dogru
uzaysal konumlanmasi ©Onemlidir. Duktal luminal hiicrelerin yaklasik % 25-30’u
Ostrojen reseptdr alfa (ERa)/ progesteron reseptorii (PR) pozitiftir ve bu pozitif hiicreler
tekdiize dagilim gostermezler. Bu tekdiize olmama durumu prolaktin hormon reseptorii
icin de gecerlidir. Olgun meme bezinde cogalan hiicreler steroid reseptdr negatiftir,
cogalmalari, ER/PR pozitif hiicreler tarafindan parakrin mekanizmalarla diizenlenirler

(64)

2.2. Meme Kanseri

Giintimiizde, 6zellikle kadinlar arasinda nemli bir saglik problemi olan meme
kanseri hakkindaki ilk yazili bilgilerin tarihi antik doneme kadar uzanmaktadir. Misir’da
bulunan ve MO 1600 yilindan kalma oldugu belirlenen bir papiriiste, o donemde heniiz
kanser terimi kullanilmadigindan, iilseratif meme olusumlart olarak meme
tiimorlerinden bahsedilmektedir. Tarihte kanserle ilgili bilinen ilk yazili belge olan ve
Edwin Smith Papiriisii adi verilen bu papiriiste, “ates burgusu” adli bir aletle
koterizasyon yapilarak tedavi edilmeye calisilan meme tiimorlii, biri erkek, sekiz olguya
iliskin bilgiler oldugu belirlenmistir. Papiriiste, hastalik icin, “tedavisi yoktur” ifadesi

kullanilmaktadir (47).



Tim diinyada, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olan meme
kanserinden olenlerin sayis1 2008 yili istatistiklerine gore yaklagik dort yiiz altmis bin
civarindadir (51). Ulkemizde de, Saghk Bakanligi’mn yayimladigi, sekiz ile ait kanser
goriilme sikliklarina iligkin istatistiklerde, meme kanseri kadinlarda % 23.,8’lik bir
oranla birinci sirada yer almaktadir (48). Meme kanseri kaynakli oliimler, kadinlarda,

kanser oliimlerinin ikinci siradaki nedenidir (18).

2.2.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Bu giine kadar meme kanseri ile iligkilendirilmis faktorlerin hicbirisi tek basina
hastaligin etiyolojisini agiklayamamistr. Ovaryan sikluslarin  kiimiilatif sayisini
etkileyen erken menars ve ge¢c menapoz meme kanser riskini arttirmaktadir. Menars
yasinin geciktigi her yil icin meme kanseri riskinde yaklagik % 15’lik bir azalma,
menapoz yasinin geciktigi her yil icin meme kanseri riskinde yaklasik % 3’liik bir artis
goriilmektedir (18). Ik gebeligin erken yasta meydana gelmesinin riski azalttig:
belirlenmistir. Klinik randomize ve gozlemsel epidemiyolojik c¢alismalarda, kombine
hormon replasman tedavisinin meme kanseri riskini arttirdigi goriilmiistiir. Endojen
hormonlarin meme kanseri riskine katkisimi arastiran ¢alismalarda, kandaki Ostradiol
konsantrasyonunun, postmenopozal kadinlarda o6zellikle Ostrojen reseptér (ER) ve
progesteron reseptdor (PR) pozitif timor riski ile dogrudan iliskili oldugunu

gostermektedir.

Memenin selim hastaliklar1 olan fibrokist ve fibroadenomlarin meme kanser

riskini 2-3 kat arttirdig1 bildirilmektedir (18).

Aile 6ykiisii meme kanseri riskinde 2-3 kat artig ile iligkilendirilmistir. Etkilenmisg
birinci derece akraba sayisi ile orantili olarak risk artmaktadir. Meme kanseri riski,
BRCAI1, BRCA2 ve TP53 genlerinde mutasyon tasiyanlarda biiyiik ol¢ciide artmaktadir.

Bu genlerde mutasyon tasiyan bireylerde yasam boyu meme kanserine yakalanma riski



% 50’nin iizerinde ise de, pek cok populasyonda bu genlerinmutasyonlar1 nadir

goriilmektedirler ve olgularin sadece % 2-5’lik bir kismin1 aciklayabilmektedirler (18)

2.2.2. Meme Kanserlerinin Histolojik Tipleri

Meme malignitelerinin % 95’inden fazlasi, meme epitelinden kaynaklanan

adenokarsinomlardir. Adenokarsinomalar, in situ ve invaziv (infiltre olan) karsinomlar

olmak iizere iki grupta incelenmektedirler ( Sekil 2.3) (66).

Meme Adenokarsinomlari

In Situ Karsinom (%15-30)

Invaziv Karsinom

(%70- 85)
Duktal In Situ Lobiiler In Situ Invaziv Duktal Invaziv Lobiiler
Karsinom Karsinom Karsinom (%79) Karsinom (%10)
(%80) (%20)
Tubuler (%6)
Miisinéz (%2)

Mediiller (%2)
Papiller (%1)
Metaplastik (<%1)

Sekil 2.3. Meme adenokarsinomlarinin farkli histolojik tipleri ve goriilme sikliklar (Lester, S.C.,

2010, The Breast, in Kumar, V., Abbas, A.K., Fausto, N., Aster, J., eds., Robbins and Cotran

Pathologic Basis of Disease, 8th Edition, Saunders Elsevier Inc., Philadelphia, chapter 23, 1464 p)
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2.2.2.1. In Situ Meme Karsinomu

In situ karsinom, malign hiicrelerin cevredeki stromal dokuya ge¢meksizin,

duktus ya da lobiil igerisinde prolifere olmalar ile karakteristiktir (66).

Memede, duktal kanal epitelinin proliferasyonu ile karakterize olan in situ
karsinomlar, duktal karsinoma in situ (DCIS) olarak adlandirilmaktadir. DCIS saptanan
kadinlarda, Invaziv kanser gelisme riski bes kat artmaktadir (10). Morfolojik olarak;
komedo, nonkomedo, solid, kribriform, papiller, mikropapiller tip olmak iizere bes

farkli tipi bulunmaktadir (66).

Terminal kanalin lobiiler iinitesinden kaynaklanan in situ karsinom, Lobiiler
Karsinoma In Situ (LCIS) olarak adlandirilir. Genellikle mikroskobik incelemelerde
tesadiifi olarak ortaya cikar, ¢linkii mamografik dansite farkliliklarina ve kalsifikasyona
sebep olmaz (10, 66). %25- % 35 oraninda invaziv meme kanserine gecis gosterir (10).
LCIS, Olgularin yaklasik % 20- 40’inda bilateraldir ve yine olgularin % 80-90’inda

menopoz dncesi goriiliir (66).

2.2.2.2. Invaziv Meme Karsinomu

Invaziv meme karsinomlarmin ¢ok biiyiik bir kisminin terminal kanalin lobiiler
initesindeki epitel hiicrelerden kaynaklandigi genel kabuliine ragmen, histolojik
goriiniis ve klinik tablolar1 cok biiyiik ¢esitlilik gosterdiginden, duktal ve lobiiler infiltre
karsinom olarak farkli basliklar altinda incelenmelerine devam edilmektedir (118, 66).
Az rastlanan invaziv karsinom tipleri; tubuler karsinom, miisinéz karsinom, medullar

karsinom, papiller karsinom ve metaplastik karsinomdur (66).

Invaziv Duktal Karsinom (IDC), ayirt edici bir 6zelli§i olmayan (No Special

Type, NST) olarak da adlandirilan meme karsinomlarin1 kaspsamaktadir (10, 66, 118)
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ve son donemlerde agirlik kazanan mikroerey ile gen ekspresyon analizi calismalari ile

bu tiimorlerin siiflamasinda biiyiik gelismeler saglanmistir (66).

Invaziv Lobiiler Karsinom (ILC), invaziv duktal karsinomun aksine, fiziksel
muayene ve mamografide daha az belirgin bir timor yapist gosterir. Cogunlukla
bilateral olarak goriiliir. Bu tip tiimorlerde Ostrojen reseptor pozitifligi ve HER2/neu
negatifligi yaygindir (66). Invaziv lobiiler karsinom ile lobiiler karsinoma in sitiiniin 6ne
cikan histolojik 6zelligi her ikisinde de E-cadherin kaybinin immiinhistokimyasal olarak

goriilebilmesidir (103).

2.2.2.3. invaziv Duktal Meme Tiimorlerinin Molekiiler Siniflamasi

Meme kanserini molekiiler olarak siniflandirmak amaciyla yapilan ilk ¢aligma 40
meme tiimoriinden 20’ser tekrar ve 3 normal meme dokusunun degisken ekspresyonlu
1753 gen bakimindan incelenmesi ile gerceklestirilmigtir. Calisma sonunda
arastirmacilar meme kanserinin gen ekspresyon paternlerine gore; luminal benzeri
meme tlimorleri (luminal sitokeratin 8 ve 18 ekspresyonu), bazal benzeri meme
timorleri (sitokeratin 5 ve 17 ekspresyonu), HER-pozitif (genellikle Her2) meme
tiimorleri, normal benzeri meme tiimorleri olarak dort farkli sinifa ayrilabilecegini one
stirmiislerdir. Secilen 476 gen seti ile 78 tiimodrde yapilan ikinci degerlendirme
sonucunda da, luminal meme tiimoérleri, Luminal A ve Luminal B olmak iizere iki gruba
ayrilmistir. 115 olgu ile 534 genden olusan mikroerey calismasinin sonucunda, meme
tiimorlerinin; bazal benzeri, HER2 pozitif, Luminal A ve Luminal B ile normal benzeri

olmak iizere bes sinifta toplandig bildirilmistir.

Meme tiimorleri ile yapilan diger calismalarda, ER pozitif ve ER negatif meme
kanserlerinin, bu bes sinif digsinda baska alt gruplar da olusturabilecegi bildirilmistir.
Molekiiler alt tiplerin prognoz ve kemoterapiye cevaplart da birbirinden farkli

goriinmektedir. Ornegin luminal tip kanserler daha iyi yasamkalim siireleri ile
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iliskiliyken, bazal benzeri ve HER2 pozitif tiimorler kemoterapiye iyi cevap vermesine

ragmen en kotii prognoz gosteren alt gruplar olarak bildirilmistir (6).

2.2.3. Meme Kanseri Hiicrelerinde Fizyolojik Diizensizlik Ornekleri

Kanser, ister bir bireyde somatik mutasyon sonucu sporadik olarak, ister kalitsal
bir dzellik sonucu bir ailenin birden fazla bireyinde ortaya ¢iksin, genetik bir hastaliktir.
Kanserlesme siirecinde rol alan genler, etki mekanizmalarina gore iki grupta

siiflandirilir; onkogenler ve timor baskilayici genler ( 81,106).

Onkogenler, hiicrenin biiyiimesi ve sagkalimi i¢in gerekli hiicresel proteinleri
kodlayan proto-onkogenlerin mutasyona ugramis formlaridir. Proto-onkogenler, hiicre
cogalmasinda rol alan sinyal yolaklarinda gorevli proteinleri, biiyiimeyi saglayan
genlerin ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorlerini ve programlanmis

hiicre 6liimii inhibitorlerini kodlayan genlerdir.

Tiumdr baskilayic1 genler, kayiplari ya da inaktivasyonlar1 sonucunda
kanserlesmeye sebep olan genlerdir. Bunlar, hiicre biiylimesi ve béliinmesini durduran
ya da gerekli zamanlarda ara verilmesini saglayan genlerdir. Son yillarda, timor
baskilayic1 genler “Gatekeeper” ve ‘“Caretaker” olarak iki farkli grup altinda

incelenebilmektedir.

Gatekeeper TBG’ler, hiicre siklusu kontrol noktalarindan hiicrenin gegisini
diizenleyerek, kontrolsuz biiylimeyi ve timor olusumunu engeller, programlanmis hiicre

Olimiinii saglayarak, hiicre boliinmesi ve sagkalimini kontrol altinda tutarlar.

Caretaker tiimOr baskilayici genler, mutasyonlarin taranmasi ve onarmminda rol
alan proteinleri, mitoz sirasinda normal kromozom dagiliminda rol alan proteinleri ve

programlanmis hiicre 6liimii mekanizmasinin bilesenlerini kodlarlar. Caretaker timor
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baskilayic1 genlerde meydana gelen mutasyonlar, onkogen ve gatekeeper timor
baskilayici genlerde mutasyonlarin birikmesine yol agarak, kanserlesmeye neden olurlar

(81).

Bir hiicrenin, kanser hiicresine doniigmesi i¢in meydana gelmesi gereken genetik
ve/veya epigenetik degisikliklerin sayis1 ve dogasi, kanser tipleri arasinda farkliliklar
gosterir (58). Hanahan ve Weinberg, bu degisimlerin, hiicre fizyolojisinde alt1 temel

bozukluga yol actigini bildirmislerdir (44). Bu bozukluklar:

i. biiyiime sinyallerinde kendi kendine yetebilme (otonomi),
ii. biliylimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik,

iii. programlanmig hiicre 6liimiinden kacis,

iv. sinirsiz boliinme potansiyeli,

v. siirekli bir damarlanma yetenegi (anjiyogenez),

vi. dokuya invazyon ve metastaz giicii

olarak siniflandirilabilir (44).

Meme kanseri, tek bir hastalik olmayip, hem molekiiler hem klinik agidan yiiksek
diizeyde heterojenite gosteren bir patolojidir (89). Bir gen veya hiicresel yolaktaki
bozukluk, kanser hiicrelerindeki bu temel fizyolojik bozukluklardan birden fazlasina

katki saglayabilmektedir.

2.2.3.1. Meme Kanserinde Biiyiime/ Boliinme Sinyallerinde Diizensizlik

Meme kanserinde HER2/neu reseptoriiniin  asir1  ekspresyonu, c-myc
amplifikasyonu, siklin D1 asir1 ekspresyonu gibi olaylar biiylime sinyallerinde

diizensizlesmeye neden olmaktadir.
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2.2.3.1.1. Her2/neu (c-erbB-2)

HER2/neu (HER?2), 17q21°de lokalize bir gen tarafindan kodlanan, 185 kDa’luk
bir transmembran tirozin kinaz olup, meme kanserinde O6nemli rol oynayan bir
onkogendir (93). HER2, epidermal biiyiime faktdr reseptorler (EGFR) ailesinin bir
tiyesidir. Bu reseptOr ailesinin dort iiyesi vardir: HER1 (EGFR ya da c-erbB-1), HER2
(neu ya da c-erbB-2), HER3 (c-erbB-3) ve HER4 (c-erbB-4).

HER ailesi iiyelerinde, HER2 disindaki reseptorlerde ligand baglayan bir
ekstraseliiler domain bulunmaktadir. HER2 nin ekstraseliiler domaini, ligand ile direkt
etkilesim kurabilecek yapida degildir, belli bir ligand1 da yoktur. Bu nedenle normal
sartlar altinda monomer halindeyken hiicre sinyalizasyonuna aracilik edemez, aktif hale

gelebilmek icin diger reseptorler ile etkilesime girmelidir (11).

HER?2’nin agir1 ekspresyonu mitojenik ve anti apopitotik sinyalleri indiikleyebilir.

HER?2 agir1 ekspresyonunda hiicre fizyolojisinde meydana gelebilecek anomaliler;

i. RAS-MAPK yolag1 aktivasyonu ile hiicre proliferasyonunun
indiiklenmesi,

ii.  PI3K/Akt yolag: araciligi ile apoptozun inhibe edilmesi,

iii. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) iiretimi ile

anjiyojenik yolaklarin aktive edilmesidir.

Invaziv meme kanserlerinin yaklasik % 20-30’unda, HER2, asir1 eksprese
olmaktadir (93). Meme kanserlerinde HER2 nin asir1 ekspresyonunun 6ncelikli nedeni,
HER2/neu geninin amplifikasyonudur. Bu olay diger solid tiimorlerde nadir

goriilmektedir (2).

Bazi meme kanserlerinde, HER2, asir1 eksprese olmadigi halde anormal

sinyalizasyon aktivitesi gostermektedir. Bu tiimorlerde, HER2 nin, reseptor ailesinin
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diger iiyeleri ile dimer partneri olma Onceliginin arttig1 ve bu nedenle sinyalizasyonda

bozukluklar meydana geldigi saptanmistir (2).

2.2.3.1.2. Siklin D1

Siklin D1, 11ql13 bolgesindeki CCND1 geni tarafindan kodlanir. Siklin D1,
CDK4 ya da CDKG6 ile kompleks olusturarak, hiicre siklus diizenlenmesinde ¢ok kritik
bir protein olan retinoblastoma fosforilasyonuna aracilik etmek suretiyle, G1 fazinda
hiicre siklusunun ilerlemesine katkida bulunur (100.). EGF (Epidermal Growth Factor)
ve IGF (Insulin-Like-Growth-Factor) gibi biiyiime faktorleri, strojen, androjen ve
retinoik asit gibi hormonlar, Ras, Src, ErbB2 ve Beta-catenin gibi onkojenik sinyal
elemanlar1 siklin D1 ekspresyonunu arttirarak, hiicre siklusunun Gl fazindan

proliferasyona gegisine aracilik ederler (96).

Siklin D1, meme kanserlerinin yaklasik % 15’inde amplifiye (84), primer meme
timorlerinin yaklasik % 50’sinde ise mRNA ve protein diizeyinde asir1 eksprese

olmaktadir (4).

Ostrojenin mitojenik etkisine, G1-S gecisinde c-Myc ve siklin D1 aracilik
etmektedir. Ostrojen, siklin D1 ekspresyonunu hizla arttirmaktadir (96). Yapilan
caligmalarda lobiiler karsinomlarin iiniversal olarak siklin D’i asir1 eksprese ettigi,
ancak duktal karsinomlarda siklin D1 asir1 ekspresyonunun ER pozitif olgularla simirl

oldugu bildirilmistir (100).

2.2.3.1.3. c-Myc

c-myc protoonkogeni, B-myc, L-myc, N-myc ve S-myc gibi iiyeleri bulunan bir

onkogen ailesine aittir. Max ile dimerize oldugunda, hiicre ¢cogalmasi ve apoptozda
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gorevli hedef genlerin promotorlarina baglanip onlar1 diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir. c-myc amplifikasyonu, primer meme tiimorlerinin yaklasik % 20’sinde
goriilmektedir. ER ve/veya PR ekspresyonu olmayan tiimorlerde daha sik goriildiigii
bildirilmistir. c-myc, = HER2/neu, cyclinD1 geni ve Ras gibi diger elemanlarla
etkilesime girer. Tiimor baskilayict BRCA1 de c-myc ile etkilesime girebilir ve c-myc
aracili transkripsiyonu baskilayabilir. Pek ¢cok ¢aligmada, c-myc gen amplifikasyonu ve
kotii prognoz arasinda bir iliski oldugu bildirilmisse de, bu konudaki bulgular
celigkilidir (100).

2.2.32. Meme Kanserinde Biiyiime/Boliinmeyi inhibe Eden Sinyallere

Duyarsizhk

2.2.3.2.1. Retinoblastoma

Molekiiler diizeyde, antiproliferatif sinyallerin ¢ogu, hatta belkide tamamu,
retinoblastoma (Rb) proteini ve onunla yakindan iliskili p107 ve p130 proteinleri
tarafindan aktarilmaktadir (44). Rb, pek ¢ok kanserde inaktivasyona hedef olan kritik

bir hiicre siklus diizenleyicisidir.

