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OZET

MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Kiiltiiriinde Dosetakselin Sin3a, MDM?2 ve P53 Gen

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Amac¢: Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiplerinden birisidir ve
tedavisinde kemoterapi onemli bir etkiye sahiptir. Son zamanlarda kemoterapdtik
ajanlarin apoptozda rol olan genler {lizerine etkisini arastiran bir¢cok ¢alisma
yapilmaktadir. Mevcut calismada meme kanseri tedavisinde kullanilan ve mikrotiibiil
inhibitorii olan dosetakselin MCF-7 hiicreleri tizerindeki apoptotik ve sitotoksik
etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot: Meme kanseri hiicre hatlarina farkli dozlarda dosetaxsel
uygulanarak 12 adet deney grubu olusturuldu ve tiim gruplar 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlara birakildi. Sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla MTT analizi uygulandi.
Histokimyasal olarak apoptozinin tespit edilmesinde TUNEL metodu kullanildi. P53,
MDM?2 ve Sin3A gen ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR’la 6l¢iildii.

Bulgular: MTT sitotoksite analizi sonucunda 100 nM dosetaksel etkin doz olarak
belilenmistir. Ayn1 zamanda P53, MDM2 ve Sin3A gen ekspresyonlar1 100 nM ve 1uM
dosetaksel uygulanan gruplarda artis gosterirken en yiiksek degeri yine 100 nM
dosetaksel grubunda tespit edilmistir. TUNEL boyamada, artan dosetaksel dozuyla
apoptozda bir ylikselme gozlenmistir.

Sonu¢: Dosetaksel apoptozisde gorev alan P53 gen ekspresyonunu arttirarak
kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigini ayni zamanda Sin3A’nin da ekspresyonun

arttirarak onu MDM2’nin degredasyonuna kars1 korudugu sonucuna varabilir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Dosetaksel, MDM2, P53, Sin3A



ABSTRACT

The Effect of Docetaxel on Sin3A, MDM2 and P53 Expressions in MCF-7

Breast Cancer Cell Culture

Aim: Breast cancer is the most common type of cancer in women, and
chemotherapy is of utmost importance in its treatment. Recently, many studies have
investigated the effect of chemotherapeutic agents on the genes responsible for
apoptosis. In present study, it is aimed to investigate the apoptotic and cytotoxic effects
of docetaxel, which is microtubule inhibitor and used for treatment of breast cancer, on
the MCF-7 cells.

Materials and Methods: Twelve experimental groups were formed applying
different dose of docetaxel to breast cancer cells line and, all groups were incubated for
24 and 48 hours. MTT analysis was performed to determine the cytotoxicity. TUNEL
method was used for histochemical detection of apoptosis. P53, MDM2 and Sin3A gene
expression levels were measurement by Real-Time PCR.

Results: The results of MTT cytotoxicity analysis showed an effective dose of
100nM docetaxel. P53, MDM2 and Sin3A gene expressions were shown to increase in
groups to which 100 nM and 1 puM docetaxel doses were applied, with the highest
values being identified in 100 nM docetaxel group. The TUNEL staining showed the
higher the docetaxel doses, the higher the apoptosis.

Conclusion: It was concluded that the docetaxel directs the cancer cells to
apoptosis by increasing P53 gene expression and also protects the P53 against the

degradation by MDM2 increasing Sin3A gene expression.

Keywords: Apoptosis, Docetaxel, MDM2, P53, Sin3A



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

APC : Adenomatous Polyposis Coli

Bax . Bcl-2-Associated X Protein

Bcl-2 : B-Cell Lymphoma 2

BRCA1 : Breast Cancer 1

BRCA2 : Breast Cancer 2

CDI : Siklin Bagimli Kinaz inhibitorleri
CDK : Siklin Bagiml1 Kinazlar

cDNA : Komplementer DNA

CYC/CLN : Siklin

DCIS : Hiicre I¢i Duktal Karsinoma
DMEM : Hiicre Kiiltiirii Medyumu

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA-PK : DNA Bagimli Protein Kinaz
DTX : Dosetaksel

G :Gapl

G2 1 Gap 2

HDAC : Histon Deasetilaz Kompleksi

M : Metafaz

MCF-7 : Meme Kanser Hiicre Hatt1
MDM?2 : Murine Double Minute-2

MTT : 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
NBS1 : Nibrin

P53 : Protein 53

PAH : Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
PAH : Phenylalanine Hydroxylase

PBS : Phosphate Buffer Saline
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PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PTX : Paklitaksel

Rb : Retinoblastoma

S : Sentez

Sin3A : Swi-independent

TFND : Transcription Factor 1l D

TAX : Taxan

TUNEL : Terminal Deoxytransferase Mediated Bio-dUTP Nick end

Labeling



Sekil 2.1.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4,

Sekil 2.5.

Sekil 3.1.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

SEKILLER DiZINi

Cesitli stres sinyallerine karst P53%in cevabi® ..........cooovvveeeeereeeeeeeeenene 17
MDM2 proteinin yapisi™. ........c..cocovvvivviriineinreseesesses s, 19
MDM?2 ve P53 proteini iliskisi. A) MDM2’nin P53 ile aktif hale getirilmesi.

B) P53’iin transaktivasyon bolgesinin MDM2 ile baskilanarak P53

fonksiyonunun engellenmesi. C) P53’tin MDM?2 proteini ile pargalanma5149.

........................................................................................................................ 22
Paklitaksel (A) ve dosetakselin (B) yapisi. Farkliliklar mavi ve kirmizi ile
TSATEEMMUISHIT? ..ottt r e st et et ee e ee e eneenes 30
Stereolojik TUNEL pozitif hiicre yogunlugunun analizini gosterir ekran resmi
(oklar TUNEL pozitif hICIe).......cciviiiiiiiiiiiciic e 40
24 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlilig1
P 0] U4 BT03110 (o3 F- 3 D PSP 45
48 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligt
ANAIIZI SONUGIATT.....eiuiiiiiii i 45
24 saat inkiibasyon siireli Kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre
yogunlugu, TUNEL boyama .........ccccouviiiiiiiiiiiiiiin s 47
24 saat inkiibasyon siireli 10 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL bOyama. ..........cccvveiiiiinieiiie e 47
24 saat inkiibasyon siireli 100 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. .........cccccoeveiiiiiiiiiiiiiiieceeee 48
24 saat inkiibasyon siireli 1 pM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. .........cccccoviiiriiiiiieiieeeenee e 48
24 saat inkiibasyon siireli 10 pM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. .........cccccoeveiiiiiiiiiiiiiiiciciceeee 49
24 saat inkiibasyon siireli 100 pM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. .........cccccoeviiiiiiiiieiicieeneeeee e 49
48 saat inkiibasyon siireli Kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre

yogunlugu, TUNEL bOyama. .........ccccoiiiiiiiiiiiiesieeiie e 50

Sekil 4.10. 48 saat inkiibasyon siireli 10 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif

hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. .........cccccveiiiiiiiiienieeeseeeeesee e 50

Sekil 4.11. 48 saat inkiibasyon siireli 100 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif

hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. ...........cccovviiiiiiiiiiiiiiiicisceecee s 51

\



Sekil 4.12. 48 saat inkiibasyon siireli 1 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. ..........ccceoiiieiiniiiieiicceceeee e 51

Sekil 4.13. 48 saat inkiibasyon stireli 10 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. .........cccccuvviiviriiiiniiiie e sinee e 52

Sekil 4.14. 48 saat inkiibasyon siireli 100 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama. ..........ccceeiiieiiniiiieiiccneeneeee e 52

VI



TABLOLAR DIiZINi

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar / Kitler ...........cccovviveiiieieeie e 322
Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar/aletler...........cooviieiiiieiie e 333
Tablo 4.1. 24 ve 48 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde MTT

1021011 F: 3 5 PSSO URRRSSSPRI 444
Tablo 4 .2. Tiim gruplara ait 24 ve 48 saat inkiibasyon periyotlu DTX uygulamalari

sonras1 10.000 pmz alana diisen TUNEL pozitif hiicre yogunluklari........ 466
Tablo 4.3. Tim gruplara ait 24 ve 48 saatlik P53 gen ekspresyon diizeyleri .............. 533
Tablo 4.4. Tim gruplara ait 24 ve 48 saatlik MDM2 gen ekspresyon diizeyleri......... 944
Tablo 4.5. Tiim gruplara ait 24 ve 48 saatlik Sin3A gen ekspresyon diizeyleri .......... 544

Vil



1. GIRIS

Giliniimiizde kanser ve kanser nedenli 6liimlerin artis gostermesi diinyanin en 6nemli
problemlerinden biri olarak karsimiza cikmaktadir.* Diinyada meme kanseri kadinlarda
en sik goriilen kanser tiirii olup kanser iliskili mortalitede akciger kanserinden sonra
%]15’lik oramyla ikinci sirada yer alir.? ® Ulkemizde ise 2013 verilerine gére meme
kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olup kanser tanisi alan her dort kadindan
birinin meme kanseri oldugu bildirilmistir.* Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve
sagkalimi artirmak i¢in farkli bircok tedavi modaliteleri kullanilir. Bunlar: cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden immunoterapi,
sinyal ileti sistemi inhibitorleri, gen tedavisi ve anjiyogenez inhibitorleri olarak

sayilabilir.> 6

Meme kanserinde etkili bir kemoterapotik ajan olarak kullanilan Dosetaksel -
tiibiilinlere baglanip, mikrotiibiilinlerin depolimerizasyonunu inhibe ederek hiicre
doéngiisii arrestine ve apoptoza neden olur.” P53 hiicre dongiisii kontrol noktasma ve
apoptoza Onemli katki saglayan bir transkripsiyon faktoriidir. MDM2 ise P53’iin
diizenlenmesinde merkezi bir role sahiptir. Hiicrelerde hasar durumunda P53 ve MDM2
arasindaki kompleks bozularak, P53 proteininin normal islevlerinin yerine getirilmesi
saglanmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinde MDM2 geni ¢ok fazla eksprese edildiginden
dolay1 P53 aktivasyonu inhibe edilmekte ve hiicre dongiisii devam etmektedir®.