Rb1 geni tarafindan kodalanan 110 kDa’luk retinoblastoma proteini, hiicre hayat
dongiisiiniin 6zellikle G1-S faz1 gecisinde anahtar rol oynayan bir timér baskilayict
gendir. Rb, iist sinyalizasyon yolaklarmin fosforilasyon durumlarina baglh olarak,
hiperfosforile veya hipofosforile durum arasinda gidip gelir. Aktif Rb, hiicre
dongiisiiniin sentez (S) fazina girmek i¢in gerekli proteinlerin sentezini diizenleyen bir
transkripsiyon faktorii olan E2F transkripsiyon faktoriine baglanip onu inaktive eder.

Boylece hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina gecisi bloke olur.

Hiicre dongiisii sirasinda Rb biiyiik oranda fosforile olur ve siklin bagmmli kinaz

(CDK) kompleksleri tarafindan inaktive edilir. Bunun sonucunda Rb, E2F transkipsiyon

17



faktoriinii serbest birakir. S fazi icin gereken proteinlerin sentezi gergeklesir ve hiicre S

fazina girer.

Rbl geni icindeki mutasyonlar, kromozomal delesyonlar ve transkripsiyonel
baskilama gibi etkenlerle Rb1’in etkisiz hale gelmesi, meme kanserlerinin % 20’sinde
goriilmektedir. Ancak Rb inaktivasyonunun frekansi ve prognostik degerine iliskin
calismalarin sonuglar1 ¢eligkilidir. Meme kanserlerinde, Rb ekspresyonu ve relaps

olmadan sagkalim arasinda herhangi bir iliski gosterilmemistir (83).

2.2.3.2.2. TGF-Beta

Transforming Growth Factor-Beta (TGF-f) siiper ailesi, insanlarda yaklasik 30-40
farkl1 tiyesi bulunan dimerik proteinleri i¢eren bir protein ailesidir. Hormon olarak ya da
daha siklikla, bir dizi biyolojik olay: yiiriitmek i¢in lokal diizenleyiciler olarak gorev
yaparlar. Gelisim sirasinda, desen (patern) olusumunu diizenler ve ¢ogalma, dzellesme,
farklilagma, ekstraseliiler matriks olusumu, hiicre 6liimii gibi pek ¢ok hiicresel olayda

gorev alirlar. Erigkinlerde de, doku onarimi1 ve immiin diizenlenmede rol alirlar.

TGF- B proteinlerinin tiimii, plazma zarinin i¢ yiiziinde bir serin/treonin kinaz
domaini iceren transmembran proteinlerince aktarilmaktadir. Bu serin/treonin kinaz
reseptorlerin Tip I ve Tip II olmak iizere iki farkl tipi bulunmaktadir. TGF f ailesinin
her iiyesi, bu iki tipteki reseptoriin karakteristik kombinasyonlarina baglanirlar.
Baglanma sonucunda, kinaz domainleri bir araya gelir ve reseptor kompleksi aktive olur

(3).

TGF-beta, hem meme bezinin gelisiminde, hem de meme kanserinin cesitli

agsamalarinda rol almaktadir. Bir meme kanseri hiicre dizisi olan MCF-7 hiicre dizisinde
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antiostrojenler ile muamele, biyolojik olarak aktif TGF-betal ve TGF-beta2 salinmasina

neden olmustur (21).

Meme bezi gelisimi, farklilagmasi1 ve neoplazisi Onemli Olgiide, cinsiyet
hormonlar1 olan dstrojen ve progesteron tarafindan diizenlenmekte ise de, bu etkilere
belli biiyiime faktorlerinin aracilik ettigi uzun zamandir bilinmektedir. TGF-beta’ nin
meme bezi epitelinin gelisimindeki roliine, ilk kez 1987°de Daniel ve Robinson
tarafindan, hormonlarlara cevap olarak sentezlenmesine ise Lippman ve ark. tarafindan
1988 yilinda yapilan calismalarda dikkat ¢ekilmistir. DNA sentezini inhibe edebildigi,
apoptozu indiikledigi ve ekstraseliiler matriksi yeniden modiile edebildigi icin TGF-beta

nin etkisi aym1 zamanda hiicre tipine, farklilasmaya ve mikrocevreye de baghdir (79).

Ostrojen ve progesteron, meme bezi gelisimi i¢in vazgecilmez ise de, meme epitel
hiicrelerinin bu ajanlara cevabinda farkliliklar oldugu goriilmektedir. Ostrojen, puberte
sirasinda duktal morfogenez icin gereken primer uyarilar1 saglamakta, ayni zamanda,
progesteron  reseptoriinii  indiikleyerek, bezi lobiiler-alveolar farklilasmaya
yonlendirmektedir. Progesteron, gebelik sirasinda, duktal agacin yan dallanmalar1 ve
alveolar genisleme i¢in gereklidir. TGF-beta, meme bezi gelisiminin tiim sathalarinda
epitelde eksprese olmaktadir (79 ). TGF-beta yolagi, meme epitel hiicrelerinin temel
antiproliferatif yolaklarindan biridir. TGF-betamin antiproliferatif uyarisina cevabin
kayb1 meme karsinogenezinin Onemli asamalarindan biridir (9). Ancak pek cok
caligmada, TGF-beta’min daha ge¢ timOr basamaklarinda, timor gelisimi i¢in bir
indiikleyiciye doniisebilecegi, anjiyogenezi, ekstraseliiler matriks degradasyonunu

indiikleyebilecegi ve antitiimér immun cevaplar1 baskilayabilecegi bildirilmistir (21).

2.2.33. Meme Kanserinde Programlanmms Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Mekanizmalarindaki Bozukluklar

Apopitoz, enerji bagimli, aktif ve son derece diizenli bir hiicre 6limi siirecidir.

Apopitotik siiregte, apoptoza giren hiicre disindaki diger hiicreler hasar gérmezler.
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Apoptotik hiicre, bir takim morfolojik degisikliklere ugrar. Kromatini yogunlasir,
niikleusu fragmanlara ayrilir, plazma membraninda kabarciklar olusur ve hiicre biiziiliir.
Nihayet hiicre parcalanarak zarla cevrili kii¢iik molekiillere doniistiiriiliir. Bu partikiiller

fagositozla sindirilir (100).

Apoptozun bilinen aracilarina dayanarak, memelilerde iki tiir apoptotoik

sinyalizasyon yolag1 oldugu goriilmiistiir: dig apoptoz yolagi ve i¢ apoptoz yolagi.

Di1s apoptotik yolak (hiicre ©liim reseptorlerine bagh yolak), ¢oziilebilir
sitokinlerin (timor nekroz faktorii alfa- tiimor nekroz faktorii alfa ile iligkili apoptoz
indiikleyici ligand (TRAIL) gibi) ya da hiicreye bagl 6liim ligandlarinin (FAS.L gibi)
hedef hiicrelerdeki reseptorlerine baglanmasi ile meydana gelir. Bu yolak immiin

yanitlar sonucu meydana gelen hiicre Sliimiiniin temel yolagidir.

Dis apopitotik yolak ile hiicre arasindaki haberlesmeyi saglayan 20’den fazla
O0lim reseptorii tanimlanmistir. Bu reseptorler, kisa sitoplazmik bélgelerinde 6lim
domaini ad1 verilen bir domaine sahip, ekstraseliiler kisimda ise sisteince zengin bir
domain ile karakterizedirler. Bu grubun iyi bilinen iiyeleri arasinda TNF-a reseptor 1
(TNF-R1), Fas (Apo-1/CD95), TRAIL-R1 ve R2, DR3, DR6 ve p75-Sinir Biiyiime
Faktorii reseptorii yer almaktadir. Bu reseptorlerin ligandlarimin neredeyse tamamu,
metalloproteinazlar tarafindan kesilip ¢oziinebilir ligandlar haline de gelebilen tip II
transmembran proteinlerdir. Ligand ile etkilesen reseptor trimerize olur ve alt yolaklarin

etkilesimi ile kaspaz 8 ve kaspaz 10 aktive edilerek apoptoz siireci baslar (35).

I¢ apoptotik yolak (mitokondri aracili yolak), intraseliiler bir organele, DNA’ya ya
da hiicre iskeletine zarar gelmesi ya da biiyiime faktorii aracili sag kalim sinyallerinin
yoklugu sonucunda meydana gelen apoptoz seklidir. Mekanistik olarak mitokondri,

hiicre i¢erisinde meydana gelen stresi algilayabilme 6zelligi tasir.
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Hiicrenin apoptoz sirasinda gecirdgi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler,
kaspazlar (caspases; Cysteine Aspartyl Specific Proteases) ad1 verilen bir grup proteaz
tarafindan yiiriitilmektedir. Kaspazlar inaktif Onciiller olarak sentezlenirler. Yine
kaspazlar tarafindan gerceklestirilen aspartik asit rezidiilerinin yariklanmasi sonucu
aktif hale gelirler ve apoptoz siireci tetiklenmis olur (100). Baslatic1 kaspazlar olan 2, 8,
9 ve 10 aktif hale geldikten sonra efektor kaspazlar olan 3 ve 7’yi proteolitik olarak
yariklayip, aktive ederler. Efektor kaspazlarda apoptoz ile sonuglanacak olan protein

yikimu siirecini yiiriitiirler (25)

Insanlarda Apaf-1 adi verilen protein, kaspazlara baglanip onlar1 aktive ederken,
Bcl-2 ailesinin baz1 tiyeleri kaspaz aktivatorii olarak, bazilar1 kaspaz aktivitesi inhibitorii
olarak etki gosterir. Bcl-2 ailesi iiyeleri mitokondride gorev yaparlar. Baslatici
kaspazlardan biri aktive olduktan sonra Apaf-1 ile kompleks olusturur. Bu kompleksin
olusumu i¢in programlanmis hiicre 6liimil i¢in bir takim sinyaller ve sitokrom c ye
ihtiya¢ duyulur. Hiicre 6liimiinii gerektiren herhangi bir durum yokken, sitokrom c,
mitokondri zarlar1 arasindaki boslukta, Apaf-1 ve kaspaz-9 ise sitozolde bulunur. Bu
kaspaz-9’u inaktif tutar. Herhangi bir hiicre 6liim sinyali ortaya ¢iktiginda, mitokondri
hasara ugrar ve sitokrom c sitozole ¢ikar. Sitozole sizan sitokrom —c, Apaf-1’e baglanir
ve apoptozom adi verilen yapinin olusumunu tetikler. Apoptozom icerisindeki kaspaz-9

artik aktiftir ve apoptoz icin gereken reaksiyonlar dizisi baglamis olur. (32,100)

Mitokondriye bagli apoptozun temel elemanlar1 Bcl-2 ailesinin liyeleridir. Bu
aileye adim veren Bcl-2 geni, folikiiler B hiicreli lenfomanin 6nemli bir bulgusu olan
t(14;18)(q32;921) translokasyonu sonucu ekspresyon artig1 sayesinde bulunmustur. Bcl-
2, onkogen olarak smiflandirilmistir ¢iinkii asir1 ekspresyonu tiimér olusumuna neden
olmaktadir. Ancak diger onkogenlerin aksine hiicresel proliferasyona neden olmaktan

cok hiicre olimiine direng saglayarak tiimor gelisimine katkida bulunmaktadirlar.

Bu giine dek 20 den fazla Bcl-2 iiyesi tammlanmis ve iic gruba ayrilmislardir
(Sekil 2.4). Bu gruplarin icerdikleri domainler ve apopitotik fonksiyon acisindan dahil
olduklar1 siniflar sekilde gosterilmektedir (35).
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Sekil 2.4. Bcl-2 proteinleri (Dorsey, F.C, Steeves, A.M., Cleveland, J.L., 2008, Apoptosis,
Autophagy and Necrosis, in: Mendelsohn, J., Howley, P.M., Israel, M.A., Gray, J.W., Thompson,
C.B., eds., The Molecular Basis of Cancer, 3th Edition, Saunders Elsevier, 205-220 p. )

2.2.3.3.1. P53

Apoptoz, hiicre digindan gelen sinyallerin yani sira, genetik materyaldeki
anomaliler gibi hiicre i¢i bozukluklara cevap olarak da baglatilir. Tiimor baskilayic1 gen
p53, genomun gardiyan1 olarak adlandirilmakta ve bu yolaklarda anahtar rol

oynamaktadir (25).

TP53 geni 17p13°de lokalizedir. Hiicre dongiisiiniin kontrolii, apoptozis, DNA
onarimi1 ve anjiyogenezde rol alan genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktorii olan 53 kDa’luk P53 proteinini kodlar. P53 aktivitesinde artiga

neden olan pek cok hiicresel olay vardir:

i. iyonize radyasyon ile indiiklenen DNAhasarindan sonra
ATM ve CHK2 gibi protein kinazlarin aktivasyonu

ii. UV radyasyonu, sitotoksik ilaglar, protein kinaz
inhibitorleri gibi ajanlarin neden oldugu hiicresel stres

iii. hiicre dongiisii diizenleyicisi P14**" nin etkisi
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p53 aktivitesini indiikleyebilir.

P53’lin fonksiyonlarindan biri, hiicre dongiisiiniin G1/S faz1 gegisinin kontoliidiir.

1WAF/CIP,

P53, bir hiicre dongiisii inhibitdrii olan p2 in transkripsiyonunu arttirir.

VAP i transkripsiyonu, siklin bagimhi kinaz kompleksi (CDK)4/6 iizerinde

p2
negatif etki yapar. (CDK)4/6 inhibiisyonu, Rb tiimor baskilayict genini aktive edip,
meme kanserlerinde sik¢ca amplifiye ola siklin D1’in ekspresyonunu inhibe ederek hiicre

dongiisiiniin ilerlemesini engeller.

P53, G2/S gecisini de diizenleyebilmektedir. Bu noktadaki dnemli hiicre dongiisii
inhibitorleri olan GADD45 ve 14-3-30’nin trankripsiyonu p53 tarafindan

diuzenlenmektedir.

P53, bir ¢ok pro-apopitotik proteinin (BAX, APAF1, PUMA, P53AIP1, NOXA,
PIDD gibi) ekspresyonunu aktive ederek apoptozu baslatir.

P53, meme tiimor olusumu ve gelisimi ile ilgili maspin proteinini kodlayan geni
de diizenlemektedir. Maspin, antianjiyojenik, antimetastatik Ozelliktedir ve invaziv

davranis1 baskilayic etkilere sahip bir serin proteazdir (83).

P53’tin bu kadar ¢ok fonksiyona sahip olmasi, onu hiicre kaderi (cell fate) ve stres
sinyallerini kontrol eden kritik diizenleyici olaylarin merkezine yerlestirmektedir. Bu
kapsamda p53, hiicre dongiisii isleyisini durdurur ve ayn1 zamanda onarillamaz bir hasar

s0z konusu ise, apoptozu indiikler (83).

Sporadik meme kanserlerinin %15- %35’inde p53 mutasyonlar1 goriilmektedir
(104). P53 mutasyonlar1, diger epitelyal kanserlere gore, meme kanserinde daha nadirdir

ve daha agresif hastalik ve genel sagkalimin kétii olmasi ile iliskilendirilmistir (83).
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Meme kanseri histolojik alt tiplerine gore bakildiginda, p5S3 mutasyonlarinin en
stk medullar meme kanserlerinde, en nadir ise papiller ve miisinoz karsinomlarda
goriildiigii bildirilmektedir (83). P53 mutasyonu olan medullar karsinomlarda daha iyi
prognoz goriilmektedir (104). Duktal karsinomlarda, lobiiler karsinomlara nazaran daha
stk mutasyonu goriiliir. Yiiksek dereceli in situ duktal karsinomlarin %40’mda, orta
dereceli in situ duktal karsinomlarin %5’inde mutant iken, diisiik dereceli in situ duktal

karsinomlarda ve duktal hiperplazilerde mutasyonu bildirilmemistir (83).

2.2.3.4. Meme Kanseri Hiicrelerinde Simirsiz Replikatif Potansiyel

Kromozomlarin uglari, 6 baz ciftlik bir DNA dizisinin (5’-TTAGGG-3") cok
sayida tekrarindan olusan telomer adi verilen yapilar tarafindan kapatilmistir. Her hiicre
boliinmesi sonunda telomerik DNA yaklasik 50-100 baz ciftlik bir kayiba ugrar.
Telomerlerin bu sekilde kaybi, kromozomal DNA’nin uclarim1 koruyamayacak kadar
kisalmalarina ve sonunda hiicrenin krize girerek oliimiine yol acar. Telomerik DNA
dizileri, telomeraz adli bir enzim tarafindan sentezlenmektedir (44). Sinirsiz replikatif
potansiyel, hiicrelerdeki telomeraz enzimi ile iligkilidir. Neredeyse tiim invaziv meme
kanserlerinde telomeraz aktivitesi goriilmektedir. Cogu duktal karsinoma in situ
lezyonlarinda da invaziv formdakine benzer oranlarda telomeraz aktivitesi
gozlemlenmistir. Ancak bunun invaziv kansere doniisiim riski ile iliskisi olup olmadigi
net degildir. Meme kanseri kok hiicreleri de, telomeraz ekspresyonunun aracilik ettigi

sinirsiz ¢ogalma ve kendini yenileme potansiyeline sahip goriinmektedir (9).

2.2.3.5. Meme Kanserinde Anjiyogenez

Damarlar ile iletilen oksijen ve besin maddeleri hiicre fonksiyonu ve sag
kaliminda son derece 6nemli rol oynadiklarindan, bir dokudaki tiim hiicreler bir kilcal
damara 100pum kadar yakin olmak zorundadirlar. Organ olusumu sirasinda bu mesafe

damarlarin  koordineli bir sekilde gelisimi ile saglanir. Dokunun olusumu
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tamamlandiktan sonra yeni kan damarlarinin olusum siireci olan anjiyogenez kisa siireli

ve son derece kontrollii olarak devam eder (44).

Damarlanma, tiimorlerde, oksijenin alinmast ve metabolitlerin uzaklastirilmasi
icin biliyik Onem tasimaktadir. Meme kanserlerinde de kanser hiicrelerinin
damarlanabilmeleri s6z konusudur. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF),
damarlanmanin 6nemli aracilarindan biridir. Artmis VEGF ekspresyonu saptanan duktal
karsinom in situ olgularinda invaziv kansere doniisme riskinde artis bildirilmistir.
VEGF diizeyleri, 6stradiol ve HER-2 ile ilgili sinyalizasyona cevap olarak artabilmekte
ve matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu ile stromadan sentezlenebilmektedir. Bu
nedenle meme kanserinin tedavisinde VEGF ve matriks metalloproteinaz

inhibitorlerinin kullanilabilmesi i¢in aragtirmalar devam etmektedir (9).

2.2.3.6. Meme Kanserinde Invazyon ve Metastaz

Bir ¢ok kanser hastasinin, kanser nedeniyle degil, metastatik hastalik nedeniyle
oldiigii sikca kullanilan bir ifadedir. Dogrudan yasamsal bir fonksiyonu olmayan ve
kolay wulagilabilen bir dokuda meydana gelen meme tiimorleri, metastaz
yapmadiklarinda, c¢ogunlukla tedavisi miimkiin olan sistemik bir hastalik
olabilmektedir. Metastazin gerceklesebilmesi ic¢in, hiicrelerin, dogal bir bariyer olan
bazal membrani gecerek dolasim sistemine girmesi ve uzaktaki organlara ulagabilmesi

gerekmektedir (9).