Sin3A’nim ise P53’iin stabilize ettigi bilinmektedir.’

Onemli saglik sorunu olan kanserden korunmak, hastaligin seyrini diizeltmek
veya bu hastaliga yakalanan insanlarin yasam standartlarin1 diizeltmek amaciyla
arastirmacilar tarafindan her yil binlerce ¢alisma yapilmaktadir. Yapilan bu calismada,

Ostrojen reseptor pozitif meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7) bir kemoterapétik ajan



olan mikrotiibiil inhibitérii Dosetaksel kullaniminin P53, MDM2 ve Sin3A gen

ekspresyonu ve apoptoz tizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
2.1.1. Kanser Nedir?

Kanser kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize bir grup hastalik olarak
tanimlanmaktadir. ilk olarak Hipokrat (460-370 M.O.) tarafindan ifade edilen ‘cancer’
terimi, Galen (130-200 M.O) tarafindan sislik anlamina gelen ‘onkos’ olarak ifade

edilmistir.'

Tiimor; boliinme yetenegi olan bir hiicrenin herhangi bir nedenden dolay1 normal ve
kontrollii boliinme yetenegini kaybetmesi, anormal ve kontrolsiiz ¢ogalmasi ile
karakterize tablonun genel adidir. Iki sekilde gerceklesen bu olayda benign (iyi huylu)
timoOr metastaz yapmayan, lokal eksize edilebilen, hayatta kalma siiresini etkilemeyen
timordiir. Malign (kotii huylu) timor ise komsu organlara veya uzak bolgelere
yayilarak (metastaz), onlar1 harap eden, anjiyogenesis Ozelligine sahip, apoptozdan
korunan ve anti-biiytime sinyallerine duyarlilik gostermeyen, hayatta kalma siiresini

azaltip, 6liime neden olabilen tiimordiir.t 2

Timor dokusunu olusturan iki dokudan
biri olan parankim doku cogalan (neoplastik) hiicrelerden olusurken bir digeri olan
stromal doku (nonneoplastik reaktif) bag dokusu ve kan damarlarindan olusan destek
dokudur. Epitel hiicrelerden gelisen tiimorler kanser, mezemkimal hiicrelerden gelisen
tiimorler ise sarkom olarak adlandirilir. Kanserler koken aldiklari epitele gore (squamoz
hiicreli karsinom, glandiiler yap1 olusturursa; adenokarsinom) veya organin adina gore

(renal hiicreli kanser, hepatoselliiler kanser gibi) adlandirilabilir."" 13

Benign veya malign olan tiimdrler arasindaki ayrim dort faktor temel alinarak

yapilir. Bunlar; diferansiasyon ve anaplazi, biiylime hizi, lokal invazyon ve metastazdir.



a. Diferansiasyon ve anaplazi: Tiimoriin parankimal hiicrelerinin koken aldiklari
hiicreye morfolojik ve fonksiyonel olarak benzemesine diferansiasyon denir. Malign
tiimor hiicrelerinin koken aldiklar1 ana doku hiicrelerine morfolojik ve fonksiyonel
acidan benzememesine (undiferansiye olmalarina) anaplazi denir. Az diferansiye
veya undiferansiye tiimorlerde primitif 6zellikte spesifize olmamis (embrioner
goriiniimlii) hiicreler olmasidir.

b. Biiyiime hzi: Malign tiimorler ¢ok daha hizli biiyiirken, benign tiimorler yavas
bliytirler.

c. Lokal invazyon: Cogu benign tiimor yavas biiylir ve cevrelerinde fibroz bag
dokusundan olusan kapsiilleri vardir. Kapsiil, timérii konagin tiimdral olmayan
dokularindan ayirir. Kanserler komsu dokulara infiltrasyon, invazyon, ve
destriiksiyon yaparak yayilim gosterirler.

d. Metastaz: Malign tiimér hiicrelerinin, bulunduklar1 yerden lenfatik veya hematojen
yol ile ayrilip uzaklara tasinmasi ve primer timor kitlesi ile baglantist olmayan yeni
kitleler olusturmalaridir. Metastaz, hasta surveyini azaltan en Onemli prognostik
parametredir ve maligniteyi gosteren en Onemli kriterdir. Metastaz ve lokal

invazyon malign tlimorleri benign tiimdrlerden ayiran en 6nemli ozelliklerdir.™*
2.1.2. Kanser ve Hiicre Dongiisii

Dogal biiyiime siirecinin bir parcast olarak veya kaybolan hiicrelerin yerine
yenilerini koymak {izere organizmanin ek hiicrelere ihtiyact oldugunda yeni hiicreler
hiicre boliinmesi ve proliferasyonla iiretilirler. Somatik hiicreler, mevcut hiicrelerin
belirli bir diizen i¢inde igeriklerini kopyalamasi ve sonra iki yavru hiicre olusturmak

izere boliinmesiyle olusur. Bu kopyalama serisine hiicre dongiisii (siklusu) ad1 verilir ve



bu mekanizma Okaryotik tiremenin esas mekanizmasidir. Hiicre siklusu iki safhaya

ayrilir; interfaz ve mitoz.** 4

a. Interfaz: Hiicresel biiyiime DNA sentezi bu safhada meydana gelir ve bunun
sonucunda hiicresel materyaller kopyalanir, yeni iki yavru hiicre i¢in yeterli
materyal saglanir. G; (gap 1), S (sentez) ve G, (gap2) fazlarindan olusur. G1 fazinda
hiicre metabolik olarak aktif olup DNA kopyalamaksizin siirekli biiyiir. G1 fazim
DNA replikasyonunun yer aldig1 S fazi izler. G2 fazinda ise hiicre biiylimesi devam
eder ve mitoz hazirlik i¢in proteinlerin sentezi gergeklesir.13’ 1

b. Mitoz: Genetik bilginin boliinmesi hiicre siklusunun bu evresinde gergeklesir.
Profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bes faza ayrilir. Hiicre
dongiisiiniin en etkileyici evresi yavru kromozonlarin birbirinden ayrildigi ve hiicre

reqee .. g . g . . 1. 13,14
boliinmesinin (sitokinez) ile sonlanan mitoz (M) evresidir.

Hiicre siklusu, siklinler (cyc/cln), siklin bagiml kinazlar (CDK) ve siklin bagiml
kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre
siklusunun farkl fazlarinda farkliliklar gdsterir. Memeli hiicrelerinde hiicre siklusunun
diizenlenmesinde islevleri en iyi bilinen on bir adet siklin bagiml kinaz (CDK 1-11) ve
16 siklin [siklin D (D1, D2 ve D3); siklin E (E1, E2), siklin A (Al, A2) ve B (B1, B2)]
rol oynamaktadir.™> *® Siklin D ve E, G1/S fazlarmn simirinda gegici olarak sentez edilir
ve hiicre S fazina girdiginde hizla yikilir, Siklin A ve B, S/G2/M faz gegislerinde
sentezlenir, siklin A1 mayoz ve embryogenesiste, siklin A2 ¢ogalan viicut hiicrelerinde
bulunur. Siklin BI’in siklin B2’nin fonksiyonlarmi kontrol ettigi diistintilmektedir.
CDK’lar protein fosforilasyonu yapan enzimlerdir. CDK aktivitesi DNA sarmalinin
acilmas1 i¢in de gereklidir. Replikasyon oncesi kompleksin (PRC: Prereplicative
compleks) birkag¢ bileseni fosforile olur. Yeni replikasyon orijinleri mitozun sonunda

CDK aktivitesi diisene kadar yeni PRC kompleksleri olusturamaz. Bundan dolay1 her
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hiicre siklusunda DNA bir kez replike olur.}” Siklin bagimli kinazlar G1-S-G2 ve
mitoza gecisi kontrol eder. Siklinler, islevlerini gergeklestirdikten sonra, ubikuitin-

proteazom yoluyla yikilirlar.*® 8

e Erken G1 evresinde sentezlenen siklin D, CDK4 ve CDK6’ya baglanir. Geg G1
evresinde siklin E sentezlenir ve CDK2’ye baglanir. Bu ii¢ kompleks, diger
aracilarla birlikte hiicrenin S evresine girmesine ve S evresinde ilerlemesini
saglar.

e Siklin A, CDK2 ve CDK1’e baglanir ve bu kompleksler, hiicrenin S fazini terk
edip G2 evresine girmesini saglar ve Siklin B’nin olusumunu indiikler.

e Siklin B, CDKI’e baglanir ve bu kompleks hiicrenin G2 fazim terk edip M

evresine girmesine izin verir.