Epitelyal Mezenkimal Degisim (Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT), bazal
yiizeyi ile bazal membrana tutunmus haldeki polarize epitel hiicrelerin, go¢ etme
kapasitesinde artig, invazivlik, apoptoz direncinde artig, ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin {iretiminde artis gibi mezenkimal hiicre fenotipi olarak kabul edilen
biyokimyasal 6zellikleri kazanmasina olanak saglayan biyolojik bir siirectir (55). Bazal
membranin biitiinliigiiniin bozulmas1 ve koken aldig1 epitelyal tabakadan uzaga goc

edebilecek mezenkimal hiicrenin olusumu EMT siirecinin tamamlanmasinin isaretidir
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(56). EMT siirecinde hiicreler, primer tiimorden uzaklasmalarin1 saglayabilecek daha
hareketli ve invaziv bir fenotip kazanmaktadirlar. Bu nedenle epitelyal mezenkimal

doniisiimiin meme kanser metastazinda 6nemli rol oynayabilecegi bildirilmektedir (58,

67).

2.2.4. Meme Kanserinin Kalitsal Yonii: BRCA1 ve BRCA2

1990’larda, meme kanserine yatkinlikla iligkili iki gen olan BRCA1 ve BRCA2
belirlenmistir. Bu iki genin herhangi birinde, germline mutasyonlarin ardindan somatik
inaktivasyon, bazi kalitsal meme kanseri olgularinda kanser fenotipine neden olabilir.
BRCA mutasyonlar1 nadir olsa da, bu mutasyonlar1 tagityan kadinlarin yasam boyu
meme kanserine yakalanma riski oldukga yiiksektir. BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlarinin klinik ¢aligmalarda, timorlerin bilateral olusu, erken yasta ortaya
cikmas1 ve yumurtalik kanseri ile iligskili oldugu belirlenmistir. Bu iki gendeki
mutasyonlarin neden ozellikle meme ve yumurtalik kanserlerine yatkinliga yol agtig
tam olarak bilinmemekte, reprodiiktif faktdrler ve hormonal etkenlerin de katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

BRCAT1 geni 1721, BRCA2 geni ise 13q12-q13 bolgesine lokalizedir. DNA
hasarinin onarilmasi ve kromozom biitiinliiiiniin devam ettirilmesinde gorev alan
timor baskilayict genlerdir. DNA hasar1 meydana geldiginde, BRCA1 ataxia-
telangiectasi mutated (ATM) protein kinaz tarafindan fosforile olur. Fosforile BRCA1,
mitotik rekombinasyon ve DNA kirik onariminda gorevli proteinler olan BRCAZ2,
BRCAT1-associated RING domain, Rad51 ve/veya Rad50 protienlerinden olusan bir
kompleks ile DNA tamir mekanizmasin1 aktive eder. Meme kanseri hiicrelerinde
BRCAI1 ya da BRCA2 fonksiyon kayb1 kromozomal instabiliteye yol agar ve kontrol
noktasi aktivasyonunu tetikler. Eger kontrol noktasi islevsel ise, pS3 ve p21 gibi kritik
kontrol noktasi genleri aktive olabilir ve hiicre siklus bloklanmasini uyarir. Ancak

genelde BRCA genlerindeki bir mutasyon, sekonder genetik degisikliklerin birikimine
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yol acar. Bu genetik degisiklikler p53 gibi kritik bir proteini etkilerse, kontrol noktasi

aktive edilemez ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi meydana gelir (100).

2.2.5. Meme kanserinde Kemoterapi

Kemoterapi, primer ya da distal tiimoriin biiyiime/bdliinmesini yavaslatmak ya da
aksatmak amaciyla, yiiksek proliferasyon oranlarina sahip hiicrelere karsi sitotoksik
aktivite gosteren ilaglarin sistemik kullanimina dayanan terapi tiiriidiir (19). Bu ilaglar
genellikle, cerrahi ve radyoterapi gibi diger yaklasimlar1 da iceren bir sistemin parcasi
olarak uygulanmaktadirlar (1). Tablo 2.1’de, kanser kemoterapisinde kullanilan
ajanlarin ATC (The Anatomical Therapeutic Chemical Classification) siniflamasi

Ozetlenmistir (41).

Kanser kemoterapisinde bazi zorluklar mevcuttur. Kemoterapi tiimor hiicreleri
kadar hizl1 béliinen normal hiicrelere de zarar veren konvansiyonel bir tedavi tiiriidiir
(19). Kemoterapi amaciyla verilen ajanlarin, tiimor hiicrelerinin bulundugu bélgelere
yilksek konsantrasyonlarda ulasabilmeleri icin yiiksek dozlarda uygulanmalari
gerekmekte ve sonugta non-spesifik toksik etkiler ortaya cikmaktadir. Diger onemli
problem ise, tiimoriin, uygulanan ilaca direng gosterebilmesidir. Kemoterapiye direng
primer olarak, yani ila¢ ilk uygulandiginda ortaya ¢ikabilecegi gibi, kemoterapi bir siire

uygulandiktan sonra sekonder olarak da ortaya ¢ikabilir (17).

Pek cok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanserinde de kemoterapi, tedavinin
Onemli bir kismin1 olusturmaktadir. Meme kanserinde kemoterapi, adjuvan
(postoperatif) ve neoadjuvan (preoperatif) olarak iki farkli sekilde uygulanmaktadir:
Adjuvan kemoterapi, meme kanseri hastalarina cerrahi miidahale ve/veya
radyoterapiden sonra uygulanan kemoterapidir. Neoadjuvan kemoterapi ise, cerrahi
operasyon Oncesinde verilen kemoterapidir. Neoadjuvan kemoterapi, biiylik tiimorleri
olup mastektomi gerektiren meme kanseri hastalarinda, timor boyutunun kiiciiltiilmesi

ile meme koruyucu cerrahiye imkan saglayabilmektedir (17).
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Meme kanseri kemoterapisinde, tek ajandan olusan kemoterapi, siklofosfamid-
metotreksat-florourasil (CMF) kombinasyonundan olusan kemoterapi, antrasiklin
temelli kombinasyonlar, antrasiklin ve taksan temelli kombinasyonlar ve son
donemlerde Ozellikle HER2 onkoprotein artisi gdzlenen meme kanseri hastalarinda
antrasiklin-taksan kombinasyonuna ek olarak herseptin (trastuzumab, monoklonal

HER?2 antikoru uygulanmasi yaygin olarak kullanilmaktadir (92).

2.2.5.1. Adriamisin (Adriamycin, Doxorubicin)

Antitimor ajanlarin antrasiklinler alt gurubuna ait olan adriamisin (ATC
klasifikasyonunda LO1DB, 41), meme kanseri kemoterapi kombinasyonlar1 icerisinde
siklikla tercih edilen ajanlardandir (107). Bu antikanser ajan meme kanserinin yani sira
Hodgin ve Non-Hodgin Lenfoma, multiple myeloma, akciger, ovaryum, gastrik, tiroid

karsinomlari, sarkom ve pediatrik kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (110).

1958’de, Giiney Italya’dan alinan bazi toprak orneklerinde yeni Streptomyces
bakteri tiirleri bulunmustur. Bu organizmadan elde edilen parlak renkli bir antibiyotik
olan daunomisinin ayn1 zamanda tiimorlerde de sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir.
Daunomisinin daha etkili formlarim bulmak amaciyla topraktan elde edilen 6rnekler N-
nitrozo-N-metil {iretan ile muamele edilerek daunomisinin degisik bir formunu iiretme
yetenegine sahip mutant bir sus (Streptomyces peucetius var. Caesius) elde edilmistir.
Elde edildigi toprak yapist Adriatik Denizi’'nin toprak yapisina benzedigi i¢in, bu
mikroorganizmadan saglanan antibiyotik, adriyamisin olarak adlandirilmistir.
Adriyamisinin antikanser ajan olarak klinikte kullanimi, 1974 yilinda da FDA

tarafindan onaylanmistir.
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Tablo 2.1. Antitiimor Ajanlarin ATC klasifikasyonu

L01 ‘ ANTINEOPLASTIK AJANLAR

LO1A ‘ ALKILLEYiCi AJANLAR

LO01AA

Nitrojen Mustard Analoglari

LO01AB

Alkil siilfonatlar

LO01AC

Etilen iminler

LO01AD

Nitroziireler

LO01AG

Epoksidler

L01AX

Diger Alkilleyici Ajanlar

L01B ANTIMETABOLITLER

L01BA

Folik Asit Analoglari

L01BB

Piirin Analoglar1

L01BC

Pirimidin Analoglar1

L01C BITKI ALKALOIDLERI ve DIGER DOGAL URUNLER

L01CA

Vinka Alkaloidler ve Analoglari

L01CB

Podofillotoksin Tiirevleri

L01CC

Kolsisin Tiirevleri

L01CD

Taksanlar

L01CX

Diger Bitki Analoglar1 ve Dogal Uriinler

SiT

OTOKSIK ANTIBIYOTIKLER ve

L01D MADDELER

ILiSKIiLi

LO01DA

Aktinomisinler

L01DB

Antrasiklinler ve Tliskili Maddeler

L01DC

Diger Sitotoksik Antibiyotikler

L01X DiGER ANTINEOPLASTIK AJANLAR

L01XA

Platinli Bilesikler

L01XB

Metilhidrazinler

L01XC

Monoklonal Antibiyotikler

L01XD

Fotodinamik/radyasyon Terapisi Duyarliligini Arttiricilar

LO1XE

Protein Kinaz Inhibitorleri

L01XX

Diger Antineoplastik Ajanlar

L01XY

Antineoplastik Ajan Kombinasyonlar1
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Adriamisinin kimyasal olarak, quinon ve hidroquinon yapisina sahip dort
tetrasiklik halkadan olusan bir planar halka sistemi ile buna bagli bir daunozamin sekeri
ve bir yan zincirden olugsmaktadir. Parlak kirmizi renktedir, 1giktan etkilenir ve floresan
ozellik gosterir. Suda, fizyolojik tuz ¢ozeltisinde ve metanolde ciiziilir. Adriyamisin
demire yiiksek afinite gosterir, Fe* ile etkilesime girerek Fe(Adriamycin); bilesigi
olusturur (Sekil 2.5). Planar halka ile daunozamin sekeri arasindaki glikozidik bag,

gastrointestinal kanalda hidrolize ugradigindan oral olarak verilememektedir (33).

kuinon hidrokuinon

yapis: yapisi

T T yan zincir

Planat §

-—
halka 3

ziztemi ; i
OCH;0 o M
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O
Hacm—v daunozamin
HO NH3 §ekeri

Sekil 2.5. Adriamisinin kimyasal yapis1 (Minotti, G., Menna, P., Emanuela, S., Cairo, G., Gianni, L.,
2004, Anthracyclines: Molecular Advances and Pharmacologic Developments in Antitumor Activity and
Cardiotoxicity, Pharmaccol. Reviews, 56, 185-229 p.)

2.2.5.1.1. Adriamisin etki mekanizmasi

Adriamisinin sitotoksik etkilerine neden olan iki temel olay s6z konusudur:

i. DNA’ya baglanma ve bunun sonucunda DNA-eklentilerinin olusumuna,
makromolekiil sentezinde aksakliklara, Topoizomeraz II zehirlenmesine ve hiicre sinyal

yolaklarinin aktivasyonuna sebep olma;

ii. DNA ve hiicre zar1 hasarina yol agan serbest radikal iiretimi (110, 86).
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DNA’ya Baglanma

Adriyamisinin niikleusa tasinmasinda proteozomlar gorev alirlar (62).
Proteazomlar, proteinlerin non-lizozomal yikiminda rol alan niiklear ve sitoplazmik
proteinaz kompleksleridir (Sekil 2.6). Adriyamisin hiicre igerisine alindiktan sonra
yiikksek afinite ile protezomlara baglanmakta ve niikleusa ATP-bagimli reaksiyonla
porlardan gecerek tasinmaktadir. Niikleusta adriyamisin, DNA’ya olan afinitesi
protezoma olan afinitesinden daha yiiksek oldugundan, proteazomdan ayrilip DNA’ya
baglanir. Bu baglanma non-kovalent bir baglanmadir (77).

e oo
Hiicre digi alan Q. °

f toz indiiksi ? L)
sitoplazma apoptoz Induksiyonu ®y  pasil

26 S proteazom @ difizyon

®

TN >

kisa omiirl
ya da mutant proteinler
20 S proteazom

peptidler

niikleer por aracili
taginma

niikleus

Baglanma afinitesi
DNA> proteazom

DNA
hasan

Sekil 2.6. Adriamisinin proteazomlarca tasinmasi (Kiyomiya, K., Matsuo,S., Kurebe, M., 2001,

Mechanism of specific nuclear transport of adriamycin: the mode of nuclear translocation of adriamycin-

proteasome complex, Cancer Res., 61,6, 2467-2471 p. )

Makromolekiil Sentezinin Adriamisin Ile Baskilanmast

Adriamisinin etki mekanizmasi ilk caligmalarda DNA interkalasyonu ve/veya
DNA polimeraz aktivitesi ile iliskilendirilmistir. Daha sonraki calismalarda DNA/RNA
biyosentezini baskilama etkisinin biiyiik Olciide doza bagimli oldugu belirlenmistir.
DNA sentezinin baskilanmasinin, Adriamisin kaynakli p53 aktivasyonunun etkisi ile
meydana gelen hiicre dongiisii durdurulmasinin bir parcasi olarak erken ve gecici bir

olay olabilecegi bildirilmistir (38).
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Adriamisin Kaynakli DNA Eklentisi Olusumu

Adriamisin DNA’ya baglandiktan sonra DNA eklentileri meydana getirebilir. Bu
eklentilerin olusumu biiyiik oranda formaldehit varlig1 ile iligkilidir. Bu eklentiler daha
cok 5°-GC dizilerinde meydana gelmekte ve cift iplikli DNA yapisin1 stabilize
etmektedirler (29, 108). Bu DNA eklentilerinin, doksorubisinin topoizomeraz II
enziminden bagimsiz sitotoksisitesine aracilik ettigi bildirilmistir (34). Adriamisin
kaynakli DNA eklentilerinin adriamisinin klinik dozlarinda olusumu, 2008 yilinda
Coldwell ve arkadaslar1 tarafindan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda gosterilmistir

(29).

Adriamisine Bagh Topoizomeraz Il Zehirlenmesi

DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen replikasyon catali, cift iplikli DNA
boyunca her 10 baz ciftin replikasyonunda bir parental zincirin kendi etrafinda bir tam
tur donmesine yol agmaktadir. Bu nedenle, replikasyon catalinin tiim kromozom
boyunca ilerleyebilmesi i¢in anormal bir hizla donmesini gerektirir. Ancak bunun
gerceklesebilmesi i¢in ¢ok biiyiik bir enerjiye ihtiya¢ duyulur. Bu nedenle, enerji sarfi
yerine topoizomeraz adi verilen bir grup enzim devreye girerek DNA heliksinde

replikasyon catalinin ilerleyebilmesi i¢in bir “firdondii” meydana getirirler.

Okaryotik topoizomeraz enzimlerinin bir alt grubu olan Topoizomeraz II enzimi,
DNA sarmalimin her iki dali ile de ayn1 anda kovalent bag kurar ve sarmalda gegici bir

cift iplik kir1g1 olusturur (Sekil 2.7)(3).

Bir topoizomeraz Il enzimi DNA’ya baglandiginda ATP hidrolizinden elde ettigi
enerji ile ;
i. bir DNA boslugu olusturmak iizere DNA sarmalin1 (Sekil 2.7°de

G segmenti olarak gosterilmistir) kirar,
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ii. yakindaki cift iplik segmentini (Sekil 2.7°de T segmenti olarak
gosterilmistir) bu boslugun igerisinden gegirir,

iii. kirig1 tekrar birlestirir ve DNA’dan ayrilir. (3)

G-segment T-segment

v Y&
1

N-gate

@)

+AT

%

Sekil 2.7. Topoizomeraz II etki mekanizmasi (Collins, T.R.L., Hammes, G.G., Hsieh, T., 2009, Analysis

o

DNA-gate

v

C-gate

of the eukaryotic topoisomerase Il DNA gate: a single-molecule FRET and structural perspective, Nucleic

Acids Res., 37, 3, 712-20 p.

Omurgalilarda topoizomeraz II enziminin topoizomeraz-Ila (TOP2A) ve
topoizomeraz-1If (TOP2B) olmak iizere iki farkli alt tipi bulunmaktadir. Aminoasit
dizilimleri % 70’in {izerinde benzerlik gosteren bu iki enzim ayri genler tarafindan
kodlanmaktadir. Yapisal benzerliklerinin aksine iki alt tipin gen ekspresyon profilleri
biribirinden oldukca farkhidir ve farkli gorevler yaptiklar1 diisiiniilmektedir (73).
Topoizomeraz IIA ekspresyonu, G2/M fazinda en yiiksek seviyeye ulasmakta ve mitoz

sonunda en diisiik seviyeye inmektedir (76).

Adriamisin (doksorubisin), Topoizomeraz II diizeylerini arttirarak normalde hiicre

icin gerekli olan bir enzimin toksik etki olusturmasina aracilik ederler. Bu tip etkiler
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gosterten ajanlara Topoizomeraz II zehirleri de denilmektedir. Adriamycin DNA’ya
nonkovalent olarak interkalasyon yapan bir ajandir. Bu interkalasyon sonucunda,
adriamisin, topoizomeraz II tarafindan DNA’nin kirildig1 ve topoizomerz II'nin tirozin
rezidiilerine kovalent olarak baglandigi reaksiyonu stabilize eder. Adriamisin
yapisindaki planar halka sistemi DNA’ya interkalasyonda ©Onemlidir. Daunozamin
sekeri, DNA’nin mindr olugunda konumlanir ve antrasiklin-DNA-topoizomeraz II
kompleksinin stabilizasyonunda son derece onemli goriinmektedir (30, 77). Olusan
kompleks, DNA ¢ift zincir kiriklarinin olusumunu da arttirarak hiicre 6liimiine neden

olmaktadir (86).

Adriamisine Baglh Serbest Radikal Uretimi

Adriamisine sitotoksisitesinde hem antitiimér hem de kardiyovaskiiler etkiler
acisindan serbest radikal {iretiminin potansiyel rolii karmasik bir konu olmakla birlikte,
kimyasal yapist itibariyle adriamisinin uygun kosullar altinda serbest radikal
olusturdugundan siiphe duyulmamaktadir. Adriamisinin kuinon iceren yapisi, sitokrom
P450 rediiktaz, NADH dehidrogenaz ve ksantin oksidaz gibi enzimlerce katalizlenen
reaksiyonlarda elektron alicis1 olarak davranmasim saglar. Serbest elektron eklenmesi,
kuinonlari, semikuinon serbest radikallerine doniistiiriir. Semikuinonlar ise, serbest
oksijen varliginda siiperoksitler, hidroksil radikalleri ve peroksitler gibi molekiillerin
olsumuna neden olurlar. Bu radikaller, hiicre zar1 ve DNA gibi yapilara zarar verir.
Adriamisin ve demirin kompleks olusturmasi ile de serbest radkallerin olustugu
bildirilmistir (38). Bir ¢ok dokuda, oksidatif hasar, siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan en aza indirilmektedir. Kalp ise, hidrojen
peroksit detoksifikasyonunu saglayan katalaz enziminden yoksundur. Glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi de adriamisin tarafindan inhibe edilebildiginden, kalp
oksidatif savunma mekanizmas1 zayiflamaktadir (33). Adriamisinin pek ¢ok hastada
kardiyotoksik yan etkiler meydana getirmesinde bu olayin temel rol oynadigi

diistiniilmektedir.
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2.2.5.2. Taksoter (Taxotere, Docetaxel)

Taksoter, Taxoidaceae familyas1 agaglarindan elde edilen Taksan grubu (ATC
klasifikasyonunda LO1CD, 41) ilaglardandir. Bu grubun ilk kesfedilen iiyesi, Taxus
Brevifolia (pasifik porsuk agaci) oziitlerinden elde edilen Taxol (paclitaxel) dur. Ancak
bu ilacin genis ¢apta izole edilmesinde yasanan zorluklar yar1 sentetik olarak bu ilacin
tiirevlerini iiretme fikrini giindeme getirmistir. Taksoter (Taxotere, doxorubicin), Taxus
baccata (Avrupa porsuk agac1) yapraklarindan elde edilen Oziitiin islenmesi ile elde

edilen yar1 sentetik bir taksan tiirevidir (Sekil 2.8) (20).

Sekil 2.8. Taksol (a) ve taksoter (b) kimyasal yapilari. (Paz, M.M., Missailidis, S., 2008,
Antitumor Antibiotics, in: Missailidis, S., Anticancer Therapeutics, John Wiley and Sons Ltd., U.K.,
111-124 p.)

2.2.5.2.1. Taksoterin Etki Mekanizmasi

Taksoterin hiicre igerisindeki hedefi, beta tiibiilin polimerlerdir. Beta tiibiilinler
mikrotiibiil proteinlerinin bilesenleridir. Mikrotiibiiller hiicre seklinin korunmasi, hiicre
hareketleri, hiicre sinyalizasyonu ve hiicre boliinmesi gibi olaylarda onemli roller
istlenen ipliksi protein polimerleridir (74).
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Mikrotiibiiller, globiiler tiibiilin proteinlerinden olusurlar. Tiibiilin ise birbirine
cok benzeyen alfa ve beta tiibiilin ad1 verilen polipeptidlerin dimerizasyonu ile meydana
gelir. Tiibiilin dimerlerinin polimerlesmesi ile boru seklinde bir kor etrafinda yapilanmig
genellikle 13 dogrusal 6nflaman iceren mikrotiibiiller olusur. Tiibiilin dimerlerinin bas-
kuyruk yoniinde dizilmesi ile olusan dnfilamanlar, paralel sekilde bir araya gelmislerdir.
Bu yapilanmanin olusturdugu mikrotiibiillerde sonucta iki farkli ug, farkli polariteye
sahip olur. Hizli biiyliyen uca art1, yavas biiyiiyen uca da eksi u¢ denir (32). Eksi uglar

alfa tubulin ile sonlamirken, art1 u¢lar beta tubulin ile sonlanmaktadirlar.

Tiibiilin dimerleri polimerlestikleri gibi ayrigabilirler ve mikrotiibiiller hizli bir
yapilanma ve ayrigma dongiisiine girebilirler. Hem alfa hem beta tiibiilin GTP’ye
baglanir. Alfa alt {initesinde bagli GTP degistirilemez (nonexchangable) iken, beta alt
initesindeki GTP hidrolize olabilir. Beta tiibiiliine bagli GTP, polimerlesme sirasinda
veya polimerlesmeden cok kisa siire sonra GDP’ye hidrolize olur. Bu GTP hidrolizi,
tiibiilinin komsu molekiillere baglanma egilimini zayiflatir, ayrismaya yardimci olur ve
mikrotiibiillerin dinamik degiskenligini saglar. Aktin filamanlar1 gibi, mikrotiibiiller de
yiirime hareketi yapar. Bu hareket, GDP’ye bagh tiibiilinlerin eksi uctan siirekli
kaybedilmesi ve aym1 mikrotiibiiliin, arti ucuna GTP bagh tiibiilin monomerlerinin
eklenmesi ile gerceklesen dinamik bir davramstr. Mikrotiibiillerde GTP hidrolizi,
dinamik kararsizlik olarak bilinen, her bir mikrotiibiiliin uzama ve kisalma dongiileri
arasinda gidip gelmesi olarak tamimlanan olay ile sonuglanir. Bir mikrotiibiiliin
uzayacagl ya da kisalacagi, kismen tiibiilin eklenme oranina karsilik GTP hidroliz oran1
ile belirlenir. Yeni GTP-baglh tiibiilin molekiilleri, GTP hidrolizinden daha hizli
eklendiklerinde mikrotiibiiliin artt ucunda GTP basghgi kalir ve mikrotiibiil uzamaya
devam eder. Bununla birlikte, polimerlesme oram yavagsa, mikrotiibiiliin art1 ucundaki
GTP bagh tiibiilin GDP’ye hidroliz olacaktir. Bunun sonucunda da GDP baglh tiibiilin

ayrisacak, hizla depolimerizasyon sonucu kisalma meydana gelecektir (32).

Her alfa ve beta tiibiilin monomer yapisi, ii¢c temel fonksiyonel domain igerir.

Rossman katlantis1 adi verilen bir yapiyr olusturan N terminal domain (1 ve 206.
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aminoasitler arasi) alt1 paralel beta plakasi (S1-S6) ve alt1 heliks (H1-H6) icermektedir.
Bu bolge, GTP/GDP baglanmasinda gorev alir.

Merkezi domain (207-384. aminoasitler arasi) dort kompleks beta plakasi (S7-
S10) ve ii¢ heliksten (H8-H10) olusur. Bu domain, protofilamentlerin olusturulmasinda

alfa ve beta tiibiilin monomerleri arasinda yatay/boylamsal iligkinin kurulmasini saglar.

C-terminal bolgesi, 385. aminoasitle baglar ve iki antiparalel heliks (H8-H10)
icerir. Bu bolge, mikrotiibiille iligkili proteinler i¢in baglanma bdlgesi olusturmaktadir

(74).

Cogu hiicredeki mikrotiibiiller, eksi u¢larindan tutunduklar1 sentrozom ad1 verilen
bir mikrotiibiil organize edici merkez (MTOC) tarafindan siki bir kontrol altinda
tutulmaktadir. Sentrozom, interfaz hiicrelerinde niikleusa komsu merkezi bir konumda
bulunur. Mitoz sirasinda mikrotiibiiller, kromozomlarin ayrilmasindan ve yavru
hiicrelere dagilimindan sorumlu mitotik ig yapisini olusturmak {izere kopyalanmig

sentrozomlardan disariya dogru uzanirlar.

Sentrozom, mikrotiibiillerin eksi uglart ile tutunduklar1 bir baslangic noktasi
olarak gorev yapar. Mikrotiibiil uzamasmin sentrozomdan bagslamasi, hiicre igindeki
mikrotiibiillerin polaritesi i¢cin dnemlidir. Genelde, mikrotiibiiller, art1 ug¢larmna tiibiilin
eklenmesi ile sentrozomdan digariya hiicre kenarma dogru uzarlar. Sentrozomdaki
tiibiillerin yapilanmasinda gama tiibiilin ad1 verilen ve az bulunan diger bir tiibiilin
proteini tarafindan organize edilir. Boliinmeyen hiicrelerde mikrotiibiiller, baska

islevlerde gorev almak iizere sentrozomdan ayrilirlar.

Mikrotiibiil polimerizasyonu iki temel basamakta meydana gelir; niikleasyon ve
uzama. Niikleasyon agamasinda, 6-12 alfa-beta tubulin heterodimeri olusur. Daha sonra
GTP bagh alfa-beta tubulin dimerleri, niikleus yapisina eklenerek uzama saglanir. Ani

bir uzama fazindan sonra, herhangi bir polimerizasyonun olmadigi durgunluk fazina
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girilir. Uzamadan ani olarak kisalmaya gecis katastrof (catastrophe) kisalmadan

uzamaya gecis ise reskil (resque) olarak adlandirilmaktadir (74).

(c)  paclitaxel
( tiibiilin i¢ yiizeyi)

W paclitaxel
taksan baglanma bolgesi

Sekil 2.9. Beta tiibiiline bagl: taksoter (tx) (a ve b). Paklitaksel baglanma bolgesi McGrogan, B.T.,

Gilmartin, B., Carney, D.N., McCann, A., 2008, Taxanes, microtubules and chemoresistant breast cancer, Biochim. Biophys.
Acta., 1785, 2, 96-132 p.

Mikrotiibiillere taksan baglanma bolgesi sadece yapilanmis tiibiilinde bulunur
(Sekil 2.9). Taksol (paclitaksel) ve taksoterin baglandiklar1 bolge aymidir, ancak,
taksoterin mikrotiibiillere afinitesi taksolden daha fazladir. Bu ilaclarin baglanma
bolgesi beta tubulinin arayiiziindeki hidrofobik bir yariktir. Taksanlar bu bolgede
protein ile hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler kurarlar. Bu baglanma, tubulinin

stabilizasyonuna neden olur.

Molekiiler ¢caligmalarda, taksan baglanma bdolgesinin, beta tubulin proteininin 217

ile 233. aminoasitleri arasinda yer aldig1 belirlenmistir (74).

Taksanlar, mikrotiibiil dinamiklerini tiibiilinlerin ayrilmasini engelleyerek

baskilamaktadirlar. Boylece, metafaz anafaz gecisini engelleyerek mitozu bloklamakta
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ve apoptozu indiiklemektedirler. Taksoter (dositaksel), sentrozom organizasyonunu

bozmaktadir. Boylece hiicreler G2-M fazinda birikir ve hiicre 6liimii tetiklenir (74).

2.2.5.3. Meme Kanserinde Antrasiklin ve Taksan Kemoterapisine Direng

Kanser kemoterapisinde karsilagilan dnemli sorunlardan biri, tiimdriin uygulanan
ajan/ajan kombinasyonlarina cevap vermemesidir. Kemoterapi, maliyetli yiiksek bir
tedavidir ve toksik yan etkilereyol acabilmektedir (6). Bu nedenle, hastaligin seyri
hakkinda bilgi veren prognostik faktorler kadar, tedaviye cevap ile ilgili ongoriisel

faktorlerin bilinmesinin de dnemi biiyiiktiir.

Tiimoriin uygulanan kemoterapiye cevap vermemesinde rolii olan pek cok faktor
belirlenmistir. Kanserin sistemik kemoterapisinde tedaviye yaniti etkileyebilecek genel

faktorler tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.2).

Metastatik meme kanserinde antrasiklin ve taksandan olusan kemoterapiye cevap
oran1 % 30-70 civarindadir (95). Taksan ve antrasiklinlere diren¢ goriildiigiinde, tedavi
secenekleri ciddi oOlglide azalmaktadir. Direncli ya da refraktdr meme kanseri
olgularinin cogu tek ajan ya da kombinasyonlar kapsaminda kapesitabinle tedavi
edilmektedir. Kapesitabinle tedavi edilen hastalarda bildirilen genel cevap oranlart %
15-40 arasinda olup, hastaligin stabilizasyonu ile iligkili klinik fayda oranlar1 % 20-45
civarindadir (95). Ancak kapesitabin kullaniminda da hastalarin bir siire sonra direng
gosterdikleri bildirilmektedir. Antrasiklin ve taksan refrakter meme kanserlerinde
gemisitabin ve vinorelbin ile tedaviye yaklastk % 16-25 oramnda cevap
almabilmektedir (95). Tablo 2.3’de, metastatik meme kanserinde tek ajan

kemoterapisine cevap oranlar1 gosterilmektedir
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Tablo 2.2. Kemoterapi direng faktorleri (Gonzalez-Angulo, A.M., Morales-Vasquez, F., Hortobagyi,
G.N,, 2007, Overwiew of Resistance to Systemic Therapy in Patient with Breast Cancer, in; Yu, D.,
Hung, M., eds., Breast Cancer Chemosensitivity, Springer Science + Business Media, LLC, Landes

Bioscience, 1-16 p.

Hiicresel ve biyokimyasal mekanizmalar

Azalmus ilag birikimi
Tlacin iceri alimminin (influx) azalmasi
Tlacin disar1 verilmesinin (eflux) artist
Hiicre i¢i ilag trafiginde bozukluklar
Tlacin toksik aracisinin ya da ilacin kendisinin inaktivasyonunun artigt
Tlag indiiklii hasara toleransin ya da hasar onariminin artisi
Tlag aktivasyonunun azalmas1
Hedef molekiillerde nicel ve nitel bozukluk
Ko-faktor ya da metabolit diizeylerinde bozulma
Sitotoksisitenin alt yolak efektorlerinde bozulma
Tlac hasarma apopitotik yanit ve/veya sinyalizasyon yolaginda bozukluk
Gen ekspresyon bozukluklari
Transkripsiyon, posttranskrpsiyon ya da translasyon bozukluklari
Makromolekiil stabilite bozukluklar

In vivo mekanizmalar

Farmakolojik ve anatomik ila¢ bariyerleri

Konakgi-ilag etkilesimleri
Normal dokular tarafindan ila¢ inaktivasyonunun artist
Normal dokular tarafindan ilacin aktivasyonunun azalmasi

Normal dokunun ilag hassasiyetinin artmasi (toksisite)
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Tablo 2. 3. Metastatik meme kanserlerinde tek ajan terapisine cevap oranlar1 (Gonzalez-Angulo,
A.M., Morales-Vasquez, F., Hortobagyi, G.N., 2007, Overwiew of Resistance to Systemic Therapy
in Patient with Breast Cancer, in; Yu, D., Hung, M., eds., Breast Cancer Chemosensitivity, Springer

Science + Business Media, LL.C, Landes Bioscience, 1-16 p.

Ajan Cevap orani(%)
Capecitabine 20-36
Docetaxel 18 -68
Doxorubicin 25-40
Gemcitahine 14 - 37
Paclitaxel 17 -54
Vinorelbine 25-47
Tamoxifen 21-41
Aromatase inhibitors 10-20
Trastuzumab 12-34

Antrasiklin igeren kemoterapi rejimlerine hassasiyet ile iliskilendirilen faktorler
olarak Topoizomeraz Ila (TOP’A) ve HER2 asir1 ekspresyonu iizerinde durulmus,
ancak caligmalardan celigkili sonuclar elde edilmistir (5, 36, 113). HER2 ve TOP2A
genleri 17. kromozomda birbirlerine cok yakin konumlanmiglardir. Antrasiklin
kemoterapisine cevap ile HER2 ve/veya TOP2A asir1 ekspresyonu arasindaki iliskiyi
bildiren ¢aligmalar, HER2, TOP2A ve 17. kromozom duplikasyonlarim kapsayan birbiri
ile celiskili sonuglar1 barindirmaktadir (15, 57, 82).

Hem primer (intrinsic) hem sekonder (kazamlmis) ila¢ direnci taksanlarin
kullaniminda karsilagilan problemlerdir. Beta tubulin mutasyonlarinin taksan direnci ile
ilgili olabilecegini bildiren ¢aligsmalar olsa da, klinik olarak bu iliskiyi dogrulayacak
yeterli veri elde edilememistir (74). Ayrica beta tubulin mutasyonlart klinikte nadir
goriilmektedir (91). Beta III ve beta I tiibiilin diizeyleri diisiik olan meme kanserlerinin
taksotere yanitinin daha iyi oldugu bildirilmistir. Mikrotiibiille iliskili protein taunun
diisiik ekspresyonu ile paklitaksele daha iyi cevap arasinda iliski oldugunu bidiren
caligmalar bulunmaktadir (80). HER2 amplifikasyonu, dositaksele iyi yanit ile
iligkilendirilmigse de, bu konuda yapilan caligmalarda birbiri ile celiskili sonuclar

bildirilmektedir (80).
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Tiimoriin, etki mekanizmalar1 ve yapilar1 farkli birden fazla ajana direng
gostermesi coklu ajan direnci (Multi Drug Resistance, MDR) olarak ifade edilmektedir.
MDRI1 geni tarafindan kodlanan bir ila¢ transport proteini olan P- glikoprotein,
antrasiklinler, taksanlar, vinka alkaloidler, epipodofilotoksinler ve anti folatlar gibi bir
cok kemoterapotik ajam hiicre disarisina pompalamaktadir (95). Meme kanserinde P-
glioprotein asir1 ekspresyonu ve antrasiklin/taksan direnci arasinda iliski bildiren

caligmalar yapilmissa da sonuglar celiskilidir (80,95).

2.2.5.3.1. Kemoterapi Direnci ile iliskilendirilmis Hiicresel Elemanlar ve

Yolaklar

Kemoterapotik ajanlarin ¢ogu farkli molekiiler hedefler ile etkilesime girerek
sitotoksik etki gosterirler. Primer hedeflerdeki bu degiskenlige ragmen, bu ajanlarin
toksik etkilerine verilen hiicresel yanitlar biiylik olclide ortak olup genellikle
programlanmis hiicre 6liimii ile ilgili yolaklar iizerinden meydana gelmektedir. Hiicre
sag kalimm kontrol eden yolaklar bir ¢ok noktada apoptotik yolaklar i¢ ice gegerler ve
bu yolaklarda rol alan molekiillerin pek ¢ogu kanserde kemoterapi direnci ile

iliskilendirilmistir (25,40).

P53 ve llag Etkinligi

P53, hiicresel strese yanitin dnemli modiilatorlerinden biridir. DNA hasari, hiicre
baglantilarinin  kaybi, onkogen aktivasyonu gibi olaylar p53’i aktive eder. P53
normalde Omrii kisa olan bir proteindir. Posttranslasyonel modifikayonla aktive olan
pS3 stabilizasyonu ve dolaysi ile birlikte islev gordiigii proteinlerle ve DNA ile
etkilesimi artar. P21 ve benzeri pek ¢ok genin aktivasyonu araciligyla hiicre siklusunu
durdurur ve hata onarimina zaman tanir. Ancak eger hasar onarilamayacak boyutta ise,
pS53 bu defa Bax, Fas ve PUMA gibi apoptoz indiikleyicilerinin ekspresyonunu uyarir.
P53 timor baskilayic1 geninin mutasyonlarina kanserde sik rastlanilmaktadir. P53

fonksiyon kaybi ile antikanser ajanlara direnc¢ arasindaki iliskiyi arastiran pek cok
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arastirma yapilmustir. Ornegin, kolorektal kanserlerde 5-florourasil (5-FU) terapisine
diren¢ ile p53 mutasyonlar1 arasinda iligki oldugu bildirilmistir. Ancak p53
mutasyonlarinin  ilag direnci ile iligkisini genelleyebilecek tutarli sonuglara
ulagilamamistir. Meme kanserlerinde de pS53 statiisii ve kemoterapiye cevap arasindaki

iliski tizerinde tam bir goriis birligi yoktur (40, 104).

Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB) Ailesi

Dimerik transkripsiyon faktorlerinin niikleer faktor kappa B ailesi, Rel domaini
ad1 verilen N-terminal bir DNA baglama/dimerizasyon domaini i¢eren transkripsiyon
faktorlerinden olusur. Insan NF-«B ailesi, Rel proteinlerini (RelA(p65), RelB ve c-Rel),
NF-xB proteinleri p50/p105 (NF-xB1), p52/100 (NF-xB2)’yi icermektedir. NF-xB
ailesi iiyeleri, normal sartlar altinda, sitoplazmada, inhibitdr proteinler olan IkBa veya
IkBp ile iligkili olarak inaktif halde tutulurlar. Ilgili sinyal alindiginda inhibitor
proteinler olan IxB’ler fosforile olur ve proteazomlar tarafindan parcalanmaya acik hale
gelirler. Inhibitérden kurtulan NF-kB serbest kalir ve niikleusa yonelip, aralarinda

apopitotik genlerin de oldugu hedeflerini aktive eder (35).