Hiicreler, evreler arasindaki gegiste kontrol noktalar1 (checkpoints) olarak bilinen
kontrol mekanizmalarini1 kullanilir. Bu kontrol noktalari, G1, G2, ve M fazinda aktivite
gostermekte olup uygun hiicre biiyiimesi, dogru DNA sentezi, miikemmel kromozom
ayrilmasi gibi gerekli olaylarn titizlikle tamamlanmasini saglarlar. Hiicre, bunlar1 hiicre
dongiisiinde inhibitdr yollarin ve/veya aktive olmus yollarin baskilanmasi ile saglar.
Biiyiime faktorleri, hiicre siklusu kontrol sistemine sinyal gondererek hiicre dongiisii
olaylarin1 diizenler. Bu diizenlenme, bir tip sinyal transdiiksiyonudur. Eger bu kontrol
noktalarinda bir biiylime faktorii salinirsa, hiicre dongiisii devam edecek, salinmazsa,
hiicre dongiisii duracaktir. DNA hasar1 durumunda aktive olan P53, G1 evresinde hiicre
siklusunu durdurarak DNA tamirini baglatir. Eger DNA hasar1 tamir edilemezse apoptoz

tetiklenir.*®

Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rolii olan protoonkogenlerde

meydana gelen mutasyonlar timor gelisimine, tiimor baskilayict genlerde meydana



gelen mutasyonlar hiicre Siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre
bliylimesine neden olur. Cevresel faktorlerle meydana gelen DNA hasari hiicre siklus
kontrol mekanizmalarinin bozulmasina neden olur. Pek ¢ok kanser tipinde hiicre siklus
kontrol noktalarinda mutasyonlar belirlenmistir.”®> Gen mutasyonlarindan dolayr G1-S
gecisindeki degisimler kansere neden olabilir. Kanser hiicrelerinin karakteristik
Ozelliklerinden biri biiyiime uyarimindan bagimsiz olarak G1 fazina tekrar
girebilmeleridir. Retinoblastoma (Rb) fosforillenme/defosforillenme  dengesizligi
oldugunda, G1-S fazlar1 aras1 gegislerde olan degisiklikler hiicrelerin ¢ogalmasini

degistirebilir. %
2.1.3. Kanser Nedenleri

Bir¢ok etkenin bir arada olmasiyla olusan bir hastalik olan kanserin etiyolojisinde
tek bir etkenden soz etmek miimkiin degildir. Arasgtirmacilar kanserin %70-80’inin
muhtemelen c¢evresel faktorlerden kaynaklandigina inanmaktadir. Kanser olusum
etiyolojisini edinsel ya da genetik mutasyona bagli olarak bir takim farklilagmalar
sekillendirir.”* Bu gelisimde, hiicreye disaridan etki edebilecek bazi dis genotoksik
faktorler (sigara, irritasyon, viriis) ya da bazi i¢ faktorler (herediter mutasyonlar, kendini
onarma mekanizmasi ve hormonlar gibi) kanser olusumunda etkin rol almaktadirlar.
Hiicrelerin siirekli mutasyonel faktorlere ya da kanserojenlere maruz kalmalari,
hiicrelerde anormal bir karakteristigin ortaya ¢ikmasina ve hiicre biiylimesinde rol alan
bazi genlerin ekspresyonlarinda anormalliklere sebep olmaktadir. Bu anormal
degisimler, dokularda amagsiz ¢ogalan ve boliinmesi hiicresel sinyal mekanizmalarinin
kontrolii disinda gergeklesen kanser tiplerinin olugsmasina neden olmaktadir. Ayrica
mutasyon gecirerek kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler mutasyona bagimli hiicreler haline de

gelirler.?? Genel olarak kansere sebep olan maddelere kanserojen adi verilmektedir.



Radyasyon ve bir¢ok kimyasal kanserojen etkilerini DNA hasar1 yaparak ve mutasyon
olusturarak gosterirler. Karsinojenler kimyasal, fiziksel, biyolojik ve genetik olarak 4

sinifta inceleyebiliriz.”® #*

a. Kimyasal kanserojenler: Bu smifta yer alan kanserojen maddeler 3 ana sinifa
ayrilir:
e Organik Kimyasallar: Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve
dialkilnitrozaminler.
e Inorganik Kimyasallar: Arsenik, kadmiyum, nikel, kursun ve berilyum.
e Diger : Alkol, diyet, sigara, hormonlar ve eksoz gazi
b. Fiziksel Karsinojenler: Giines 1sinlar1 ve Ultraviole 1ginlar
c. Biyolojik Karsinojenler: Virisler (Retroviriisler, Hepadna viriis, Papilloma viriis
ve Herpes viriis)

d. Genetik Karsinojenler: DNA dizi polimorfizmi ve onkogenler.

Kisinin bu kanserojenler maruz kalmasi; diyet, yasam tarzi, meslegi ve diger

nedenlerden dolay olabilir.

2.1.4. Kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran 6zellikler:

e Otonomi: Birgok tiimor hiicresinin biiylime faktorlerine gereksinimi normal esdeger
hiicrelere gore daha az oldugundan ve bazi durumlarda ¢ogalmak i¢in gerekli olan
biiyiime faktorlerini kendileride salgilayabildiginden dolayi, kanser hiicreleri
cevresel faktorlerden bagimsiz ve stirekli cogalirlar.

e Invazyon: Kanser hiicrelerinde hiicre-hiicre ve hiicre-matrix etkilesimi de normal

hiicrelere gore daha diizensizdir. Bununla birlikte, yilizey adezyon molekiillerinin



ekspresyonundaki azalmadan dolay1 kanser hiicrelerinin ¢ogunun tutunma yetenegi

normal hiicrelere gore daha diisiiktlir. Sonugta kanser hiicreleri diger hiicre ve doku

bilesenleri ile etkilesimine bagl kisitlamalardan kurtulur ve kanser hiicrelerinin
invazyon ve metastaz yapma yetenegi artar.”> %

e Metastaz: Normal hiicreler viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle gb¢ etmezler.
Oysa kanser hiicreleri kaynaklandigi yerden uzaga yayilmasi ile karakterize
edilirler. Malign hiicrelerin 6nemli bir 6zelligi proteaz enzimleri salgilamasidir, bu
enzimler malign hiicrenin komsu dokunun hiicre disi matriks bilesenlerini
parcalayarak komsu dokuya girmesini kolaylastirir.”” %

e Apoptoziste bozulma: Genellikle normal hiicreler DNA hasarina karsi apopitosis
ile yok olurken, kanser hiicreleri apopitotik sinyallerden kacarlar. Bu ylizden kanser
hiicreleri normal hiicrelerden ¢ok daha uzun yasarlar.

e Smrsiz replikasyon: Tiimor hiicreleri ayn1 zamanda kromozomlar: kisalmaktan
koruyan telomeraz enziminin sinirsiz replike olabilme yetenegine sahiptirler.?* %

e Anjiyogenezis: Normal hiicrelerde oldugu gibi, timdr hiicreleri de besin ve oksijen
alimi bunun yaninda karbondioksit ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasi i¢in

anjiyogeneze ihtiya¢ duyarlar, fakat siirekli anjiyogenez yani damar olusumu ve

biiyiimesi timér hiicresinin 6zelligidir.*
2.1.5. Kanserin yayilma yollari

Kanserler baslica; viicut bosluklar ve ylizeyleri, kan damarlar1 ve lenf damarlar

yoluyla yayilirlar.

e Viicut bosluklar1 ve yiizeyleri: Malign tiimorler viicut bosluklarini cevreleyen
yiizeylere ulagtifinda, tiimorden kopan hiicreler viicut boslugundaki komsu doku ve

organlarda tohum rolii gorecek sekilde yayﬂabilir.31



Kan damarlari: Vendz damarlarin ¢eperi kanser hiicreleri tarafindan kolayca
invaze edilebilir ve koparak kan akimina karigan kanser hiicreleri bagka organ ve
dokulara yayilabilir. Kan dolasimi yoluyla metastazlar en sik karaciger ve akcigerde
goriiliir. Tiroid follikiiler karsinom, renal hiicreli karsinom ve hepatoselliiler
karsinom hematojen yolla yayilan kanserlerdir. Arter duvarlari ise tlimor
invazyonuna oldukc¢a direnglidir.?> 3% %

Lenf damarlari: Bolgesel lenf diiglimlerine ulasan kanser hiicreleri burada tutulur
ve kanserin yayilmasina bir siire engel olusturulur. Ancak lenf diigiimii kanser
hiicreleri ile doldugunda veya lenf diigiimiine ulasan kanser hiicrelerinin burada
yerlesip biiylimelerinden bir miiddet sonra diger lenf diigiimlerine yayilma olabilir.
Bolgesel lenf diiglimlerinde biiylime saptanmasi, malign timér varlifinda bile her
zaman metastaz varligi anlamina gelmemelidir. Ciinkii tiimor hiicre artiklar1 veya

tiimor antijenleride reaktif tabiatta bir biiyiimeye neden olabilir.?> %!

2.1.6. Kanser ve Genetik

Biitiin hiicreler proliferasyon, diferansiasyon, yaslanma ve oOliim segeneklerini

belirleyen genetik programlama ile dogar ve gerektiginde isleme koyar. Hiicre

biiyiimesi ve ¢ogalmasini diizenleyen proteinlerin sentezini kontrol eden genlere genel

olarak protoonkogen denir. Protoonkogenlerde herhangi bir nedenden dolayr meydana

gelen mutasyon sonucu olusan yeni gene onkogen denir. Kanserde temel sorun hiicre

proliferasyonundaki kontroliin kaybidir. Giiniimiizde tiim kanser tiirlerinin somatik

hiicrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar sonucu olustugu ve mutasyonlarinda bir seri

genin ekspresyonunu etkiledigi artik bilinen bir gercektir. Kanser olusumunda etkili ii¢

tip gen bulunmaktadir. Bunlar onkogenler, tiimoér baskilayici genler ve DNA tamir

genleridir.*
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2.1.6.1. Onkogenler
Normal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden proteinleri kodlayan genler
protoonkogenlerdir. Protoonkogen, kendiliginden gen i¢indeki bir mutasyon veya dis
kontroliin degismesi sonucu farklilasir ve normalden daha fazla ifade edilmeye baslarsa
bu degisiklikler hiicrede kontrolsliz biliylime ve malignensiye sebep olur ve bu

26 Onkogenler

protoonkogenlerin mutat sekillerine onkogen denimektedir.”>
protoonkogenlerden ¢ok daha fazla miktarda hiicrelerde eksprese olurlar ve bu nedenle
gen ekspresyonundaki bu anormallikler normal c¢alisan bir protoonkogeni hiicreyi
transformasyona gotiiren bir onkogen haline doniistiirmek ig¢in yeterlidir.33
Protoonkogenler tarafindan kodlanan proteinlerin ¢ogu normal hiicre g¢ogalmasini
kontrol ederlerken, onkogenler genetik hasar sonucu mutasyona ugradigi igin,
denetlenemeyen ve proteini hiicresel transformasyon olusturabilen gendir Onkoprotein
ad1 verilen ve onkogenler tarafindan kodlanan proteinlerin biiyiik ¢ogunlugu biiyiime
faktorlerinden gelen uyarilariyla hiicre ¢ogalmasini ve sag kalimini diizenleyen sinyal

ileti yolaklarinin birer tiyesi olarak gorev yaparlar.zs’ 3

Hiicre yiizeyi, sinyal iletim yolu veya niikleusta gorevli olabilen onkogenlerin biiytik
bir boliimii tirozin kinaz aktivitesi gosteren reseptorleri kodlar. Bu reseptorlerin hiicre
dis1 biiytime faktorleri ile etkilesen amino ucglarinda gerceklesen degisiklikler bunlarin
birer onkogen proteinine doniismesine neden olur. Biiyiime faktorlerinin uyarmasiyla
aktive olan hiicre i¢i sinyal iletim yolaklari, sonunda hiicre dongiisii bilesenlerini
diizenleyerek, Gi'deki kontrol noktasindan gecisi saglar ve biiylime faktorii uyarimina

yanit olarak hiicre dongiisii ilerlerler.?® %

11



2.1.6.2. Tiimor Baskilayici1 Genler

Hiicre boliinmesini yavaglatan genler olarak bilinen tiimor baskilayici genler, bu
genlerdeki bozukluklar halinde anormal hiicrelerin gelisimini baskilayamayacagindan
kanser gelisimi s6z konusu olur.”®

Timor baskilayict  genler, biiyiime inhibitér yolunun degisik bilesenlerini
kodlamaktadir. Normalde hiicre bdliinmesini baskilayan proteinleri kodlayan tiimor
baskilayict genlerin, birinde veya birkagindaki mutasyon timdér olusumuna neden
olmaktadir. Protoonkogenlerden onkogenleri olusturan mutasyonlarin aksine, timor
baskilayict genler onkogenezise fonksiyon kayiplar1 ile katkida bulunur. Yine
onkogenlerin aksine mutant tiimdr baskilayici genlere bagl kontrolsiiz hiicre biiylimesi,
genetik olarak resesiftir ve etkili olmasi i¢in her iki kromozom ciftinin de defektif geni
icermesi gerekmektedir. Kromozom c¢iftlerinden biri saglamsa hastalik ortaya
ctkmamakta fakat bu bireyin her hiicresinde genin bir hasarli kopyasi bulunmaktadir.
pRb, P53 veya p2l proteinini kodlayan genlerin her iki kopyasinda bulunan
mutasyonun, hiicre biliylimesinin baskilanmasin1  engellemesi sonucu timor
olusmaktadir. Tiimdr suppressor genler, ilk kez kalitsal kanserlerde tanimlanmustir. lk
bulunan kanser baskilayici gen, Rb genidir. Rb lokiisiinde heterozigot olan hiicre
normaldir ve normal Rb geninde heterozigotlugun kaybi1 kanser gelismesine yol
acmaktadir. Rb geni normal kopyalarinin her ikisinin kaybi ile neoplastik degisim
ortaya ¢iktig1 icin, bu ve diger kanser baskilayici genler siklikla resesif kanser genleri
olarak isimlendirilmektedir. Kalitsal olarak gecen tiimor baskilayic1 genlerdeki
defektler, c¢ocukluk c¢aginda artmig tiimor insidansina yol acabilir. Timor
baskilayicilarini sifreleyen lokusdaki her iki normal allelin kaybi/inaktivasyonu,
cocukluk ve eriskin dénem kanserlerini olusturabilir.*> * Rb geni gibi bir mutant P53

alelinin kalitimla ge¢mesi kisiyt malign tiimor gelisimine duyarli kilmaktadir. DNA
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hasarinda ilk olarak ¢ekirdekte etkili olan P53 etkili olmaktadir. p21 gen
transkripsiyonunun artmasiyla pRb fosforilasyonu olusmamakta ve hiicre G1 fazinda
bekletilmektedir. Bu durum DNA hasarimin onarilmasi ig¢in hiicreye zaman
kazandirmaktadir. Onarim gergeklesmezse hiicreler apoptozise yonelmektedir. P53
kayb1 veya mutasyonu olan hiicrelerde ise DNA onarimi ger¢eklesmemekte ve hasarli

hiicreler prolifere olarak tliimor dokusu olusturmaktadir.*’

2.1.6.3. DNA Tamir Genleri

Insan hiicreleri DNA hasarin1 onarabilme yetenegine sahiptirler. Hiicreler, DNA’da
cevresel etkiyle ve replikasyon esnasinda olusan spontan hasarlarin onarilmamasi
durumunda, neoplastik transformasyona ugramaktadir. DNA onarim genleri,
organizmanin diger genlerdeki (protoonkogen, timdr baskilayici gen, apoptoz genleri)
onarilmast miimkiin hasarlar1 onararak, dolayli olarak hiicre proliferasyonunu
etkilemektedir. DNA onarim genlerinde islev kaybi igin, her iki alel birden inaktive
olmalidir. Boylece bu genlerin tiimdr baskilayict genler gibi davrandigi diistiniilebilir.
DNA onarim genlerinde kalitimsal mutasyon olanlarda kanser riski bulunmaktadir.’
Onarim ile ilgili genler, hasarin dogrudan giderilmesi, yanlis-es onarimi, niikleotit-
kesme ¢ikarma onarimi ve baz kesme ¢ikarma gibi onarim metabolik yollarinin
genlerini kapsar. OGG1, ERCC1, XRCC1, BRCA2, NBS1 DNA tamir genlerinden

sadece birkac tanesidir.®*
2.1.7. Kanser ve Apoptoz

Yasamsal iglevini bitiren hiicreler programlanmis hiicre olimi ile  yok
edilmektedirler. Kendilerini hayatta tutacak faktérlerden mahrum kalan hiicreler, bir
hiicre i¢in intihar programini aktive ederler ve ‘apoptoz’ adi verilen programlanmis

hiicre 6liimii stireci yoluyla oliirler. Apoptoz siirecine giren hiicrelerin boyutlar1 kiigtiliir
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ancak yok olmazlar. Plazma membranlar1 korunur ancak membran boyutlar1 en sonunda
kiigiiliir. Asimetri 6zelliklerini ve bir dokudaki komsu hiicrelere tutunma 6zelliklerini
kaybederler. Normalde i¢ membran boliimde sitozole yonelmis bigimde bulunan
fosfatidilserinler ters g¢evrilir ve dis yiizeye gecerler. ATP’ye ihtiya¢ duyan bu siirecte
apoptotik hiicrelerin mitokondrilerinden sitokrom c¢ saliir ve stokrom c¢ memeli
hiicrelerinde kaspaz aktivasyonunun baslatilmasinda anahtar rol oynar. Kromatin
iplikleri pargalara ayrilir ve yogunlasir. Membran yiizeyindeki fosfatidilserinlere
baglanan fagositik hiicreler apoptotik hiicreleri yutar ve bdylece hiicre Oliimiinden
kaynaklanacak olan inflamasyonun Oniine gecilir. Apoptozis birka¢ saat icinde

tamamlanir.*> *#

Programli hiicre hiicre oOliimi, eriskin dokularin korunmasinda ve embriyo
gelisiminde rol oynayan normal fizyolojik bir prosestir. Eriskinlerde apoptoz hiicre
proliferasyonunun dengelenmesi ve dokularda var olan toplam hiicre saymi sabit

tutulmasindan sorumludur.

Hiicrede apoptozun diizenlenmesinde sistein proteazlar (kaspazlar; kaspaz-8, 9 ve
3) ve Bcl-2 (kaspaz aktivasyonunu diizenlerler) gen ailesi olmak iizere iki protein ailesi
onemli rol oynar. Apoptozu diizenleyen genlerin mutasyonu da kanser olusumuna yol
agmaktadir. Hiicrenin yasamasi apoptozu uyaran ve inhibe eden genlere baghdir. Bu
genler; Bcl-2, Bax ve P53 genleridir.®® Hasarli hiicrelerin elimine edilmeleri apoptozun
onemli bir fonksiyonudur. Bir hiicre tamir olamayacak kadar hasarlandiysa, bir viriis ile
enfekte olduysa, iyonize radyasyon ya da toksinlere maruz kaldiysa tiimor baskilayici

protein P53 hiicre siklusunu durdurur ve apoptozu uyarir.**

Hiicre boliinmesi ve apoptoz arasindaki homeostatik denge bozuldugunda ortaya

kanser ¢ikar. Kanser iligkili apoptozun aktivasyonunda ve inhibisyonunda rol oynayan
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genlere proapoptotik genler veya antiapoptotik genler denilmektedir. Proapoptotik
genler Bad, Bax, P53, Bid, Bcl-xs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Antiapoptotik genler
ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1°dir. Bir hiicrenin apoptoza gidecegini belirlemede o
hiicrenin ic¢indeki Bcl-2/Bax orani 6nemlilik arz etmektedir. Eger hiicrede Bax orani
fazla ise hiicre apoptoza gider, fakat tam tersi bir sekilde hiicrede Bcl-2 geni fazla ise
apoptoz inhibisyona ugrar.e’s'41 Kanser hiicrelerinde, tiimor baskilayicit geni olan P53
geni apoptozu kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek saglamaktadir. Fakat kanser
hiicrelerinde P53 geni mutasyona ugradigindan, bu mutasyonlar her kanser tiirii i¢in
farkli spektrumda goriiliir ve P53 geninin inaktivasyonuna ve bunun sonucu olarak da

apoptoz engellenerek malignant gelisime neden olur.****

2.1.8. Kanser ve P53

P53 ilk defa yaklasik 30 yil 6nce hekzamerik DNA helikaz ve Simian Virus
(SV-40) biiyiik-T antijenine baglanan 53kD agirliginda bir protein olarak kesfedilmistir.
Neoplastik rodentlerde ve insan hiicrelerinde, P53’i kodlayan TP53 geni, zayif
onkojenik &zellikleri nedeniyle baslangicta onkogen olarak tanimlanmistir. Insan ve fare
tiimor hiicrelerinden elde edilen TP53 cDNA’larinda mutasyonlar incelenmis ve daha
sonra yapilan galigmalarda yaban TP53’e¢ sahip rodent fibroblastlarinda neoplastik
transformasyonun ayrica kanser hiicrelerinin gelisiminin baskilandig1 gosterilmistir.
TP53 ile ilgili yapilan ¢aligmalarin artmasiyla birlikte tiimor baskilayici bir gen oldugu

ve ayrica birgok kanser tiiriinde mutasyona ugradigi bildirilmistir.* 40

Timor siipresoér gen ailesi tiyesinden biri olan TP53, 17p 13.1 kromozomunda
bulunur. Son yirmi yildir kanser biyolojisinde yaygin olarak en ¢ok c¢aligilan gendir.
Hiicresel biiyiime ve 6liimde kritik fonksiyona sahip olan P53 apoptozdan farkli olarak