NF-xB transkripsiyon faktorleri, timor anjiyogenezi, proliferasyon, imflamasyon,
metastaz, farklilasma ve sagkalim gibi olaylarda onemli roller oynarlar (35). Meme
tiimorleri ve meme kanseri hiicre hatlarinda, NF-xB konstitiitif aktivasyonunun énemine
iligkin bildiriler artmaktadir. (31, 63). Nf-kB aktivasyonunun kanser kemoterapisine

direng ile iligkili pek ¢ok faktor ile etkilestigi bilinmektedir (63).

AKT

PKB olarak da bilinen protein kinaz AKT, biiyiime faktor sinyalizasyonunda son
derece onemli bir rol oynar ve konstitiitif aktivasyonu halinde, biiyiime faktorlerinden

bagimsiz olarak biiylime/boliinmeye yol acan bir onkogen haline gelebilir. Adim ilk
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defa kesfedildigi AKTS viriisiinden almistir. Insanlarda ii¢ tip AKT bulunur ve igiiniin
de diizenlenmesinde fosfatidil-3,4,5-trifosfat (PIP3) ikincil habercisi gorev yapmaktadir.

AKT, apoptozu indiiklemek icin bazi substratlar1 fosforile eder. Bad ve Fas gibi
baz1 pro-apopitotik diizenleyicileri uyarma yetenegine sahip forkhead (FOXO) ailesi
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyonla inaktive edebilir. Kaspaz 9’u fosforlile edip
fonksiyon yapmasini engelleyerek ya da inhibitor kB’leri inaktive ederek, apoptozun
NF-xB araciligiyla baskilanmasina yol acabilir. Bir kaspaz inhibitorii olan XIAP AKT
tarafindan fosforile ve stabilize edilebilmektedir. Mitokondri aracili hiicre 6liimii i¢in
gereken Bax’in mitokondri dis zarina yerlesmesi siireci de, Akt tarafindan Bax’in
fosforilasyonla inhibe edilmesi sonucu aksatilabilmektedir. AKT, MDMZ2’yi

fosforilasyonla aktive etmektedir (35).

Pek cok kanserde Akt aktivasyonu bildirilmistir. Akt aktivasyonuna neden olan
Serd73 fosforilasyonunun da meme kanseri dahil baz1 kanserlerde kotii prognostik
belirte¢ oldugu belirlenmistir. In vitro ve in vivo c¢aligmalarda Akt inhibiisyonunun
hiicreleri kemo ve radyoterapiye daha hassas hale getirdigi goriilmiistiir. Tim bu
bulgular Akt’yi ila¢ arastirmalarinda siklikla hedeflenen bir faktdr haline getirmistir

(68).

STAT3

STAT’lar (Signal Transducers and Activators of Transcription), sitoplazmada

bulunan ve yalmzca aktive olduklarinda niikleusa tasinan transkripsiyon faktorleridir.

Janus kinazlar (JAKlar) adi verilen sitoplazmik tirozin kinazlar (JAK1, JAK2,
JAK3, Tyk2), sitokin reseptorleri ile stabil olarak iligkilidirler. Sitokinlerin sitokin
reseptoriine baglanmasi, JAK-sitokin reseptorii baglantisinda degisiklige neden olur ve

iki JAK, birbirini transfosforile edecek kadar yakinlagirlar. JAK’lar aktive olduktan
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sonra sitokin reseptoriinii fosforile eder ve sitokin reseptorii tizerinde STAT lar i¢in bir

yerlesim bolgesi olusur (3).

Tim STAT’lar, yapilarinda bulunan SH2 domaini sayesinde JAK’lar disinda,

aktif reseptor tirozin kinazlarin fosfotirozin rezidiileri ile de etkilesime girebilirler (3).

Akciger, meme ve beyin tiimorleri ile myeloma ve lenfoma da STAT3 asiri
rekspresyonu gozlemlenmistir. STAT3 konstitiitif aktivasyonunun melanoma hiicre
hatt1 U266’da apoptoza, meme kanseri hiicrelerinde kemoterapi direncine, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanser hiicrelerinde sisplatin direncine neden oldugu bildirilmistir

(63).

2.3. TWIST (Twistl, Bhlha38) Transkripsiyon Faktorii

Twist transkripsiyon faktorii, bazik heliks-lup-heliks (bHLH) transkripsiyon
faktorleri ailesinin bir liyesidir. bHLH domaini, iki amfipatik alfa heliks ile bunlar1
birbirine baglayan uzunlugu degisken bir lup kismindan olusmaktadir. Alfa heliks
yapilarindan birinin ucunda kisa bir dizi bazik aminoasit yer alir. Bu domaini iceren
transkripsiyon faktorleri, gelisimle ilgili pek cok olayda onemli gorevler {iistlenirler
(72,111).

Sekil 2.10. DNA’ya bagh halde twist. (Vesuna, F., Raman V., 2010, http://www.cisreg.ca/cgi-
bin/tfe/articles.pl?tfid=1030 )
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bHLH yapisindaki alfa heliksler, diger bHLH proteinler ile etkilesimi saglar.
Bazik kisim E kutusu adi verilen DNA bolgelerine (CANNTG) baglanmaya aracilik
eder (111).

Bazik heliks lup heliks transkripsiyon faktorleri 3 temel grupta
incelenmektedirler. Bunlardan ilki A smifi bHLH’lerdir. E proteinleri olarak da anilirlar
ve bir ¢ok dokuda genis capta eksprese edilirler. B sinifi bHLH’ler doku spesifik
transkripsiyon faktorlerini icerir. Twist transkripsiyon faktorii de bu alt grubun iiyesidir.
Uciincii bir sinif olan negatif regiilatorler ise, bazik kistmdan yoksun proteinler olan Id
proteinleridir. Bu proteinler bazik domainleri olmadig1 icin DNA’ya baglanamaz, bu
nedenle E proteinlerinin fonksiyonel transkripsiyonel kompleksler olusturmasina engel

olurlar.

bHLH transkripsiyon faktorleri ailesinin dokuya spesifik transkribe olan alt
sinifinin bir iiyesi olan Twist (Twistl) proteini, etkisini, E kutusu elemanlarina

baglanmak iizere dimerler olusturarak gerceklestirir.

Twist proteinini kodlayan Twistl geni, 7p21 de lokalizedir. 202 aminoasitten
olusan bir protein kodlamaktadir. iki ekzondan olusan genin ikinci ekzonu tamamen
UTR bolgesinden olusmustur. Twist gen promotor bdlgesinde iki aday TATA kutusu
bolgesi bulunmasina ragmen, sadece proksimal olanin aktif oldugu bildirilmistir (50,

114).

2.3.1. Twist Transkripsiyon Faktoriiniin Gelisimsel Rolii

Twist transkripsiyon faktorii, ilk defa Drosophila’da erken embryo gelisiminde
gastrulasyon kusurlar1 arastirilirken saptanmistir (109). Mutant twist Drosophila’da
dorso-ventral sekillenme kusurlarina neden olmaktaydi. Daha sonra yapilan
caligmalarda da, Twist’in bir mezodermal belirleyici faktor olarak pek cok gelisim

basamaginda onemli roller oynadig: belirlenmistir (12, 13, 23).
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Omurgalilarda Twist, genel olarak noral krest gocii sirasinda epitelyal
mezenkimal doniisiimiin diizenlenmesi mezoderm determinasyonunun, miyogenezin,

morfogenezin diizenlenmesinde rol oynar (8, 43, 46).

Insanlarda Twist transkripsiyon faktorii mutasyonlari, Saethre-Chotzen Sendromu
ad1 verilen otozomal dominant bir kraniyosinoztozis sendromuna yol acmaktadir (50).
Sendrom, unilateral ya da bilateral olabilen koronal synostozis (koronal: viicudun dikey
olarak bastan ayaga omuzlar ile paralel sekilde konumlanmasi, synostosis: kemiklerin
baglayici doku osifikasyonu ile kaynasmasi), yliz asimetrisi, pitozis, kulaklarda
karakteristik goriiniim (biiyiikk bir krus ve kiigiik kulak kepgesi) gibi ozellikler ile
karakterizedir. Sendromda elin iki ya da li¢ parmaginin sindaktilisi de degisen oranlarda
goriilebilmektedir. Twistl geni sendromla iliskilendirilebilmis tek gendir. Saethre-
Chotzen Sendromlu hastalarin  %46-80’inde delesyon/duplikasyon ve sekans analizleri
ile Twistl mutasyonlar1 saptanmigtir. Nadiren olgularda 7p21°1 kapsayan

translokasyonlar ya da kromozom 7 ringleri goriilebilmektedir (49).

Twist transkripsiyonu aktive edebilecegi gibi, histondeasetilazlar1 yonlendirerek
ya da asetiltransferazlar1 inhibe ederek transkripsiyonu baskilayici roller oynayabilir

(42).

Northern blot ile pek cok dokuda yapilan analizler sonucunda, TWIST1
ekspresyonunun, plasenta, kalp ve iskelet kaslari gibi mezoderm-kokenli dokulara,
ozellikle de prekiirsor hiicrelere sinirli oldugu saptanmistir (114). Son doénemlerde
proteinin kahverengi yag dokusunda da eksprese oldugu ve adaptif termogenez
(metabolize olan yagin 1s1 kaynagi olarak kullanildigi islem) siirecinde Onemli rolii

oldugu saptanmstir (85).
Twist’e yapisal olarak cok benzeyen Dermol (Twist2)’in ise, kemik gelisimi

sirasinda osteoblast olgunlasmasim inhibe ederek hiicreleri preosteoblast fenotipinde

tuttugu diistiniilmektedir (39).
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2.3.2. Epitelyal Mezenkimal Degisim ve Twist

Epitelyal Mezenkimal Degisim (Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT), bazal
yiizeyi ile bazal membrana tutunmus haldeki polarize epitel hiicrenin go¢ etme
kapasitesinde artig, invazivlik, apoptoz direncinde artis, ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin {iiretiminde artis gibi mezenkimal hiicre fenotipi olarak kabul edilen
biyokimyasal 6zellikleri kazanmasina olanak saglayan biyolojik bir siiregtir (55). Bazal
membranin degradasyonu ve koken aldigi epitelyal tabakadan uzaga go¢ edebilecek

mezenkimal hiicrenin olusumu EMT siirecinin tamamlanmasinin igaretidir (56).

EMT sirasinda transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, spesifik hiicre yiizey
proteinlerinin ekspresyonu, iskelet proteinlerinin ekspresyonu ve yeniden diizenlenmesi,
ekstraseliiler matriksi degrade eden enzimlerin sentezi ve spesifik mikro RNA’larin
sentezi gibi bir takim olaylar meydana gelir. Bir ¢cok durumda, bu siirecte rol alan

faktorler, hiicrelerin EMT’ ye gecisinin belirteci olarak degerlendirilmektedir (56).

Epitelyal mezenkimal degisim ilk kez kesfedildiginde, siireci tanimlamak iizere
“doniisim” (transformation) kelimesi kullanilmis (45), ancak daha sonra hiicrelerde
meydana gelen degisimlerin geri doniisiimlii oldugu anlagilarak”doniisiim”yerine
“degisim” (transition) kelimesinin kullanilmasimnin daha uygun olduguna Kkarar
verilmistir (55). EMT degisikliklerine ugrayan hiicreler daha sonra tekrar eski epitelyal
fenotiplerine doniisebilmektedirler ve bu siirece de Mezenkimal Epitelyal Degisim
(MET) ad1 verilmektedir. MET hakkinda heniiz ¢ok sey bilinmemektedir. En iyi bilinen

ornegi, bobrek olusumu sirasinda hiicrelerin gecirdikleri degisikliklerdir.

EMT’in organizmadaki fizyolojik rolii hakkinda yapilan arastirmalar, bu siirecin

tic farkli fonksiyonel sonucla iliskisi oldugunu gostermistir :

i. tip 1 EMT; implantasyon, embryo olusumu ve organ gelisiminde

rol alan gelisimsel EMT
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ii. tip 2 EMT; yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve fibrozde rol alan
EMT
iii. tip 3 EMT; neoplastik hiicrelerde meydana gelen EMT

EMT siirecinin temel elemanlar1 ve olus seklinde, bu ii¢ temel olaya spesifik
farkliliklar heniiz bilinmemektedir. Bu ii¢ farkli siniftaki EMT, farkli biyolojik siiregler
sergiliyorsa da, genetik ve biyokimyasal elemanlarda biiyiikk oranda ortaklik s6z

konusudur (56).

Hiicre-hiicre asosiasyonlarinda 6nemli role sahip protein ailelerinden biri olan E-
kaderinler, epitelyal hiicre adezyonunda gorev yapar. CDH1 geni tarafindan kodlanan e-
kaderin ekspresyonu, epitelyal mezenkimal doniisiim sirasinda transkripsiyon faktorleri
tarafindan inhibe edilmektedir. Twist transkrpsiyon faktorii, e-kaderin ekspresyonunu

kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir (3).

2.3.3. Twist Transkripsiyon Faktorii Ve Kanser

Onceleri gelisimsel rolleri ile taninan TWIST transkripsiyon faktorii, son
donemlerde kanserlesme mekanizmalarinda da {izerinde durulan bir transkripsiyon

faktorii haline gelmistir (8).

Twistin potansiyel onkogenik Ozellikleri arasinda; bir ¢ok kanser tipinde asiri
eksprese olmasi, antiapopitotik rol oynamasi, ilag direncinde anjiyojenezde EMT’ de ve

invazyonda rol almasi sayilabilir (28).
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Sekil. 2.11. Twistin etkilestigi yolaklar (Cheng, G.Z., Zhang, W., Wang, L.H, 2008, Regulation of
Cancer Cell Survival, Migration, and Invasion by Twist: Akt2 Comes to Interplay, Cancer Res., 68,
4,957-960 p.)

Twist transkripsiyon faktoriiniin, c-myc indiiklii apoptozu, ARF/MDM?2/P53
yolagimi baskilayarak diizenledigi bildirilmistir. Twist, p53 aktivasyonunu, hem
transkripsiyonel hem de posttranskripsiyonel olarak inhibe edebilmektedir (70, 101,
105, 112) ( Sekil 2.11.).

Twistin EMT diizenlenmesindeki rolii ile iligkili olarak, tiimor hiicrelerinin primer
odaktan ayrilip metastatik siirece katki sagladigina iligskin ilk bulgular, lobiiler meme
kanseri hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir (119). Arastirmalar, twist transkripsiyon
faktoriiniin meme kanseri hiicrelerinde kromozomal instabiliteyi arttirdigin1 gésteren bir
caligmada, Twist asir1 eksprese eden hiicrelerde VEGF ekpresyonunun da arttigi
bildirilmistir (78). Twist transkripsiyon faktoriiniin meme kanseri hiicre hatlarinda

micro RNA-10b araciligiyla metastatik siireclere katki sagladigi bildirilmistir (69).

Twist transkripsiyon faktorii ekspresyonu ile cesitli kemoterapotik ajanlara direng

arasinda iliski bildiren baz1 ¢aligmalar vardir (27, 54, 87, 115).

Tiim bu bulgular, twist transkripsiyon faktoriiniiniin hem kanserlesme hem de

tedavi siireglerinde arastirilmaya deger bir markir oldugunu gostermektedir.
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2.4. In Vitro Kemosensitivite Testleri

Kemosensitivite testleri, antikanser ajanlarin hiicreler iizerinde sitotoksik ve/veya
sitostatik ya da apoptozu indiikleyici etkilerinin belirlenmesine olanak saglayan ex vivo

yontemlerdir (16).

Dogal iiriinlerden elde edilen oziitlerin ya da bilesiklerin ve sentetik olarak
tiretilen potansiyel antikanser ilaglarin etkilerinin belirlenmesi ve gelistirilerek klinik
kullanima hazir hale gelmesi ¢ok basamakli bir siirectir. Bu maddelerin 6nce hiicre
kiiltiirlerinde in vitro antikanser etkileri belirlenir, daha sonra uygun hayvan modelleri
ile in vivo etkileri ortaya koyulur. Bu siirecler sonunda s6z konusu madde etkili
bulunursa, ilacin klinik denemelerine baglanabilmektedir. Bu, prospektif randomize
caligmalar araciligiyla, belli bir kanser icin ortalama sayidaki hastaya uygulanabilecek
en iyi tek tedavi stratejisinin belirlenmesini amaclar Ancak, yapilan arastirmalarda,
benzer histolojik tiimorlere sahip bireylerde bile tedavi rejimlerine cevap farkliliklar
olabildigi goriilmiistiir. Bireysel olarak hastaya en uygun tedavi rejiminin belirlenmesi

bu nedenle 6nemli bir unsur haline gelmistir (16).

Kemosensitivite testleri, timor hiicrelerinin  hangi ilag ya da ilag
kombinasyonlarina daha iyi cevap verdiginin belirlenmesinde ve tedavinin
bireysellestirilmesinde kullanabilecek potansiyele sahip goriinmektedir. Solid tiimérler
ve losemilerde yapilan pek c¢ok retrospektif ve prospektif calisma ilag

direng/hassasiyetinin in vitro yontemlerle belirlenebilecegini gdstermistir (16).

In vitro kemosensitivitenin belirlenmesinde klonojenik ya da nonklonojenik
yontemler kullanilabilir. Her yontemin kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlar1 oldugu
gibi, bu yontemlerin pratikte kullanilmasim zorlagtiran ortak baz1 problemler de vardir.
In vivo ila¢ 6zelliklerini etkileyen farmakokinetik ve farmakodinamik degiskenler bu

yontemlerde devreye girmemektedir.
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Klonojenik yontemler bakterilerde kullanilan antibiyotik duyarlilik testlerine
benzer testlerdir. Soft agar ile kaplanmis petri kaplar iizerinde ilagcla muamele edilmis
ya da edilmemis tiimor hiicreleri ¢ogaltilir ve yaklasgik 2-3 hafta sonunda olusan
koloniler sayilir. Agar, fibroblastlarin biiyiimesini engelleyip secici olarak timor
hiicrelerinin tiremesini saglar. Kullanilan ajanin sitotoksisitesine bagli olarak olusan
koloni sayisinda azalma meydana gelmektedir. Klonojenik genellikle uzun zaman
gerektirmekte, hiicrelerin  siispansiyonda tek tek ayrilmasinda  zorluklarla

karsilagilabilmektedir (16).

Nonklonojenik yontemler igerisinde, hiicrelerde bulunan ATP’nin luminometrik
(1s1tk  sekline doniistiiriilerek) olarak oOlciildiigli  Adenozin Trifosfat Timor
Kemosensitivite Testi (ATP-TCA), canli ve 6lii hiicrelerin farkli boyanmasina dayanan
Diferansiyel Boyama Toksisite Testi (DiSC), tetrazolium tipi indikatér boyalarin hiicre
zarlarindan gecisi ve glikolitik aktiviteler sonucunda indirgenmesi sonrasinda renk

degisimine dayanan MTT gibi testler yer almaktadir.

2.4.1. Adenozin Trifosfat Tiimor Kemosensitivite Testi (ATP-TCA)

Canli hiicrelerde evrensel enerji kaynagi ATP’dir. Hiicreler 6liimciil hasara
maruz kaldiklarinda, hiicre ici adenozin trifosfotaz enzimlerinin hidrolitik aktivitesi
nedeniyle saniyeler igerisinde ATP sifira diiser. Dolayis1 ile ATP, hiicre canliliin

onemli bir indikatoriidiir (64).