DNA tamiri ve biiyiimenin durmasi proseslerinde yer alir. Bir¢ok kanser tiirtinde P53
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geninin homozigot kaybi s6z konusudur. Rb geni gibi bir mutant P53 allelinin kalitimla
gecmesi sonucunda kisiyi timdr gelisimine duyarli hale getirir. Hiicre radyasyona veya
karsinojen etkenlere maruz kaldigi zaman TP53 geni P53 proteinini sentezler. P53
proteininin hiicre ¢ekirdeginde birikmesi sonucunda bir siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitorii olan p21 kodlanir ve bdylece hiicrenin S fazina girmesi i¢in gerekli olan pRb
fosforillenerek hiicre G1 fazinda bekletilir. Bu durumda hiicrenin hasara ugramis
DNA’sinin uyarilmasi i¢in zaman kazanilmis olur.*” Yani P53 hem hiicre siiklusunun
ilerlemesini hem de apoptozu diizenler. DNA hasar1 P53 sentezini indiikler, P53 de
CDK inhibitoérii p21°in transkripsiyonunu hizlandirir. P21 bir taraftan CDK/siklin
kompleksinin genel inhibitorii olarak, diger taraftan da ¢ogalan hiicre niikleer antijen
(PCNA)’ine baglanarak DNA’nin replikasyonunu engeller ve hiicre siikklusunu durdurur
ve replikasyon Oncesi hasarli DNA icin zaman kazanilmis olur. P53’lin kaybi hiicre
hasarina bagli bu duraklamay:1 ortadan kaldirarak mutasyon sikliginin artmasina ve
hiicre genomunda kararsizliga neden olur. Bu genomik kararsizlik kanser hiicrelerinin
genel 6zelligi olup tiimor gelisimi sirasinda onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde

yeni degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olur.’®

P53 delesyon, anlamsiz mutasyonlar ya da insersiyon gibi mutasyonlara maruz
kalan APC, BRCA1l ve ATM gibi tiimor baskilayict genlerin aksine, yanlis anlaml
mutasyonlar sonucu sadece timdr baskilayict islevi ile ilgili fonksiyonlarini
kaybetmekte ve bu da onkojenik bir islev kazanmasina yol acabilmektedir. Gende
meydana gelen nokta mutasyonlar1 tekli aminoasit yer degisimleriyle P53’iin DNA
baglanma bolgesinde bozulmalara neden olabilmektedir. Bildirilen 20.000 mutasyon
oraniyla Dbirlikte kanserlerin % 50’sinde P53 gen mutasyonlarinin oldugu

bilinmektedir.*% 48

16



P53 geninin 16semi, lenfoma, sarkom ve beyin tiimérleri ile meme, barsak ve
akciger karsinomlar1 gibi bir¢ok degisik insan kanserinde siklikla islevini kaybettigi
gorilmistlir. Ayrica kalitsal P53 mutasyonlar1 ender goriilen ve mutasyon tasiyan
bireylerde belirli kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olan kalitsal bir kanser

sendromunun kusaktan kusaga aktarilmasindan sorumludur.™

Stres

Yasam sinyal kaybi Mikrotibul inhibitoleri

Riboniikleik deplesyon Telomeraz erozyonu

DNA hasari Hipoksi/anoksi
Onkogenler ‘ l-

; Yy
Cevap 0

Hiicre dongiisii arrest] € _> Apoptozis

Differensiyon < — SoneSENS

DNA tamiri I

Sekil 2.1. Cesitli stres sinyallerine kars1 P53’iin cevabi®

P53’ilin apoptoz lizerindeki etkisi, Bcl-2 ailesinin hiicre Sliimiinii baglatan bir
tiyenin transkripsiyonunu aktiflestirmekle baglar. P53 yoksunlugunda hiicreler apoptoza
giremez ve DNA hasarina ragmen apoptozun ger¢eklesmemesi tiiméorlerin kemoterapiye
direng gostermesine neden olur. P53 eksikligine ek olarak biiyiime faktorlerinin
eksikligi de veya oksijen yoklugu gibi baska uyaranlara bagl gerceklesen apotoz da

engellenir.’®

17



Yikim1 durdurulan p53 proteini _i'

cekirdege goc eder

sitoplazma |

P21CiP1

Transkripsiyon

artisi olur @»‘ ~

P21cip1 siklin-cdk2
kompleksine
baglanir

Sekil 2.2. P53 yolagi ve MDM?2 ile iliskisi®

2.1.9. Kanser ve MDM2

Murine double minute-2 (MDMZ2) geni, ilk olarak immortal murin hiicre hattinin
spontan transformasyonundan sorumlu gen olarak tammlanmustir.® Kromozom iizerinde
12q 13.14 bolgesinde lokalize ve 1-2 megabaz (Mb) biiyiikliigiindeki yapi ii¢c adet gen
icermektedir. Bu genlerden ikincisine MDM2 adi verilmistir. MDM2 geni, yaklasik 25
kb biiyiikligiindedir ve en az 12 ekzon igermektedir P1 ve P2 olmak iizere iki
promotoru bulunur. P1 promotoru birinci ekzonun Oniinde bulunur ve P53’lin
baglanabilecegi bir dizi igermez. P2 promotoru ise birinci intronun i¢indedir ve P53’{in
baglanabilecegi diziyi igerir. Her iki promotor da guanin (G) ve sitozin (C) niikleotitleri
sayist bakimindan zengindir ve G ve C’den zengin promotorlarda gozlenen ¢oklu
baslama bolgeleri her iki promotorda da bulunmaktadir.”® **. MDM2 geni, fare
hiicrelerine aktarildiginda tiimor olusumuna neden oldugundan bir onkogen olarak
tanimlanmistir. Daha sonra yiiriitiilen ¢alismalarda, P53 tiimor supressor proteini ile

kompleks olusturabilen 90 kilodalton (kD) biiyiikliigiinde bir protein oldugu anlasilan
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MDM2 geninin  kodladigt MDM2 proteini P53’i kontrol altinda tutarak P53’{in

apoptoz etkisini engellemektedir.® °%>3

MDM2 proteini 491 amino asitten olugmaktadir ve korunmus olan ¢esitli bolgeler
igerir. Ik korunmus bélge 19-102 amino asitleri arasinda yer alan P53 baglanma (“P53
binding”) bolgesi, MDM2’nin P53 proteininin transkripsiyonunu aktive etme gorevini
inhibe ettigi bolgedir.>* 181-185 amino asitleri arasinda yer alan “cekirdege yerlesme
dizisi”( NLS: nuclear localization sequence) bolgesi, MDM2’nin ¢ekirdek ve
sitoplazma arasinda aracilik etmesi i¢in gereklidir. Bir sonraki korunmus bolge, 221-
272 amino asitleri arasinda yerlesmis olan, %40 glutamik asit ve aspartik asit rezidiileri
iceren “asidik” bolgedir. Bu bolge MDM2’nin ribozomal protein L5 ve 5S ribozomal
RNA (rRNA) ile etkilesimde bulunmasina aracilik eder. Bu asidik bolgeyi 305-322
amino asitleri arasinda yer alan ¢inko parmak bolgesi takip eder. MDM2 proteininin son
korunmus bolgesi, karboksil ucunda 438-478 amino asitleri arasinda yer alan “yiizik
parmak” (ring finger) bdlgesidir. Bu bolge ise iki adet ¢inko parmak yapis1 icermekte ve
MDM2’nin in vitrodaki yapilara ve spesifik RNA dizilerine baglanmasini

saglamaktadir.”

NLS Asidik Cinko parmak Yizilk parmaf
P53 baglama bolgesi bilgesi bislge bilgesi (ZF) bilgesi (RF)

1 1 !
S I S o — —

19-102 181-185 223-274 305-322 438 {_é 478
TFIIE baglama bilgesi L5 baglama bilgesi RNA baglama bilgesi
(1-222) (159-383) =
E2F1 baglama bilgesi TEP baglama bolgesi
(1-220) (120-222)

Sekil 2.3. MDM?2 proteinin yap1s149
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Cesitli nedenlerden dolay1 kanser tevadisi i¢in kayda deger hedef oldugu diisiiniilen
bir onkogen fonksiyonlu intraselluler proteindir. Bir E3 ubigqiitin ligaz olan MDM?2
ubiqiitin aracili degredasyonla 6nemli 6l¢iide P53’ii negatif olarak diizenler. Koordineli
hiicre siklusu durdurulmasi ve apoptozu suprese ederken, hiicreyi yasamaya ve
biiyiimeye tesvik eder.®® MDM2’nin cell-type-specific delesyonu P53’ii kurtarir ve cell-
type-specific hiicre 6liimiinii indiikler. MDM2 erken kanser gelisiminde P53 yolagini
bozan alternatif bir mekanizma gibi wild-type P53’1ii malignensilerde oldukga g¢ok

eksprese edilir.>" %

Cogu tiimorlerde MDM2’nin asir1 ekspresyonu edinilmis mutasyona
baglanilir. MDM2 uygun antagonistiyle bloke edildiginde tiimér gelisiminin de
bloklandigi goriilmiistiir.® Timoér hiicre siklusu kontroliine dayali P53-MDM2
diizenleyici roliinii aciklayan literatiirde pek ¢ok bilgi mevcuttur ancak MDM?2 P53’ten
bagimsiz bir¢ok etkilere de sahiptir ve tiimor biiylimesi ayni zamanda tiimér damar
sitemine, tiimor stromasina ve MDM?2 baglaminda heniiz tam olarak agiklanamayan

faktorlere baghdir.®® ®

MDM2’nin P53 baglanma bolgelesi ve ubikutinasyon bolgesi fosforilasyonlarin
oldugu fonksiyonel bolgeleridir. DNA hasarinda aktive olan DNA-PK tarafindan 17.
serin amino asidi iizerinden fosforillenen MDM2, P53 ile kompleks olusturamaz ve P53
aktif formda kalir.%® ®® DNA hasar1 ve iyonize edici radyosyon sonucunda da P53’iin
genetik bir hastalik olan Ataksia Telengiectasia’den sorumlu olan genin {iriini ATM
proteini tarafindan 15. serin amino asitinden fosforile edildigi ve bu nedenle aktiflestigi
gozlenmistir. DNA kiriklarinda olusan hiicresel cevabi diizenleyen bir proteindir olan
ATM, P53’ fosforilleyerek, P53-MDM?2 iligkisini bozdugu ve boylece hasarin tamiri

i¢in hiicreye zaman kazandirilmasina yardimer oldugu diisiiniilmektedir.** %

MDM2 geninin P53’ inhibisyon mekanizmasi ii¢ sekilde gerg;eklesmektedir;%'69
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1. MDM2, P53’lin transkripsiyon bdlgesine baglanarak, ekspresyonunu inhibe
eder. MDM2 bu bdlgeye baglanabilmek i¢in transkripsiyon faktorii kompleksi
TFIID ile rekabet etmektedir. Bu sekilde P53’iin transkripsiyonu aktive etmek
i¢in kullandig1 bolgeyi maskeler ve P53’tin fonksiyonunu inhibe eder.

2. MDMZ2, P53 proteininin proteazlar tarafindan parcalanmasinmi tetikler ya da
MDMZ2 proteini karboksil ucundaki “¢inko parmak” bolgesini kullanarak “E3
ubikutin ligaz” aktivitesi yapar ve P53 proteininin inhibisyonuna direkt olarak
etki etmektedir

3. MDMZ2, P53 geninin asetilasyonunu engeller. Asetilasyon, P53’iin DNA dizisine
0zel bir sekilde baglanmasini hizlandirir. MDM2, P53’tin p300 (bir koaktivator)
aracili asetilasyonunu inhibe ederek, P53’iin transkripsiyonu aktive etme

fonksiyonunu inhibe etmektedir.

Hiicrelerde P53 ve MDM2 genlerinin sentezlenmesinde bir denge s6z konusudur.
P53, kendi inhibitorii olan MDM2’nin ekspresyonunu arttirarak hiicredeki bu dengenin
korunmasini saglamaktadir. Hiicrede herhangi bir hasar olustugunda P53 ve MDM2’de
meydana gelen modifikasyonlar bu iki protein arasindaki etkilesimi inhibe eder ve bu
sayede P53 geni aktif hale gegcer. MDM2 geni asirt eksprese oldugu zaman ise P53
proteini fazla miktarda yikilarak fonksiyon goremez hale gelir. Hiicrelerde hasar
durumunda P53 ve MDM2 geni arasindaki kompleks bozularak, P53 proteininin normal
islevlerinin yerine getirilmesi saglanmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinde MDM2 geni
cok fazla eksprese edildiginden dolay1 P53 aktivasyonu inhibe edilmekte ve hiicre
déngiisii devam etmektedir.® ®* © DM2 proteini, P53 proteininin fonksiyonlarini negatif
olarak diizenlerken her iki protein “otodiizenleyici feedback dongiisii” (autoregulatory

feedback loop) adi verilen bir yolakla hareket eder ve bu yolakta 6nce P53 proteininin
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MDM2 genine baglanip onu aktiflestirmesi, daha sonra aktiflesen MDM2 proteininin

P53 proteinini inhibe etmesi s6z konusudur.”

p53 geni
P I

— K@ — —— mdm2 geni
ps3 “f/ f/ |, gem
proteini Ekzon [ Ekzonll  EkzonIII
. mdm2
& @ proteini

B) C)

ps3 geni &
ﬂ = gekirdek

sitoplazma

Transaktivasyon DNA bazlama
bolgesi bislgesi ‘SH;\/‘_ Z
ubikutinasyon E%T:]}‘\“Ei\f\

Sekil 2.4. MDM2 ve P53 proteini iliskisi. A) MDM?2’nin P53 ile aktif hale getirilmesi.
B) P53’{in transaktivasyon bolgesinin MDM? ile baskilanarak P53 fonksiyonunun
engellenmesi. C) P53’iin MDM2 proteini ile pargalanmasi®.

MDM2 ve kanser arasinda belirlenen iliskilere ilave bilgiler, normal dokularinin
MDM?2’yi asir1 miktarda eksprese ettigi kansere egilimli olan “Li-Fraumeni”
sendromunun tanimlanmasiyla elde edilmistir. Bu bireyler iki wild-tip P53 alleline
sahiptirler ve P53 ile indiikklenen bir gen olan p21 genini asir1 miktarda eksprese
etmezler ve bu nedenle MDM2’nin asir1 ekspresyonunun P53’ten bagimsiz oldugunu
gostermektedir. “Li-Fraumeni” sendromlu bireylerin normal dokularinda MDM2’nin
asir1 miktarda ekspresyonu, MDM2’nin bu bireylerde yiliksek miktarda olan tiimor

insidansina direkt olarak etki edebilecegini diisiindiirmektedir.® "
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2.1.10. Kanser ve Sin3A

Sin3 (Swi-independent), 1987 yilinda birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan
tomurcuklanan mayalarda switching eslesme tipinin fenomeninin arastirilmasiyla tespit
edilmistir ve ayn1 zamanda SDII olarak da bilinmektedir. Ik olarak mayalarda iskelet
proteini olarak kesfedilen Sin3 suanda DNA hasar tamiri, organ gelisimi, hiicre siklusu,
senesens, onkogenezis gibi farkli hiicresel fonksiyonlar yer aldigi bilinmektedir. Ancak
molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilmis degildir. Sin3 HO endoniikleazin negatif

bir regiilatér proteini olarak belirtilmistir.”

Daha sora yapilan ¢aligmalarda Sin3’iin
histon deasetilaz (HDAC) komplekslerin yapisi, DNA’nin regiilasyonu, histon
metilasyonu, niikleozomun yeniden sekillenmesi ve N-asetilglukozamin transferaz
aktivitesi gibi kritik birgok biyolojik fonksiyonda yer aldigini ortaya ¢ikarmistir.”>”’

Sin3’lin yapisi, fonksiyonu ve ilgili protein kompleksleri lizerine ¢aligmalar devam

etmektedir.”

Sin3 geni 5.8 kb DNA fragmentinden olugmaktadir ve proteini ise 175 kD agirhiginda
olup 1538 a.a. icermektedir.”® Proteinin en belirgin 6zelligi her bir 100 reziidiide
tekrarlayan, biri hidrofilik, digeri ise hidrofobik olmak iizere iki tane o helix iceren dort
¢ift amfipatik alfa heliks (PAH) yapisidir. PAH1, PAH2, PAH3, PAH4, histon
deasetilaz etkilesme domaini (HID) ve yiiksek Olgiide korunmus bolge (HCR) olmak
iizere 6 domaine sahiptir.”> " Memelilerde iki farkli genden kodlanan Sin3A ve sin3B
olmak iizere iki izoformu tanimlanmustir. Iki izoform arasindaki farklilik Sin3B’nin

PAHI1’den 6nce daha kisa bir amino-asit kuyruga sahip olmasidir.®% 8

DNA-bagli proteinlerle beraber Sin3, farlilasmis hiicrelerde kalic1 gen sessizligi ve
hetero-kromatin  formasyonuna sebep olan kromatin isaretlerinin koordineli

modifikasyonu i¢in bir model saglayan kompleks bir formdadir. A¢ik bir sekilde enerji
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metabolizmasi, hiicresel proliferasyonu ve hiicre yasamini gibi kompleks hiicresel
yolaklar1 diizenler.”® Sin3A proteinler hedef genlerin ekspresyonunu baskilamak i¢in
kromatin bagli transkripsiyon faktorlere HDAC lar1 yapilandirabilir.®? Sin3A hiicre
O0limii ve mitokondrial biyogenezisi igeren homeostazis ve gelisim i¢in 6nemli
prosesleri regiile eder. Ayn1 zamanda Mad-class niikleer faktoriin zorunlu bir partneridir
ve Myc-bagimli transkripsiyonun Mad-aracili baskilanmasi igin gereklidir.sg’ 8 Sin3A
HDAC’lerle kompleksler olusturur ve bu durum histon proteininin deasetilasyonu
konformasyonel degisiklikler yarattigi icin transkripsiyonel represyon veya
sessizlesmeye neden olarak, transkripsiyon faktorlerine erisimi kisitlar ve transkripsiyon

faktorlerinin ve RNA polimerazin ilgili genlere baglanmasini kisitlar.® %

Sin3’tin hem onkojenik hem de tiimor baskilayic1 fonksiyonlari bagimsiz ¢alismalarla
bildirilmigtir. Sin3A transforme hiicreler igin esansiyel oldugu gosterilmistir. Ayrica
Sin3A’nin diisiik ekspresyonu tiimor hiicrelerinin artmig apoptozisiyle ve hem ekstrinsik
hem de intrinsik yikim sinyal yolagimi igeren birkag genin yiikselmis ekspresyonuyla
iligkilidir. Triple negatif meme kanseri hiicrelerinde Sin3A fonksiyon miidahalesi
epigenetik yeniden programlanmasini ve diferensiyonunu indiikledigi gosterilmistir.
Yine yapilan calismalada Sin3A aktivitesinin P53 bagimsiz apoptozisi Onledigi

gés‘[erilmistir.fj7

2.2. Meme Kanseri

Meme kanserleri, meme parenkim epitelinden, 6zellikle de terminal duktal lobiiler
initenin hiicrelerinden gelistigi diisiiniilen adenokarsinomlardir. Meme kanseri insanlik
tarihinde tanimlanmus ilk kanser tiirlerinden biridir. ilk olarak tarih¢i Herodot (M.O.
484-425), bir yazisinda Darius’un karist Atossa’nin memesinde {ilserlesmis bir timor
oldugunu ve bunun Pers’li doktor Democedes tarafindan tedavi edildigini belirtmistir.