ATP-TCA testinde hiicrelerdeki ATP, luminometrik olarak ol¢iiliir ve canli
hiicre miktar1 belirlenmeye c¢alisilir. ATP’nin luminometrik olarak olg¢iilmesinde
lusiferin-lusiferaz reaksiyonlarindan faydalanilir. Lusifer kelimesi, Latince de “isik
getiren” anlamina gelmektedir. Pek cok canli tiirii 151k iiretebilme yetenegine sahiptir.
Ates bocekleri 11k iiretebilen canlilarin tipik ornekleridir (71). Lusiferin, enzimatik
olarak oksilusiferin ve 1s1k seklinde enerji iiretebilen bir kii¢iik molekiil sinifidir.
Lusiferin molekiillerinden 1sik {iretimini, lusiferaz adli enzim Kkatalizlemektedir.

Lusiferin ve lusiferaz ates bocegi tiirlerinden izole edilebilmektedirler. Lusiferin-
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lusiferaz reaksiyonlari, yiiksek hassasiyetleri dolayisiyla, hiicresel ATP miktarini tam
olarak belirleyebilmektedirler. Yapilan ¢caligmalarda hiicresel ATP ve lusiferin-lusiferaz
reaksiyonu ile olusan 151k miktarinin ¢ok genis bir konsantrasyon araliginda lineer iliski

gosterdigi belirlenmistir.

1980’lerin  basinda  biyoluminesans  temelli  yOntemler  yardimiyla
mikroorganizmalarin test edilmesine iliskin c¢alismalar daha sonra preterapotik
kemosensitivite testlerinde kullanilmak {izere onkolojiye uyarlanmistir. Gelistirilen
yontemler, sirasiyla, ATP Bagimli Hiicre Viabilite Testi (ATP-CVA), Serumsuz ATP
Testi (SF-ATPA) ve ATP Tiim6r Kemosensitivite testi (ATP-TCA) olmustur. Timor
hiicrelerinin selektif biiyiimesini, ATP-CVA yonteminde adherent olmayan kiiltiir
plaklar1i, SF-ATPA yonteminde ise selektif kiiltiir ortamm saglamaktadir. ATP-TCA testi
bu iki prensibi bir arada barindirmaktadir (64).

ATP-TCA testi, meme, ovaryum, kolorektal, pankreas ve cilt kanserleri gibi pek
cok kanser tiirlinde arastirilmistir. Hastalarin klinik sonuglart ve ATP-TCA test
bulgularmin karsilastirildigi  caligmalarda, tlimorlerin ¢ogunda testin prediktif
yeterliliginin % 90’1n iizerinde oldugu saptanmistir. Negatif prediktif deger % 100,
pozitif prediktif degeri ise % 85-95 olarak bildirilmektedir (64).

ATP-TCA testi i¢in tiimorlerden alinan ornekler enzimatik yolla hiicrelerine
ayrilir. Elde edilen hiicreler alti-yedi giin boyunca istenen ilac/ilag kombinasyonlari ile
kiiltiir edilir. Kiiltiir siiresi sonunda canli hiicre miktar1, luminometre ad1 verilen cihazlar
yardimiyla, lusiferin-lusiferaz reaksiyonuna tabi tutularak belirlenir. Hiicre sayis1 ne

kadar coksa, hiicrelerin ilaca verdigi yanit o kadar azdir.
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2.5. Gercek Zamanh Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real

Time- RT PCR) ile Gen Ekspresyon Analizi

Hiicre yap1 ve islevlerinin temel elemanlar1 olan proteinlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikleri incelemek i¢in mesajc1 RNA diizeylerinin gercek zamanl
ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time RT-PCR) ile kantifikasyonu ve
profillenmesi molekiiler biyoloji calismalarinda sikca kullanilmaktadir. Bu konuda
yapilan c¢aligmalara duyulan ihtiyag, yontemin kimyasal ve teknik araclarinin hzla
gelisimine neden olmustur (75). Real time RT-PCR’1n temel prensibi, konvansiyonel
PCR’a ¢ok benzer. Izole edilen RNA, ters transkriptaz enzimleri ile cDNA’ya cevrilir
ve kantifiye edilir. Real time RT-PCR’da normal PCR’1n aksine, amplikon birikimi,
floresan bir boya yardimiyla her siklusun sonunda belirlenir (PCR).. Bu ydntem igin
kullanilan thermal dongiileyici araglar, kullanilan floresan boyayr 151k dalga boyuna

gore algilayabilecek donanima sahip sistemlerdir.

2.5.1. Real Time PCR

Real Time PCR ile DNA ya da RNA’nin kantifikasyonunda her PCR dongiisii
sonunda PCR {irliniiniin miktar1 arttik¢a oransal olarak baslangigta diisiik olan floresan

sinyal de artis gosterecektir.

2.5.1.1. SYBR® Green

SYBR® Green I, tipki konvansiyonel jel elektroforezinde kullamilan etidyum
bromid gibi, c¢ift dalli DNA iplikleri arasmna giren bir boyadir. SYBR® Gren I
soliisyonda serbest halde iken 1s1ma miktar1 ¢ok disiiktiir. Cift dalli DNA olusmaya
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basladikgca, SYBR® Gren I, DNA nin minor oluguna baglanir ve olusan boya-DNA
kompleksinde floresan 1s1ma miktar1 artar. Bu yontemin boya diginda sadece bir ¢ift
primer gerektirmesi (herhangi bir prob kullanimi gerekmemekte), ucuz olmasi ve primer
dizisine baglh olarak farkli gen bdolgeleri i¢in kullanmilabiliyor olmasi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Ancak yontemde kullanilan boyanin belli bir bolgeye spesifik olmamasi
beraberinde bazi problemler getirmektedir. Olusan non spesifik ¢ift dalli PCR {iriinleri,
primer dimerleri de boyayr bagladiklarindan sonuglar etkilenebilmektedir. Kullanilan

primerlerin ¢ok spesifik olarak dizayn edilmesi gerekir.

2.5.1.2. Floresan Problar

DNA dizisine spesifik problarda iki temel boya bulunur; floresan boya ve keuncer
(sOndiiriicii) boya. Bir floresan boyada, ekzitasyon nedeniyle olusacak olan 151k
sondiiriicii boyaya yakin konumlandiginda sogurulur. Ancak PCR amplifikasyonu ile,
floresan boya ve sondiiriicii birbirinden uzaklasir ve floresan sinyal olusur (PCR).
Floresan isaretli bir boyanin enerjisinin, yakin konumlu diger bir molekiile aktarilmasi

prensibine floresan rezonans enerji transferi (FRET) adi verilir (75).

2.5.1.2.1. TagMan® ve Diger Hidroliz Problar:

TagMan ve diger hidroliz problarinda Taq Polimeraz enziminin 5’ —3’
ekzoniikleaz aktivitesinden faydalanilir. 5’ ucunda FAM gibi bir floresan raportor boya,
3’ ucunda ise TAMRA gibi bir kuencer (sondiiriicii) iceren standart problardir. TagMan
probu intakt haldeyken, gerek soliisyonda serbest gerekse hedef DNA’ya hibridize
olmus olsun, lizerindeki floresan boyanin verdigi 1s1ma, kuencer tarafindan sondiiriiliir.

Bu sondiirmeyi saglayan, sondiiriicii ile floresan boyanin yakin konumlu olmasidir.
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Reaksiyon ilerledik¢e, Taq polimerazin 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesi, probdan 5’FAM
boyasinin probdan ayrilmasim ve sondiiriiciiden uzaklasmasini saglayacak, bu da

floresan sinyalde artig olarak sonuglanacaktir (Sekil 2.12) (37, 75).

LU =,

ITTT TS TR TTTTTTRRTTTTRANTINNNT] =] prrTTTTTTT

Sekil 2. 12. Hidroliz problarinin caligma prensibi. (Roche, Light Cycler 480,

Instrument Operator’s Manual, V1.5.)
2.5.1.2.2. Molekiiler Beacon Problari

TagMan problarina ¢ok benzer. Ancak bu problarda iki farklh kisim vardir; hedef
DNA’ya spesifik olarak baglanan asil prob kismi1 ve prob soliisyonda serbest iken
floresan boya ve sondiiriiciiyii birbirine yakin tutmak i¢in bulunan sa¢ tokasina benzer
yapida kok kismi. Prob, hedefe hibridize oldugunda sa¢ tokasi yapist acilir ve floresan
sinyal meydana gelir ( 37, 75).

2.5.1.2.3. Akrep Problar

Akrep problar, molekiiler Beacon problara benzer. Floresan sinyalin soliisyonda

serbest haldeki probda sondiiriilmesini saglayan bir sa¢ tokasi yapisi bardindirirlar.
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Ancak ek olarak bu problar, bi-fonksiyonel problardir. Prob diziye kovalent olarak
eklenmis primer dizisi, probun ayn1 zamanda primer gibi iglev gormesini saglar. PCR’1n
primer hibridizasyonu ve uzama asamalarinda, akrep problarin primer kismi, hedef
bolgeye hibridize olur ve ikinci denatiirasyonda sag¢ tokasi yapis1 agilir, prob da hedef
bolgeye hibridize olur, sondiiriicii etkisini kaybeder ve floresan 1s51ma meydana gelir

(75).

2.5.1.2. 4. Hibridizasyon Problar

Hibridasyon problari, spesifik olarak dizayn edilmis, alici ve verici floresan
boyalarla isaretlenmis iki oligoniikleotid probdan olusan sistemlerdir. PCR sirasinda iki
oligoniikleotid prob hedef diziye yapisarak yakin sekilde konumlanir. Bir probun

floresan enerjisi digerini uyarir ve 131ma meydana gelir (Sekil 2.13) (99).
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Sekil 2. 13. Hibridizasyon problarinin ¢alisma prensibi (Roche, Light Cycler 480, Instrument
Operator’s Manual, V1.5.)
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2.5.2. Real Time RT-PCR’da Kantifikasyon Yontemleri

2.5.2.1. Mutlak (Absolut) Kantifikasyon

Konsantrasyonu bilinen bir 6rnek serisini temel alarak olusturulan standart egriler
yardimiyla, bilinmeyen orneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmaktadir. Bu nedenle
standart egri metodu olarak da adlandirilir. Standart olarak DNA, plazmidler ya da RNA
kullanilabilir (37, 99).

2.5.2.2. Rolatif Kantifikasyon (Karsilastirmalh Crt) Yontemi

Real time PCR’da reaksiyon floresan 1simasiin esik degeri astig1 ilk siklus, gecis
noktast (crossing point=Cp) ya da gecis esigi (crossing treshold, Ct) olarak
adlandirilmaktadir. Kargilagtirmali Cr yonteminde, hedef genin Ct degeri ile referans
genin Cr degerinin farki ornekler arasinda karsilagtirilmaktadir. Bu nedenle yonteme

Delta-Delta Ct (AACt) metodu da denilmektedir (37,75, 98).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecg

3.1.1. Kullanilan Gerecler

- Luminometre (Lumistar BMG)

- Invert Mikroskop (Olympus CKX31)

- Etiiv (Heraeus)

- Vorteks (Stuart)

- Kuru blok 1s1tic1 (Techne Dri-Block DB-2D)

- Spektrofotometre (Thermo NanoDrop 2000c)

- Mikrosantrifiij (Labnet)

- Santrifiij (Heraeus Labofuge 400)

- Real Time Thermal Cycler (Roche Light Cycler 480 II)

- Homojenizator (Tissue- Lyser LT)

- Derin Dondurucu (Bosch)

- Buzdolab1 (Bosch)

- Laminair Flow (Ratek)

- Jel elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo EC 300 XL)

- Jel Elektroforez Tanki (Thermo OWL Easy Cast B1A)

- Mikrodalga Firin (Breyton)

- Jel Goriintiileme Sistemi (Viber Lourmat)

- Neubauer Lamu

- 15 ml lik steril polipropilen santrifiij tiipleri (Orrange Scientific)
- 1,5 ml lik Eppendrof Safel.ock Clear Steril Santrifiij Tiipleri (Eppendorf)
- 10 mI’lik serolojik pipetler (Orrange Scientific)

- Otomatik Pipet Seti (Thermo Scientific FinnTip)

(1 ml, 300 pl (¢cok kanallr), 200 pl, 20 pl, 10 pl ve 2 pl)

- Steril filtreli pipet uclar1 (Finntip)

- Genis agizhi steril filtreli pipet uclar1 (Finntip Wide Bore)
- 50 ml lik falkon tiipleri (Orrange Scientific)
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- Steril petri kaplar1 (orrange Scientific)

- Penset ve bistiiri setleri

- 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklar1 (Costar 3790)
- Steril Kimyasal kiiveti (Costar 4870)

- 96 kuyucuklu hiicre sayim plaklar1 (Nunc)

- Kagit havlu

- Kapakl plastik kutu

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- DMEM besiyeri (GIBCO DMEM + GlutaMAX™-I)
- Antibiyotik/Antimikotik soliisyon (Wisent)
- RNA Ilater (Qiagen)

- Triphan Blue Soliisyonu

- RNA izolasyon kiti

- Beta Merkaptoetanol

- Agaroz (Sigma)

- Borik asit (Sigma)

- Tris (Sigma)

- DNase I (Sigma)

- Etanol (Sigma)

- Etidyum bromid (sigma)

- Molecular Weight Marker (Fermantas)

- 6X Jel Yiikleme Tamponu (Sigma)

- Liberase (Roche)

- Luciferin (Roche)

- Luciferase (Roche)

- ATP resolution reagent (Sigma)

- Distile Su

- DNAse RNAse free distile su (Wisent)

- cDNA sentez kiti ( Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit)
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- Twistl ve Beta actin prob-primer seti (Roche Real Time Ready Gen Expression
Assay)
- Adriamisin (Doxorubicin)

- Taksoter (Docetaxel)

3.1.3. Orneklem Grubu

Mart 2010- Subat 2011 arasinda, Prof. Dr. Mahmut Miisliimanoglu tarafindan
cesitli merkezlerde gerceklestirilen meme cerrahi girisimlerinde ¢ikarillan 29 tiimodrden
ve Mart 2009- Mayis 2009 tarihleri arasinda European Laboratory Association’a (ELA)
kemohassasiyet testi istemi ile gonderilmis dort tiimorden alinan drneklerden olusan
toplam 33 tiimér calismaya dahil edilmistir. Tiimérlerden, yaklasik 0,5 cm®liik ikiser
parca cikarilarak, parcalarin biri ATP-TCA testi i¢in transport besiyerine alinmis,
ikincisi ise RNA eldesi i¢in korunmak iizere RNA stabilizasyon sivisi igerisine
aktarilmistir.  Ornekler tiimoriin merkezinden alinmis ve tiimor hiicre icerikleri
alindiklar1 sirada imprint sitoloji ile dogrulanmistir. Tiimorlere iligkin histopatolojik
bilgiler ETA Patoloji/Sitoloji Laboratuari’nda degerlendirilmistir. ATP-TCA ve gen
ekspresyon caligsmalari, PREMED Prenatal Tanm1 ve Genetik Hastaliklar Uygulama
Arastirma Merkezi, Molekiiler Genetik Arastirma Laboratuari’nda gerceklestirilmistir.
ATP-TCA testlerinde kullanilan luminometre, European Laboratory Association

tarafindan saglanmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. ATP-TCA

3.2.1.1. Tiimoérlerin Alinmasi
Ameliyat sirasinda hastadan ¢ikarilan timor dokusunda, timor hiicre igerigi
imprint sitoloji ile incelendikten sonra tiimériin odagindan 0,3-0,5 cm®liik iki parca

kesit halinde ¢ikarilmig ve biri daha sonra RNA izole etmek iizere RNA stabilizasyon
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stvist icerisine alinmus, digeri ise ATP-TCA igin steril bir santrifiij tlipli igerisindeki

yaklagik 7 mI’lik transport besiyeri icerisine alinmistir.

Transport besiyeri icerigi

DMEM

% 0,2 antimikotik/antibiyotik soliisyon

3.2.1.2. Timorlerin Enzimatik Parcalanmasi

ATP-TCA i¢in timdr doku Orneginin hiicrelerine ayristirilmasi gerekmektedir.

Bunun ig¢in;

1.

10 ml transport besiyerine 250 pl Liberase enzimi ve 60 pl DNAse I eklenir.

2. Doku once steril petri kab1 icerisinde mekanik olarak parcalanir. Miimkiin

oldugunca kiigiik parcalar elde edilir ve bu pargalar 15 ml’'lik steril santrifiij
tiipii icerisindeki enzim-transport medyum karigimi icerisine konur.

37°C’lik etiivde gece boyunca 15 dakikada bir dairesel hareketler ile tiipiin
karistinldigir bir diizenege yerlestirilen santrifiij tlipii icerisindeki doku
parcalarmin hiicrelere ayrilmasi saglanir. Hiicrelerin ayrilmasi, kuyucuklarda
kiimelenmeler sonucu sayisal verileri etkilemelerini Onlemek agisindan

onemlidir.

3.2.1.3. Kiiltiir Asamasi

Santrijiij tiipii (icerisinde herhangi bir doku pargas1 kalmadigina emin
olunduktan sonra) 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir

Hiicre kiiltiirtinde kullanilacak olan CAM besiyeri hazirlanir. CAM besiyeri
icin transport besiyerine %?2 Ultraser G eklenir.

Denenmesi planlanan ilag stoklar1 ependorf tiipleri icerisinde hazirlanir. Bizim

calismamizda kullanilan adriyamisin 2 pl/1 ml, taksoter ise 30 pl/ 1 ml olacak
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sekilde hazirlanmistir.Bu asamadan sonra direk 151k gormemesi gereken ilaglar
ile calisildigindan steril kabinin 15181 kapali olmalidir.

. Hiicre kiiltiir mikroplaginin her bir kuyucuguna cok kanall pipet araciligiyla
100 pul CAM besiyeri konur.

. Kiiltiirde her ila¢ denemesi ii¢ defa tekrarlanmakta boylece sayisal olarak daha
giivenilir sonuglara ulasmak hedeflenmektedir. ilag stok soliisyonundan 100 ul
alinarak mikroplagin ilk sirasinda ilgili 3 kuyucuga konur ve pipetaj yapilarak
karisim homojenize edilir. Bu kuyucuktan 100 pl ilag-besiyeri karisimindan
cekilerek bir sonraki siraya konur ve bu boylece 6. siraya kadar devam eder. 6.
siradan cekilen 100 pl’lik ilag-besiyeri karigimi atilir. 7. kuyucuga (MO) ve 8.
kuyucuga (MI) ila¢ koyulmaz (Sekil 3.1).

TUMOR1 TOMOR 2
ADRIYAMISIN  TAKSOTER ADRIYAMISIN  TAKSOTER
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Sekil 3.1. ATP-TCA hiicre kiiltiir mikroplakasi

. Santrifiijden ¢ikarilan tiipiin dibindeki pellet kaldirilmadan {izerindeki fazla
besiyeri atilir. Uzerine 3 ml CAM besiyeri eklenerek pipet ile ¢ok iyi pipetaj
yapilir. Tiip steril kabine yatik sekilde koyulur.

. Bir ependrorf tiipiiniin icerisine 50 pl tripan blue boyas1 koyulur. Uzerine 3 ml
lik hiicre siispansiyonundan 50 pl eklenir. Neubauer lamina bu karigimdan 10
ul koyularak invert mikroskop altinda canli ve 6lii hiicre sayilar1 belirlenir
(Sekil 3.2). (480.000-1.500.000)/10ml arasindaki sayiya karsilik gelen
konsantrasyonlarda sonug¢ alinabilmektedir. Hiicre sayis1 asagidaki formiille

hesaplanir;
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Sekil 3. 2. Neubauer laminda hiicrelerin sayilacag: alanin goriintiisii

Neubauer laminin kirmizi1 ile belirtilen alanindan sayilan hiicre sayis1 dikkate

almarak formiilde hesap yapilir;

10.