Hipokrat (M.O 460-370), ilk olarak meme tiimérlerini iyi huylu ve kotii huylu olarak
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ikiye ayirmis; kotlii huylu olanin yayilabildigini ve 6liime sebep oldugunu yazmustir.
Daha sonralar1 iskenderiye’de yasayan D.r Leonides (M.S 80), mastektomi ameliyatini
anlatmis; Alman cerrah Wilhelm Fabry von Hilden (M.S. 1560-1624) aksiler lenf
diigtimlerinin de ¢ikartilmasi gerektigini belirtmistir. Fransiz cerrah Henri Francois Le
Dran (1685-1770) 1757 yilinda meme kanserinin baslangigta lokal bir hastalik
oldugunu, biiyiidiik¢e aksiller lenf diiglimlerine ve buradan da genel dolasima gegerek
uzak organlara yayildigini bildirmistir. William Stewart Halsted, 1894’te ilk radikal
mastektomiyi yapmis ve yaptig1 50 vakalik radikal mastektomi serisi meme cerrahisinin
temelini olusturmustur. 1948 yilinda Patey ve Dyson ‘Modifiye Radikal Mastektomi’
tekniklerini agiklamislardir. Son yillarda ‘meme koruyucu cerrahi’ teknikleri popiilerlik

kazanm1§t1r.88
2.2.1. Epidemiyoloji

Diinyada, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri, kanser iliskili
mortalitede akciger kanserinden sonra %]15’lik oramiyla ikinci sirada yer alir.” ®
100.000 kadinda 45 yasina kadar olanlarda 20.8’inde hastalik goriiliirken, bu degerin
45-60 yas araliginda 186.7 kadinda oldugu, 60-75 yas araliginda ise 238.5 kadinda
oldugu bildirilmistir.?®  Erkeklerde meme kanseri yaklasik % 1 siklikta gén’ill’jr.go
Kadmlar i¢in yasam boyu meme kanserine yakalanma riski yaklagik 1/8'dir. Bu risk
giicli aile hikayesi olanlarda ve ‘‘Breast Cancer’” (BRCA)-l ya da BRCA-2 gen
mutasyonu tastyanlarda daha yiiksektir™. Gegen 40 yil boyunca meme kanseri siklig
ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde siirekli sekilde artmaktadir. Meme
kanserindeki artig, tarama yontemlerinin daha sik ve diizenli kullanilmasina bagli tani

oranindaki artisa ve toplumlarin ortalama yasam siirelerinin uzamasiyla hastaligin ileri

yas grubunda daha sik goriilmesi ile agiklanmaktadir. Diger bir yandan postmenapozal
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hormon replasman tedavilerindeki azalmadan dolayr da meme kanseri insidansidaki

artigin diisiise gectigi gozlenmistir.”
2.2.2. Etyolojisi

Meme kanseri risk faktorleri arasinda genetik yatkinlik, BRCA1l ve BRCA2
genlerinin taginmasinin yani sira 6nceden gegirilen kotii huylu meme hastaliklari, erken
menars, ge¢ menopoz, obez postmenopozal kadinlar, alkol kullanimi, diisiik doz
radyasyon, diabetes mellitus, ilk dogumunu ge¢ yasta yapmis kadinlar, pestisitlere
maruz kalma, uzun siireli oral kontraseptif ilag alimi gibi durumlar yer almaktadir.
Ayrica Ostrojen, oksidatif stres, apoptozun engellenmesi de meme kanseri olusumunda

6nemli rol oynayan faktorlerdir.”

Genellikle meme kanserlerinin yaklasitk % 10-15’1 aile Oykiisiiyle iliskilidir,
bunlarin da kiigiik bir béliimiinde, dominant gegen meme kanserine egilim genleri sz
konusudur. Kalitimsal olarak aktarilan hastaliklarin bir¢ogu gibi meme kanserinin
genetik tipleri de hastaligin daha erken yasta ortaya ¢ikmasi, bilateral olusu ve yiiksek
bir penetrasyon ile karakterizedir.’* * 1. Kromozom iizerinde bulunan otozomal
dominant gen olan BRCA-1’de mutasyonlarin olusmasi sonrasi bu genin ailevi meme
kanseri ve over kanserinde etyolojik rol oynadigi kabul edilmektedir. Meme
kanserlerinin biiyiik bir kismimi olusturan ve herediter gecis gostermeyen sporadik
olgularda ise BRCA-lin rolii gdriilmemistir.”® 13. kromozomda iizerinde bulunan
BRCA-2 ise on degerlendirmelere gore ailevi olgularda hastaligin erken ortaya

cikisinda ve bilateral hastalikta rol oynadig: diisiliniilen gendir. 9

Meme kanseri riski siklikla erken menars, nulliparite ve/veya gec yasta az sayida

cocuk dogurmus kadinlarda, infertil hastalarda, ge¢ yasta menapoza girmis kadinlarda
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artmigtir.” Ayrica laktasyonun meme kanserinde koruyucu bir faktér oldugu

bulunmustur .%

Meme kanseri olgularinda hormonlarin énemli bir role sahip oldugu bilinmektedir.
100,191 Meme kanserinin goriilmesinde dstrojenlerin yiiksek diizeyde bir etkinlige sahip
olmasi, meme kanseri vakalarinin kadinlarda erkeklerden daha fazla (100 kat)
goriilmesine sebep olmaktadir.’® % Ostrojen, steroid yapida olan bir cinsiyet hormonu
olup E1, E2 ve Ostriol (E3) en 6nemli dogal dstrojenler arasinda yer alir. Ostrojen
hormonunun biyosentezi viicutta ovaryumlarda olgun folikiillerin granuloza hiicreleri
tarafindan gergeklesmektedir ve gebelik déneminde ise plasentadan Gstrojen sentezi
olmaktadir. Viicut periferinde intrakrin Ostrojen sentezi premenopozal kadinlarda

toplam 0Ostrojen olusumunun %75°ni, postmenopozal donemdeki kadinlarda %100’e

yakinini olusturmaktadir.'®
2.2.3. Evreleme

Meme kanseri tiimor olusumu ve etrafindaki dokulara sicrama o6zelliklerine gore
cesitli evrelere ayrilmistir. Amerikan Ulusal Kanser Merkezine gore meme kanseri

evreleri.'®

2.2.3.1. Evre0
Anormal hiicrelerle karakterize ve invaziv olmayan Evre 0, hiicre i¢i duktal karsinoma
(DCIS) olarak tanimlanir. Bu evrede kanser hiicreleri olustuklar1 duktuslar igerisinde
kalmis ve gogiisiin yag dokusuna ya da lenf diiglimii gibi viicudun diger organlarma
yayillmistir. DCIS genellikle mamogram iizerinde kiigiik kalsiyum birikimleri

(mikrokalsifikasyonlar) olarak goriiniir.
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2.2.3.2. Evre |

Invaziv meme kanserinin erken evresi olarak kabul edilen Evre 1, kanser baslangici

sayllip meme dokusuna yayilmamistir. Tiimoral doku biiylikliigli 2 cm den biyiik

degildir.

2.2.3.3. Evre 1l

Timor boyutu en fazla 5 cm olup, dort farkli sekilde goriiliir.

Timor 2 cm den biiyiik degildir. Kanser koltukalti lenf diigiimlerine metastaz
yapmistir.

Tiimoér 2-5 cm ebatlarindadir ve koltukalti lenf diigiimlerine metastaz
yapmamistir.

Tlimor 2-5 cm ebatlarindadir ve koltukalti lenf diiglimlerine metastaz yapmustir.

Tiimdr 5 cm ebadindadir ve koltukalti lenf diiglimlerine metastaz yapmamustir.

2.2.3.4. Evre Il

Bu evre ilerlemis kanser olup {i¢ alt tipe ayrilir:

Evre IIIA: Tiimor 5 cm’den biiyiik, kanser koltukalt1 lenf diiglimiine metastaz
yapmis ve etrafindaki dokulara tutunmustur.

Evre IIIB: Go6giis duvarinda ya da meme derisinde herhangi bir ebatta tiimor ile
karakterize olan bu evrede kanser koltukalti lenf diigiimiine metaztaz yapmis ve
cevre dokulara tutunmus olarak bulunurken, goglis lenf diiglimlerine de
sigramistir.

Evre IIIC: Bu evrede tiimor herhangi bir ebatta olabilir ve ¢esitli dokulara
metaztaz yapmustir. Yani kanser koltuklalti ve gogiis lenf diigiimlerine, lenf

diiglimlerinin Oniine ve arkasina sigrayarak buralara yayilirlar.
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2.2.3.5. Evre VI
Bu evre uzak metaztazik kanserdir ve viicudun ¢esitli bolgelerine (karaciger, kemik

gibi) metaztaz yapmistir.