11.

12.

Mikroskopta sayilan hiicre sayis1 x 2 x 10.000 x 3

Hiicre siispansiyonunun {izerine hiicre sayis1 yeterli ise 7 ml daha besiyeri
eklenir ve homojenize edilir.

Hiicre siispansiyonu steril kiivet icerisine bosaltilir. Bu islem icin serolojik
pipetler kullanilir.

Konteyner igerisindeki hiicre siispansiyonundan ¢ok kanalli pipet ile alinan
100’er pl'lik karigim 8. swraya kadar her siraya koyulur. 8. siraya hiicre
sispansiyonu eklenmez (MI).

Mikroplaka kapagi hava alabilen bir kutu icerisinde etiive kaldirilir. Kutunun
icerisinde, mikroplakanin altina nemli kagit koyulur.

% 5 CO,’li 37°C’lik etiivde 5-7 giin arasi inkiibe edilir.

3.2.1.4. Luminometrik Sayim Asamasi

1.

Saymm icin kullanilacak mikroplakaya her bir hiicre kuyucuguna karsilik 100
pl somatik hiicre ayirici soliisyon koyulur.

Kiiltiir mikroplakasindan ¢ok kanalli mikropipet ile hiicre slispansiyonundan
100 pl’lik karisim pipetaj yapilarak alinir ve sayim plagindaki somatik hiicre
ayirici soliisyon iizerne birakilir. Hiicre transfer islemleri genis agizh filtreli
steril uclar ile gergeklestirilir.

Lusiferin Lusiferaz enzimi hazirlamak iizere, 7 ml ATP tamponu steril bir tiipe

konur. Igerisine, kullamilan lusiferin ve lusiferaz enziminin prospektiis bilgisi
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dogrultusunda her iki enzimden eklenir. 7 ml ATP-Lusiferin-Lusiferaz (Lu-

Lu)karisimi 96 kuyucuktaki 6rnegin okunmasi i¢in yeterlidir.

4. Luminometrenin filtreli

bulundugu sayim plakasi da drnek tepsisine yerlestirilir.
5. Sayim islemi baslatilir.

6. Saymm sonucunda elde edilen veriler luminometre tarafindan Excel dosyasi

haline getirilmektedir (Sekil 3.3) .

ucu Lu-Lu

icerisine  yerlestirilir.

Orneklerin

£1 Microsoft Excel - DEMO

Diizen

{27 Dosya

Garindm

Ekle  Bigim  Araglar  Veri

A EE SIS 3R G

Pencere  Yardim

8 F 412 4

-of : Arial

- K T A|

P17 -

3

A ]

B

C

D

F

G

H

2504
12349
13078
13014
21034
13511
43203

136

m|m|w|m‘m|g|m|m =

1142
10418
11242
15752
13234
18155
IEI7L

il

1291
11927
11111
15596
16580
13827
EEiE

a2

1010
1932
14954
33470
2271
24380
26536
406

957
2628
21560
30464
32353
29821
EEHE]
A2

43
2398
15794
22931
26787
39156
39751
463

5907
28311
47493
3891
42547
k]
41956

57

7808
16009
26155
25242
28684
27129
32093

467

4812
15434
0621
21870
23626
28274
2RIRE

112

8077
15344
19144
28126
28120
25628
24669

423

T8
12633
17642
2l
26381
21995
2398

429

8469
12350
15467
27867
24115
24056]
21226

465

=

=

7. Luminometre temizlenir ve kapatilir.

3.2.1.5. Degerlendirme Asamasi

Orneklerin AUC (Area Under Curve) degerleri bir Excel programi yardimiyla
hesaplanir. Biz calismamizda ELA laboratuarinda kullanilan Centoaus Office Excel
Programi’ndan yararlanarak orneklerin AUC degerlerini hesapladik. AUC < 12,500

olan tiimorler direngli, AUC> 12,500 olan tiimorler ise hassas olarak kabul edilmektedir

Sekil 3.3. Luminometrede elde edilen excell sonuglarina bir érnek

(64). Sekil 3.4’te Centoaus Office sonrasi elde edilen goriintiiler 6rneklenmistir.
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E1 Whicrosof el - rakibe
iE] Dosya Digzen Gorinim Ekle Bicim Araglar Veri Pencere Yardim
N EE RO F R 6D @ S8 o8] R AR 0 - @ W Courier
K15 o b
B [ c D E [ F [ G H

1 TCA CALCULATIONS OF PERCENT INHIBITION 06.04_2011

2 TITRATION OF S00% TEST DRUG CONCENTRATION

3 TCA-Nr. - EI 4317
Ta | MT MI 10 M0 BATTENT: B.N. CTEMAN
B
6 | EED EED &52 652 SPECTMEN:

7 354 354 652 652

a [ 358 358 507 507 CELLS/VWELL:®

9 342 342 530 530
10 | 348 348 503 503 ASSAY DAYS:
? 373 373 530 530

12 PERFORM BY -

13 MEAN asi 563
F Ccvs 3,89% 11,24% Beperkung:
15 |
1T PERCENT TEST DRUG keine Aunswertung

17 DRUGS /CALCS 200 100 50 25 12,5 6,25
1S |ADRIAMYCIN 474 523 553 526 738 647
20 15,10 571 469 573 657 856 647
21 -34,01 505 173 628 467 536 647
22 |MEAN 517 432 585 550 710 647
23 |RANGE% 7.83% 5,33% 5,42% 14,44% 18,61% 0,00%
24 |INHIBIT % 21,94 33,3% -10,03 6,27 -68,97 -39,34
25
i TAXOTERE 573 441 511 a8l 559 680
27 39,34 452 448 511 430 559 680

Sekil 3.4. Centoaus Office ile veri girisi

3.2.2. Gercek Zamanh Ters Transkriptaz PCR Reaksiyonu ile

Ekspresyon Analizi

3.2.2.1. RNeasy Mini Kit ile RNA izolasyonu

1. RLT Buffer icerisine 10 pl/ml olacak sekilde Beta merkaptoetanol eklenir.

2. RPE Buffer igerisine 1’e 4 hacimde absoliit etanol eklenir.

Gen

3. Parcalama ve homojenizasyon i¢in Qiagen Tissue Lyser LT kullanimisgtir.

Bunun icin parcalamada kullanilacak boncuklar 2ml’lik tiipler igerisine konur

ve kuru buz iizerinde en az 15 dakika beklenir.

4. RNA later icerisindeki doku Ornekleri sogutulmus boncuklu ependorf

tiiplerine koyulur ve 15 dakika buz iizerinde bekletilir.

5. Tipler buzdan alinip Tissue Lyser LT adaptoriine yerlestirilir.

6. Tiiplerin iizerine 600 pul Buffer RLT eklenir.

7. 3-5 dakika RLT icerisindeki dokular homojenizatdrde parcalanip homojenize

edilir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Siipernatant yeni bir tiipe transfer edilir ve iizerine bire bir hacim % 70’lik
etanol eklenir, pipetaj yapilir.

Sekizinci basamakta olusan karisimdan 700 pl kadar alinip RNeasy spin
kolonuna aktarilir. 15 saniye 10 bin rpm de santrifiij edilir. Siiziinti atilir.
RNaesy spin kolonuna 700 pl RW1 Buffer eklenir, 15 saniye 10 bin rpm de
santrifiij edilir. Siiziintli atilir.

Spin kolonuna 500 pl RPE eklenir. 15 saniye 10 bin rpm de santrifiij edilir.
Siiziintii atilir.

Spin kolonuna 500 pl RPE eklenir. 2 dakika 10 bin rpm de santrifiij edilir.
Siiziintii atilir.

Spin kolonu 1,5 ml’lik temiz bir ependorf tiipiine yerlestirilir. 30-50 pl RNase
free su eklenir ve 1 dakika 8 bin rpm de santrifiij edilir.

Elde edilen siiziintii RNA icermektedir. Bu basamakta verimi arttirmak igin
sliziintli spin kolonundan bir defa daha santrifiijle ge¢irilebilir.

Elde edilen siiziintiiniin 2 pl’si Nano Drop’ta drnegin miktar tayini igin
kullanilabilir. Orneklerimizde 150 ila 800 ng/ ul arasinda RNA’lar elde

edilmistir.

3.2.2.2. Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit ile cDNA Sentezi

0,2 ml'lik PCR tiipleri igerisine, 2 pl Random Hexamer Primer (600
pmol/ul stok) RNA ve H,O eklenerek toplam 11.4 pl’lik bir karisim elde
edilmistir. Orneklerdeki RNA miktarlarim esitlemek icin, her bir 6rnegin
konsantrasyonu reaksiyonda 500 ng olacak sekilde su ve RNA
eklenmistir. Karigim thermal cyclerda 65°C’de 10 dakika inkiibe edilip
siire bitiminde hemen buz iizerine alinmistir.

Tabloda (Tablo 3.1) belirtilen bilesenlerden olusan bir ana karisim her bir
ornek basina 8,6 pl olacak sekilde hazirlanmig ve bu birinci basamaktaki

11.4 pl’'lik karigima eklenerek toplam 20 pl’lik karigim elde edilmistir.
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Tablo 3.1. cDNA sentezinde kullanilan

kimyasallar ve hacimleri

Transriptase Enzimi

BILESEN HACIM
Transcriptor High Fidelity Reverse aul
Transcriptase Reaksiyon Tamponu, 5X "
Protector Rnase Inhibitor, 40U/ul 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix, her biri 10 mM 2ul
DTT 1l
Transcriptor High Fidelity Reverse Liul
Ap

4. 20 ul'lik karisim 45°C’de 30 dakika ve 85°C’de 5 dakika tutulmus ve

sonrasinda buza alinmaigtir.

a) b)

Sekil 3.6. 1 no’lu tiimorden izole edilen RNA (a) goriintiisii ve tiimorlerden elde edilen cDNA’lara

ait agaroz jel goriintiisii (b,c). Her jelde ilk sira markir olup 1kb’dur.
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3.2.2.2. Roche Real Time Ready Catalog Assay ile Gen Ekspresyonu

Calismamizda TWIST (Twist 1) geni ve hausekeeping olarak kullanilan Beta
Actin (Actb) geninin Light Cycler 480 ile kantifikasyonu i¢in Roche Real Time Ready
Single Assay primerleri kullanilmistir. Bunun icin, hem TWIST hem Beta Actin geni
icin ayr1 ayr1, Tablo 3.2°de belirtilen bilesenlerden olusan bir ana karisim hazirlanmis ve
ornek basina 15 pl bu karisimdan, 50 ng RNA’ya karsilik gelen cDNA ve gerekirse su

eklenerek, son hacim 20 pl’ye tamamlanmgtir.

Tablo 3.2. Real Time Ready Bilesenleri ve Hacimleri

TWIST1 BETA ACTIN

BIiLESEN HACIM |BiLESEN HACIM

PCR grade H,0O 4ul | PCR grade H,O 4ul

Light Cycler 480 Prob Master, )
0,5 ul | Light Cycler 480 Prob Master, 2X | 0,5 ul

2X

Real Time Ready Twistl Primeri| 2 pl | Real Time Ready p aktin primeri 2ul
TOPLAM HACIM 20 ul | TOPLAM HACIM 20 ul

'§et-up

Detection Format Block Type Reaction Volume
MNMonocolor Hydrolysis Probe / UPL Probe 96 20 pl

Filter combination:
dynamic Mode
FAM 483 — 533 or 485 — 510 respectively, for LightCycler® 480 Instrument Version | or Il

Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
Pre-Incubation 1 Mone
mplification 45 Quantification
Cooling 1 MNone
Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)
Mode
Pre-Incubation
195 Mone 00:10:00 4.4
IAmplification
195 Mone 00:00:10 4.4
60 Mone 00:00:30 2.2
72 Single 00:00:01 4.4
Cooling
140 Mone 00:00:30 2.2

Sekil 3.6. Real Time Ready Catalog Assay PCR Sartlar
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3.2.2.3. Light Cycler 480 Cihazina Orneklerin Yiiklenmesi

1. Her bir 6rnek hem beta aktin hem de TWIST geni real time raksiyonlar
en az iki ayr1 reaksiyon olarak tekrarlanmistir.

2. 96’lik Roche plaklarinda ornekler Light Cycler 480’e yiiklenmis ve
sonuclar Light Cycler 480 II Basic Relative Quantification Programi ile

analiz edilmistir.
3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme
Calismamizda, adriamisin ve taksoter ATP-TCA verileri ile twist gen ekspresyonu
arasindaki iligkiyi degerlendirmek iizere SPSS.17.0 paket programindan faydalanilarak

Mann Whitney U testi kullamilmistir. P<0.05 ©nemlilik diizeyine gore sonuglar

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Yas Gruplarima Gore Dagilimlari

Calismamizda kullanilan tiimor orneklerinin alindig1 toplam 33 hastanin genel
yas ortalamas1 54,8’dir. 41-50 yas aras1 hastalar % 36.4’liikk bir oranla en biiyiik grubu
olustururken, 40 yas alt1 hastalar % 12 ile en kii¢iik grubu olusturmaktadir. 61-70 yas
aras1 ve 70 yas Ustli hastalarin dagilimi esit olup %18.2’lik gruplar olusturmakta iken,

51-60 yas aras1 hastalar % 15.2’lik bir grup olusturmaktadir (Sekil 4.1.).

51-60 yas
arasl

Sekil 4.1. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi

4.2. Tiimorlerin Histolojik Tiplere Gore Dagilim

Calismamizda degerlendirmeye alinan tiimorlerin %81.81’1ni, tek veya ¢cok odakl
invaziv duktal karsinomlar; % 12.12’si, miks tipte tiimorler; (IDC+ILC vb); % 3.03’{inii
invaziv lobiiler karsinomlar (ILC) ve % 3.03’iinii, miisindz karsinomlar olusturmaktadir

(Sekil 4.2).
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ORNEK
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60

40

20

; HisTOLOJIK
IDC  MiKSTiP  ILC MUSINGZ TP

Sekil 4.2. Tiimoérlerin histolojik tiplere gore dagilimu

4.3. Tiimorlerin Ostrojen Reseptor, Progesteron Reseptor ve HER2/neu

Diizeylerine iliskin Immiinhistokimyasal Bulgular

Tiimorlerin Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve HER2 diizeyleri

patoloji laboratuarinda immiinhistokimyasal yontemler ile belirlenmistir.

ORNEK
SAYISI (%)

100

80

40

20

IMMUNHIS TOKIMYASAL

— BULGU

ER(+) PR(y HER2(+) UCLU
NEGATIF

Sekil 4. 3. Tiimorlerde ER, PR ve HER2 bulgular:

Calismamizdaki tiimorlerde Ostrojen reseptor (ER) ve progesteron reseptor (PR)

pozitifliginin siras1 ile % 72.72 ve % 66.66 oldugu goriilmistir. HER2 pozitif
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tiimorlerin oram % 39,39°dur. Uglii negatif ( ER, PR, HER2 acisindan negatif ) tiimorler
ise % 12,12’lik oran ile en kiiciik grubu olusturmaktadir (Sekil4.3).

44. Tiimorlerde Metastaz Ve Histolojik Grade Bulgular:

Calismamiza dahil edilen tiimorlere sahip hastalarin %39,39’unda metastaz
(aksiller ve/veya sentinel lenf nodu pozitifligi) bulgular1 goriilmiistiir. Metastaz bulgusu

olmayan tiimorlerin orani ise % 60,61 dir.

Calismamizdaki tiimor orneklerinin % 75,8’i Grade 3; % 18,2’si Grade 2
tiimorlerdir. Grade 1 tiimorler % 3 ile en kiigiik grubu olusturmaktadir. Tiimorlerden

birinin histolojik greydi bilinmemektedir (% 3).

4.5. TWIST Gen Ekspresyonu 2"“* Sonuclar1

Her bir 6rnek icin TWIST transkript kopya sayis1 degisiklikleri beta aktin referans
geni kullamlarak 2“4} metdou ile belirlenmistir (Sekil 4.4 ve Tablo 4.1)

[ — =
Sample View Bar Chart
Samples for Pairing [ Amplification Curves
Color|Pos | Sample Name | Type Filter Comb Target Name
W " Target Unkno 465-510 B —
W 10 Target Unkno 465-510 > =
W ~Target Unkno 465-510 7 ///’-‘—ﬁ.{
| EEH] Target Unkno 465-510 4 -
Yy 788
W = " Target Unkno 465-510 /
B10 Target Unkno 465-510 / / / /4
W 11 . Target Unkno 465-510 gy y 4
B12 Target Unkno 465-510 // 74
W e _ Reference Un 465-510 L g
c1o Reference Un 465-510 = -
W c11 “Reference Un 465-510 5 0 15 7 7 E E 0 r
4| Cycles
Apply - Color Comp . Show Abs
t
T el Notes alculate ' Settings: Gilant
Instrument;  LightCyclerd80 / Standby (MWP loaded) Database: Traceable Datahase (Traceable)
o0z =] = System Admin
Information | -«
: i g e |
Bar Target Name | Target | Reference | Ratios
Chart Pairing Sample Name Targets | Mean Cp | MeanCp | TargetRef | Status
v a9/c9 = CT:4-N 29.92 21.11 2.22E-3
52 a0/c10 6o Tr6-Nk 27.97 21.73 1.33E-2
v a/c11 8- cTie-n 25.94 18.81 1.426-2
Analysi v az/c1z 9- LU AC 29.74 23.27 1.13E-2
| B9/D3 4= ACT: 4 29.31 21.15 z.30E-3
2 B10/D10 6 ACT:6- 28.73 21.45 6.45E-3
Report i B11/D11 8- T8 26.11 19.92 1.37E-2
1] Blz/p12 9 6LU-2 22.97 (]

Sekil 4.4. Baz: tiimorlere ait RealTime PCR goriintiisii
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Tablo 4.1. Tiimérlerin Twist gen ekspresyonu (27

(AAC

') sonuglart

ORNEK NO | 2744 ORNEKNO |27*¢p ORNEK NO | 2°C

1 19,02731 12 2170567 |24 21,40684
2 230,7201 13 57,2816 25 42,81368
3 103,9683 14 22,7848 26 32,89964
4 28,05138 15 14,6213 27 6,147501
5 19226176 |17 29,446 28 150,1229
6 5571524 18 47,17661 29 21,55574
7 41,06963 19 3575318 |34 159,7863
8 276,28 20 22,3159 54 15,67072
9 26,72281 21 38.85424 |55 6,105037
10 12,72858 2 1812614 |87 1,00

1 66,71781 23 41,06963 88 14,12325

1 no’lu timdr Orneginin metastazindan alinan doku Orneginde de TWIST gen

ekspresyonuna bakilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. 1’'no’lu timoérde ve lenf nodu metastazinda Twist Ekspresyonu

ORNEK NO 2.44CT
1 (Primer Tiimor) 19,02731
1' (Metastaz) 159,7863
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4.6 ATP-TCA (Adenosine Triphosphat Tumor Chemosensitivity Assay) Ve

Twist RT-PCR Sonuclarmm Iliskisinin Degerlendirilmesi

27 timor orneginde ATP-TCA calismasi icin yeterli hiicre elde edilmistir. ATP-
TCA basar1 oran1 % 96,3’diir. Ug timor (% 9,09) normal hiicre kiiltiir flasklarinda fetal
bovin serum ile manipiile edildiklerinden ATP-TCA sonuclar1 degerlendirilmeye
alinmamistir.  Ug tiimorden ise ATP-TCA igin yeterli hiicre elde edilememistir

(ntoplam:33)-

Adriyamisin ve Taksoter ile ayr1 ayr1 ATP-TCA uygulanan tiimorlerin bu ajanlara
hassasiyet durumlar1 Centoaus Office97 (ELA) programi ile hesaplanmistir. Area Under
Inhibition Curve (AUIC) < 12.500 olan tiimorler kullanilan ajana cevap vermeyen,
AUIC >12.500 olan tiimorler ise kullanilan ajana cevap veren tiimorler olarak

gruplandirilmistir (Tablo 4.3; 4.4 ve 4.5).
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Tablo 4.3. Taksoter Hassasiyetine Gore Tiimorlerde Twist Ekspresyon Farklar

TOPLAM | ORTALAMA
ORNEK
NO AUC |2°DDCT
3 11797 | 103,9683067
5 6257 |19,22617679
21 3176 | 38.8542363 162,0487198 | 54,01623994
TAKSOTERE CEVAP VEREN TUMORLER
1 16933 | 19,02731384
2 16858 | 230,7201184
6 17766 | 55,71523605
7 16986 | 41,06962872
9 18517 | 26,72281342
10 17215 | 12,72858374
11 17777 | 66,71780869
12 15258 | 21,70566924
13 15499 | 57,28160454
14 16929 | 22,78480313
15 18141 | 14,6213032
17 15630 | 29,446005
18 18009 |47,17661495
19 17540 | 35,75318842
22 18858 | 18,12614216
23 13845 | 41,06962872
27 16548 | 6,147500725
29 14864 | 21,55573723
34 18703 | 159,7863103
54 14287 | 15,67072476
55 12518 | 6,105036836
87 17552 | 1.00
88 15068 | 14,12324794 965,05502 | 51,72239369

p=03 (p>0,05)
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Tablo 4.4. Adriamisin Hassasiyetine Gore Tiimorlerde Twist Ekspresyon Farklar1

TOPLAM | ORTALAMA
ORNEK

NO AUC |2-"DDCT

1 11260 | 19,02731384

2 279 |230,7201184

3 g278 | 103,9683067

13 8543 | 57,28160454

21 2573 | 38,8542363

23 7626 | 41,06962872

29 11590 | 21,55573723

34 7859 | 159,7863103

54 10266 | 15,67072476 | 687,934 | 76,43710898
ADRIAMISINE CEVAP VEREN TUMORLER
5 13341 | 19,22617679

6 13122 |55,71524

7 14613 | 41,06962872

9 17182 | 26,72281342

10 15720 | 12,72858374

11 16203 | 66,71780869

12 15179 |21,70566924

14 16929 | 22,78480313

15 14200 | 14,6213032

17 16534 | 29,44600482

18 18113 | 47,17661495

19 15668 | 35,75318842

22 12552 | 18,12614216

27 13058 | 6,147500725

55 13105 | 6,105036836

87 17447 | 1.00

88 14634 | 14,12324794 | 439,1698 | 24,39832016
p=0,041 (p<0,05)
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Tablo 4.5. Taksoter ve Adriamisin Hassasiyetine Gore Tiimorlerde Twist Ekspresyon Farklar

NO 2-A"DDCT TOPLAM ORTALAMA
3 103,9683067
21 38,8542363 142,82254 71,4112715
TAKSOTER VE ADRIAMISINE
CEVAP VEREN TUMORLER
6 55,71523605
7 41,06962872
9 26,72281342
10 12,72858374
11 66,71780869
12 21,70566924
14 22,78480313
15 14,6213032
17 29,446005
18 47,17661495
19 35,75318842
22 18,12614216
27 6,147500725
55 6,105036836
87 1,00
88 14,12324794
5 19,22617679 439,16976 25,8335152
p=0,084 (p>0,05)
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5. TARTISMA

Kanserin tedavisi i¢in medikal karar asamasinda; tedavi uygulanmadiginda olasi
klinik sonug, tedaviden fayda saglama olasiligi, miidahaleden kaynaklanabilecek
muhtemel yan etkiler ve hastanin tercihleri gibi faktorler 6nemli olmaktadir (94, 95).
Bu nedenle, kanserin tedavisinde hastaligin klinik seyri hakkinda bilgi verecek
prognostik markirlar ile uygulanmasi planlanan tedavinin etkinligi ile ilgili bilgiler

verebilecek Ongoriisel markirlarin belirlenmesi giderek daha fazla dnem kazanmaktadir.

Son donemlerde, gelisimsel olaylarda 6nemli rol oynayan epitelyal mezenkimal
degisim siirecinde gorevli transkripsiyon faktorlerinin kanserde metastaz ve ilag¢ direnci
ile iligkili oldugu bildirilmektedir (56, 58, 67). Epitelyal mezenkimal degisimde gbrev
alan transkripsiyon faktorlerinden biri olan Twistin, kanserde anti apopitotoik rol
oynadig1 ve ¢esitli kanser hiicre hatlarinda ilag direncine aracilik ettigi gosterilmistir

(58, 67,69, 70).

Calismamizda, bHLH transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesi olan Twist
transkripsiyon faktoriiniin, meme tiimorlerinde degisken ekspresyon gosterdigi
belirlenmistir. Tiimorlerin adriamisin ve taksotere hassasiyetleri de ATP-TCA ile
belirlenmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler, Twist transkripsiyon faktorii
diizeylerindeki artis ile tiimorlerin adriamisine hassas olmamas1 arasinda anlaml bir
iliski (P< 0,05) saptanirken (Tablo 4.4), timérlerin taksotere hassasiyetleri ile twist gen

ekspresyon farklar1 arasinda anlaml bir iliski olmadigi goriilmiistiir (Tablo 4.5).

Bildigimiz kadariyla, daha Once kemoterapi goérmemis meme kanseri
hastalarindan alinan tiimor Orneklerinde adriamisin ve taksotere ATP-TCA ile
belirlenen hassasiyet ve Twist ekspresyon farkhliklar1 arasindaki iligkiyi arastiran bir

calisma bulunmamaktadir.

Twistin apoptozu inhibe ettigine dair ilk bulgular Maestro ve ark. tarafindan

rhabdomyosarkomlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda elde edilmistir (70). Calismada,

79



Myc onkogeninin pro apoptotik etkilerine karst koyabilecek cDNA bdlgelerinin
fonksiyonel olarak taranmasi sirasinda, bHLH domaini iceren proteinlerin varligi ortaya
cikarilmis ve bu proteinlerin Twist ve Dermo 1 oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada,
twist ekspresyonunun p53 indiikli biiylime- durdurulmasim devre dis1i biraktig
goriilmiistiir ve bu olayda twistin, ARF geninin ekspresyonunu baskilama yeteneginin
rolii olabilecegi bildirilmektedir (70). Guo Chang ve ark. tarafindan 2000 yilinda
yapilan bir calismada, mutant p53’e sahip, adriamisine diren¢li MCF7 hiicre hatlarina
(MCF7/Adr) pl4 ARF cDNA’sinin transferi ile adriamisin direncinin azaltilabildigi
bildirilmistir.  (22). Bu iki calisma birlikte g6z Oniine alindiginda, caligmamizda,
adriamisine hassas olmayan tiimorlerde artmus twist ekspresyonunun ARF inhibisyonu

izerinden anti apopitotik etki gostermesi olas1 goriinmektedir.

Pham ve ark. tarafindan 2007 yilinda yapilan bir calismada, Twistin, NF-kB
tarafindan upregiile edilmesinin kemoterapotik ajanlarin indiikledigi sitotoksisiteyi
engelledigine iligkin bulgular elde edilmistir (87). HtTA, HtTA-RelA, CCR3, PC3
hiicre hatlar1 kullanarak yapilan caligmada, NF-kB’nin, twist ekspresyonunu dogrudan
kontrol ettigi belirlenmistir. Bu calismaya gore Twist, kemoterapotik ajanlarin neden
oldugu hem apopitotik hem nekrotik hiicre 6liimii yolaklarina karst koruyucu roller
istlenmektedir. Bu calismada twistin hiicre 6liimiiniin ekstrinsik ve intrinsic yolaklarim
bloklama 0zelligini arastirmak tizere, doksorubisinle ayn1 anikanser ajanlar grubunda
bulunan daunorubisin ajanindan faydalanilmistir. Twistin, hem TNFalfa indiikli
ekstrinsik hiicre Oliimiini hem de daunorubisin indiiklii intrinsik hiicre Oliimiinii
baskilama 0zelliginin oldugu belirlenmistir (87). Adriamisin, Pham ve ark.’nin
caligmalarinda kullandiklart1 daunorubisin antibiyotigi ile ayni antikanser ajanlar
gurubunda smiflanmaktadir ve sitotiksik etki mekanizmalar1 benzerlik gostermektedir
(70,87). Ayrica, NF-kB aktivasyonunun, adriyamisin indiiklii apoptozu inhibe
edebildigi pek cok calismada bildirilmistir (14, 24, 121). Daha 6nce, NF-kB yolaginin
bloklanmasinin meme kanseri hiicrelerinde kemorezistans1 engelleyebildigi de
bildirilmistir (117). Tim bu veriler gdoz Oniine alindiginda, calismamizdaki twistin
meme tiimorlerinde adriamisine direngle iliskilisine aracilik edebilecek olas1 bir diger

faktor de Nf-kB aktivasyonu olabilir.
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Cheng ve ark. tarafindan yapilan bir calismaya gore (26), Twist, STAT3
tarafindan transkripsiyonel olarak aktive olmakta ve STAT3 onkogenik fonksiyonlarina
aracilik etmektedir. Calismada, 46 meme tiimor 6rneginde STAT3 iin, transkripsiyonel
olarak Twist’i indiikledigi belirlenmistir. Kim ve ark., tarafindan MDA-MB-231,
MCF7, ve HepG2 hiicre hatlarinda yapilan bir calismada ise JNK yolagi iizerinden
STAT3 aktivasyonunun doksorubisine diren¢ gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(60). Bu iki ¢alisma ile birlikte, doksorubisine hassas olmayan tiimorlerde artmis twist
ekspresyonu buldugumuz bizim calismamiz g6z Oniine alindiginda, Twistin STAT3
indiiklii aktivasyonunun meme kanserinde goriilen adriamisin kemorezistansinda etki

gosterebilecegi ihtimali giiclenmektedir.

Li ve ark.(67) tarafindan MCF7 hiicrehatlarinda yapilan bir ¢aligmada, hiicreler
G1/s ve G2/M fazlarinda senkronize edildikten sonra adriamisin ile muamele edilmistir.
Rutin olarak kiiltiir edilen adriyamisinle muamele edilmis ve edilmemis hiicrelerin
morfolojilerini karsilagtiran arastirmacilar adriyamisinle muamele edilen hiicrelerin
diizlesmis ve aktif yayillim goOsteren yapilanmalarina karsin, adriamisin verilmeyen
hiicrelerin epitel hiicrelerine karakteristik siki paketlenmis koloniler olusturdugu
gozlemlemiglerdir (67). Adriamisin muamelesi, hiicre hiicre baglantilariin biiyiik
oranda kaybedilmesine neden olmaktadir. Bu fenotipik degisiklikler, Twist
transkripsiyon faktorii tarafindan indiiklenen epitelyal mezenkimal transisyon profili ile
uyum gostermektedir. Ayrica adriamisine 36 saat maruz birakilan hiicrelerde P-
glikoprotein seviyesi, western blot ile taranabilir diizeye ulagsmaktadir. Adriyamisine
maruziyet, p- glikoprotein substrati olan ilaglarin yani sira, p-gp ile iligkisi bildirilmemis
ilaclara da cevab1 olumsuz etkilemistir (67). Calismada adriamisin tarafindan
indiiklenen apoptoz ve EMT fenotipinin biiyiik oranda hiicre siklusuna bagiml oldugu
bildirilmistir. Bu ¢aligmada Twist ekspresyonunun adriyamisin tarafindan hem zaman
hem de doza bagimli olarak arttif1 goriilmiistiir. Twist baskilanmas1 hem adriyamisin
indiikli EMT fenotipini hem de p-gp ekspresyonunu baskilamistir. Calismada Twist
deplesyonunun, p53-mdm2-Twist kompleksinin harabiyeti {izerinden adriyamisin
hassasiyetini arttirdi@1 goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, Adriamisin tedavisi sonrasinda

meydana gelen p-glikoprotein indiikli direncin ve EMT kaynakli daha invaziv hastalik
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fenotipinin twist hedeflemeye yoOnelik terapotik uygulamalar ile azaltilabilecegi
bildirilmektedir (67). Bizim caligmamizda ise tiimorlerdeki twist gen ekspresyon
diizeyleri, tiimor Ornekleri, adriamisine maruz kalmadan o©nce stabilize edilerek
belirlenmistir. Li ve ark.’nin adriamisine maruz biraktiklar1 hiicrelerde bildirdikleri
Twist gen ekspresyon artisi ile tiimorlerin direnci arasindaki iliski, bizim ¢alismamizda,
primer tiimorlerde adriamisin maruziyeti dncesinde de belirlenebilmistir. Calismamizda,
adriamisine hassas olmayan dokuz tiimorden ikisinin ayni zamanda, bir mikrotiibiil
stabilize edici ajan olan taksotere de hassas olmadigi goriilmiistiir (tablo) Bu iki
timorde, her iki ajana da cevap alinamamasi, MDR fenotipini diisiindiirebilir. Li ve
ark.’nin caligmas1 ile bizim calismamiz birlikte degerlendirildiginde, Twistin,
adriamisine maruz kalmadan da baz1 tiimorlerde p-glikoprotein artis1 kaynakli MDR
fenotipine neden olup olmadigi sorusu akla gelmektedir. Yaptigimiz literatiir

taramasinda bu konuda yapilmis bir arastirmaya rastlanmamaistir.

Meme tiimorlerinde taksoter (dositaksel) direnci ile twist gen ekspresyonu
arasindaki iliskiyi arastiran herhangi bir calisma bildirilmemistir. Twist gen
ekspresyonunun mikrotiibiill hedefleyen ajanlara hassasiyet ile iliskisini arastiran
caligmalardan ilki, Wang ve ark. tarafindan 2004 yilinda yapilan bir ¢aligmada (115)
nazofarengeal karsinom hiicre hatt1t HNE1-T3 kullanilmigtir. Calismada HNE1 parental
hiicre hattina taksol muamelesi araciligiyla diren¢ kazandirilmis ve direngli hiicre hatti
HNE1-T3’tin genomik kopya degisimleri CGH ile incelenmistir. Bu hiicre hattinda
CGH ile 7p21-22 bolgesinde artis oldugu belirlenmis ve bu bolgede bulunan TWIST

gen lirlinii artis1 RT-PCR ve Western Blot ile gosterilmistir.

Yu ve ark. (120) tarafindan 2009 yilinda, laringeal karsinoma Hep-2 hiicre
hattinda, taksoter ile benzer etki mekanizmasina sahip bir ajan olan paklitaksel indiiklii

apoptozda twistin rolii oldugunu bildirilmistir.

Kajiyama ve ark tarafindan 2007 yilinda (54) epitelyal ovaryan karsinom hiicre

hatlarinda yapilan caligmada, hiicrelerin paklitaksel ile muamelesinin epitelyal
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mezenkimal degisimi indiikledigi ve bununla birlikte Twist ve Snail transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonunda artis goriildiigii bildirilmistir (54).

Yaptigimiz literatiir taramasinda, taksotere primer direng ile twist transkripsiyon
faktorii ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastiran bir calismaya rastlanmamistir. Diger
bir taksan olan paklitakselin tiimérlerindeki etkisi ile twist ekpresyonunu arastiran bir
calismaya da rastlanmadigindan, calismamizin taksoter ile ilgili boliimiinii literatiirle

karsilastirmak giiclesmektedir.

Calismamizda ATP-TCA sonucu alian 26 tiimorden sadece 3 tanesi taksotere
hassas degilken, aymi timor populasyonunda dokuz tiimoriin adriamisine hassas
olmadig1 goriilmiistiir. Bu beklenen bir sonugtur, ciinkii taksoter, kemoterapide
kullanilan en etkili ajanlardan biridir (7, 61). Adriamisine ve taksotere hassas olmayan
iki grup timor arasmdaki fark, twist transkripsiyon faktorii aracili olasi kemoterapi

direng yolaklar1 arasinda fark olabilecegini diistindiirmektedir.

Twist transkripsiyon faktoriiniin, kanserde metastatik siireclere katki sagladiginm
bildiren bazi ¢aligmalar bulunmaktadir (52, 67, 69, 119). Bizim c¢alisgmamizda da, 1
no’lu tiimoriin metastatik lenf nodundan aldigimiz timor Orneginde twist
ekspresyonunun, primer tiimordekinden yaklasik 8,4 kat fazla oldugu goriilmistiir
(Tablo 4.2). Bu bulgu, twist transkripsiyon faktoriiniin anjiyojenik ve metastatik

ozelliklerini desteklemektedir.

Mironchik ve ark.’nin (78) 2005 yilinda, MCF7 meme tiimor hiicreleri ile
yaptiklar1 arastirmada, MCF7 hiicre hatt1 stabil olarak Twist eksprese eden MC7/Twist
hiicre hattina doniistiiriilmiis ve bu hiicre hattnin yiiksek diizeyde kromozom
instabilitesi gosterdigi ve VEGF eksprese ettikleri bildirilmistir. VEGF nin anjiyojenik
ozellikleri ile uyumlu olarak twist eksprese eden hiicreler metastatik Ozellikler
gostermiglerdir. Ma ve ark.’min 2007 yilinda yaptiklar1 ¢caligmada da, meme kanseri
hiicre hatlarinda Twist aracili miR-10b aktivasyonunun meme tiimérlerinde invazyon ve

metastazi baslattigr bildirilmistir (69). Bizim caligmamiz da da metastatik meme
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tiimoriinde twist ekspresyonunun artmis olmasi, Mironchik ve ark. Ile Ma ve ark.’nin

bu yondeki bulgularim desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

In vitro kemohassasiyet testleri gibi, ATP-TCA’da, uygulanan ajana tiimoriin
hassasiyetinin, hiicre bazinda degerlendirilmesini saglamakta ve tiimorlerin
kemoterapotik ajanlara direncinin tahminine fayda saglayacak ongoriisel markirlarin

belirlenmesine yardimei olmaktadir. Calismamizda;

1. ATP-TCA yapilabilecek biiyiikliikkte olan 27 timor Orneginden
26’sinda ATP-TCA basari ile (%96,3) uygulanmistir. ATP-TCA,
timorlerde kemohassasiyetin in vitro olarak belirlenmesinde
kullanilabilecek pratik bir yontemdir.

2. Ik defa, meme tiimorlerinin merkezinden alinan orneklerde ATP-
TCA sonuglar1 ile degisken twist ekspresyonu iliskisi
gosterilmistir.

3. Meme tiimorlerinden alinan orneklerin in vitro primer taksoter
hassasiyeti ile Twist ekspresyon farkliliklar1 arasinda herhangi bir

iligki olmadig1 gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, caligmamiz, meme tiimorlerinde Twist transkripsiyon faktorii
ekspresyon farkliliklarinin, adriamisin terapisi i¢in 6ngoriisel markir aday: olabilecegini
desteklemektedir. Elde ettiimiz bulgularin, klinik ve patolojik tam yanit diizeyleri
bilinen neoadjuvan meme kanseri hastalarinda Twist transkripsiyon faktoriiniin

restrospektif olarak arastirilmasina temel olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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