2.3.  Dosetaksel
Taksol, NCI tarafindan 1971 yilinda dogal antikanser bilesikler bulmak i¢in yapilan
programda ABD'de yetisen Taxus brevifolia'nin kabugundan izole edilmistir'®. Taksol,
FDA tarafindan 1992 yili i¢cinde ovaryum ve 1994 yilinda meme kanserli hastalara
verilmek tizere ruhsatlandirilmistir ve etkin maddesine paklitaksel (PTX) adi

verilmistir.'%

Taksoliin yarisentez ile temini ¢aligmalar1 sirasinda, taxotere adi verilen bir taksol
analogu  sentezlenmistir. Taxotere 1996 yilinda antikanser ila¢  olarak
ruhsatlandirilmistir. Preparatt TAXOTERE (Rhone-Poulenc Rorer Pharmaceutical, Inc.,
Collegeville, PA.) olarak isimlendirilirken, etkin maddesine dosetaksel (DTX) adi
verilmistir."® DTX taksoid familyasina ait bir antikanser ajandir ve paklitakselin
analogu olan DTX Avrupa'ya ait porsuk agaci olan Taxus baccata L.'den ekstrakte
edilen  10-deasetil bakkatin IIT  yarisentezi ile elde edilir. Mikrotiibiil
polimerizasyonunun  inhibitorii  olarak  paklitakselden daha etkili  oldugu
gés‘terilmistir.107 Molekiil agirligi 807,9 g/mol'diir. DMSO ve etanolde ¢0ziiniirken,
sudaki ¢oziinilirliigii oldukca diisiiktiir. PTX ile karsilastirildiginda iki modifikasyon
sunar: bir hidroksil grubunun bakkatin III'iin 10'pozisyonu iizerindeki 3' asetil grubu ile
yer degistirmesi ve bir OC(CH3)3 grubunun C-13 yan zinciri ile yer degistirmesidir. Bu
iki yapisal modifikasyondan dolay1 DTX, PTX ile karsilastirildiginda suda daha yiliksek

¢ozimiirliik ve tibiilinlere karsi daha yiiksek afinite gstermektedir. %
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Sekil 2.5. Paklitaksel (A) ve dosetakselin (B) yapisi. Farkliliklar mavi ve kirmizi ile
isaretlenmistir.109

DTX meme, over, prostat ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi pek ¢ok
maligniteye kars1 antitiimor etkisi gosterir. In vitro galismalar hiicre replikasyonunun
inhibisyonunda DTX'in PTX'den 2,5 kat fazla potansiyeli oldugunu gostermistir. Bunun
nedeni ise DTX'in hiicre mitozunu hem S hem de G2/M fazinda engelleme yetenegi
varken, PTX'in yalnizca G2/M fazinda engelleme yetenegine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Buna ilave olarak, DTX hiicre i¢ine aliminin daha iyi, hiicreden
atilmasiin daha yavas olmasi ve tiimor dokusundan daha uzun terminal eliminasyon
yar1 omrii sayesinde tiimor hiicrelerinde PTX'e oranla daha uzun alikonma zamanina

sahiptir. 110113

Dosetaksel ii¢ farkli sekilde dogrudan veya dolayl olacak sekilde apoptoza neden
olur. Dosetakselin temel terapodtik etkisi mikrotiiblil dinamiklerinin baskilanmasidir
(birlestirme ve ayirma). Diger yontemler ise hiicre siklusunun bozulmast ve Bcl-2' nin
fosforilasyonudur. Birincisi, DTX hiicrelerdeki mitotik ve interfaz hiicresel fonksiyon
icin zorunluluk olan, miikrotiibiiler agin bozulmasinda rol aran antineoplastik bir
ajandir. Bos tiibiilinleri baglayarak tiibiilinlerin stabil miikrotiibiiller halinde
birlesmesini destekler ve es zamanli olarak ayrilmalarini inhibe eder. Bu aktivite normal

fonksiyonu  olmayan  miikrotiibiill yigmnlar1  iretimine ve  mikrotiibiillerin
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stabilizasyonuna sebep olur, bu durum hiicrelerde mitozun inhibisyonu ile sonuglanir.
Ikincisi, DTX hiicrelerin yasam dongiisiindeki 3 faz1 engelleyerek calistig
diistiniilmektedir. Hiicre dongiisiinii S (synthesis) fazi, G2 (growth 2) faz1 ve M
(mitotic) faz asamalarinda bloke etmektedir. S fazinda DNA eslenmesi olmakta, G2
fazinda biiylimekte ve M fazinda boliinmek icin hazir hale gelmektedir. Hiicre
dongiisiinlin bu ii¢ fazinin engellenmesi ile DTX hiicrelerin bir sonraki faza ilerlemesini
olanaksiz hale getirmekte, boylelikle apoptozisi tetiklemektedir. DTX'in tigiincii yolu ise
Bcl-2' nin fosforilasyonunu indiikleyerek apoptozisi baslatmasidir. Kanser hiicrelerinde
Bcl-2'nin yiiksek ekspresyonu, apoptozisi dnlemektedir. DTX Bcl-2 fosforilasyonunu
saglayarak inaktive eder ve hiicre Oliimiiniin gerceklesmesini saglar. Bu in vitro
degerlendirme MCF-7 meme kanseri hiicre hattin1 da igeren insan hiicre hatlarinda

yapilmustir.™

DTX metastatik meme kanserinde tek basia kullanilan aktif bir maddedir. Ozellikle
antrasiklin ile uygulanan standart tedavinin basarisiz oldugu hastalarda belirgin
etkinlikleri goriilmiistiir.'®® > DTX ile yapilan ¢alismalarda meme kanserinde %50-68
oraninda basar1 saglanmistir. Daha Once kemoterapi almis hastalarda cevap oranlari
%29-57'ye diiserken, daha oOnceden antrasikline karsi direngli olan hastalarda ise
belirgin derecede yiiksek oldugu saptanmistir. DTX meme kanserindeki optimum dozu
heniiz saptanamamistir. PTX ile karsilastirildiginda, her iki bilesigin meme kanserinde
etkili oldugu goriilse de genellikle DTX’e karst alinan yanit PTX daha fazladir.
Gilintimiizde yapilan calismalarla her iki taksoit maddenin diger tedavi protokollerinde
yer alan maddelerle karsilastirmali ve beraber tedavileri {lizerine aragtirmalar devam

etmektedir. 1'% 1Y
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Ornekler

Meme kanser hiicre hatti (MCF7), -196 °C’de 7. Pasaj olarak Atatiirk

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarindan temin

edildi.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal, Cihaz ve Ekipmanlar

Tablo 3.1°de ¢alismada kullanilan kimyasallar, kitler ve bunlarin temin edildigi

firmalar gosterilmistir. Calismada kullanilan cihaz ve aletlerle ilgili bilgi ise Tablo

3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar / kitler

Kimyasal/Kit ad1

Firma

Dosetaksel (Taksotere)

Sanofi Aventis

Hiicre kiiltiirii medyumu Bio-ANF-1

Fetal bovine serum Sigma

L-glutamine Sigma

Tripsin Sigma

Fosfat tampon (PBS) Sigma

EDTA Sigma

MTT Kkiti Roche

TUNEL kit Roche

Taxotere Rhone-Poulenc Rorer

Pharmaceutical
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MDM2 primer Roche
Sin3A primer Roche
P53 primer Roche
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kiti Roche
Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar/aletler

Cihaz/Alet Firma
Etiiv Nuaire
Santrifiij Beckman
Derin dondurucu(-80°C) Sanyo
Isik mikroskobu Leica
Real-Time PCR Roche
Poly-L-lysine kapli lamlar Thermo
Mikroplak okuyucu spektrofotometre BioTek
25 cm”’lik flask Isolab
96 kuyucuklu mikroplak Termo
Falkon tiip Isolab
Pipetler (2-20pL, 20-200pL, 100-1000pL) Ependorf
DNA-RNA izolasyon cihazi Roche
Petri kab1 Termo
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3.2. Metot

3.2.1. Hiicre Kiiltirii

3.2.1.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi
Hiicre kiiltiiri medyumu (DMEM);

- 75 mL hazir amniyon hiicre kiiltlirii mediyumu

15 mL fetal bovine serum

1,5 mL Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin B

2 mL L-glutamine

karistirilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiirii Inkiibasyon Kosullar
Hiicrelerin ¢ogalmasi ig¢in, tiim hiicreler hiicre medyumu igerisinde, CO,
konsantrasyonunun %5 oldugu bir ortamda 37 °C sicakliktaki etiivde 25 cm?lik

flasklarda steril sartlarda inkiibe edildi.

3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi
Uremekte olan hiicreler flasklarmn  zemininin  %80-90’m1  kapladiginda

(confluent) hiicreler pasajlands,™® 119

Bu amagla iiremekte olan hiicreler yeteri kadar
cogaldiginda;
- Flasklarda bulunan kiiltiir medyumu uzaklastirilarak steril fosfat tamponu (PBS-
25 cm?igin 2 mL) ile yikandi.
- PBS’i de uzaklastirdiktan sonra zemine yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in 3 ml
tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve etiivde 10 dk. bekletildi.
- Flaskin igerigi elle hafif hafif ¢alkalanarak siispansiyon halinde getirildi ve 15

mL lik bir falkon tiip igerisine aktarildi. Siispanse karigimin {izerine tripsinin

inkiibasyonu i¢in kullanilan karisimin 2 kati1 kadar medyum eklendi.
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- Siispansiyon 1300 rpm’de 10 dk.’lik santrifiij edildikten sonra iist kisimda
bulunan tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirildi.

- Tiipiin dibinde pellet seklinde bulunan hiicrelerin {izerine taze hazirlanmis hiicre
kiiltiir medyumundan 3 mL ilave edilerek olusan siispansiyon 5 adet 25 cm?’lik
flasklara boliinerek tekrar pasajlandi.

- Yeniden pasajlanan hiicreler 37 °C’de %5 lik CO, ortaminda inkiibasyona

birakildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Dondurulma ve Saklanma Islemleri

- Tripsin-EDTA soliisyonu ile yiizeye yapisan hiicreler kaldirilarak santrifii
edildi.

- Tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirilarak pellet halinde bulunan hiicrelerin
tizerine Iml medyum ilave edildi ve sayildu.

- Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu medyumla inkiibe edildi.

- Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilip bir falkon tiipe
aktarildi. Uzerine 2-3 mL daha medyum ilave edildi.

- Hiicre siispansiyonu 1300 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra iistte kalan
kisim uzaklagtirildi.

- Pelletin tizerine 900 pL hiicre medyumu koyularak sayildi.

- Dondurma tiipleri igerisine 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) ve 900 uL hiicre
medyumu ile siispanse edilen hiicre soliisyonu eklendi.

- Tiipler dondurma kabma yerlestirilerek -80 °C’de derin dondurucuda

gerektiginde kullanilmak tizere saklandi.

3.2.1.5. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi
Ependorf tiipe 1 mL kiiltiir medyumu ile sulandirilan hiicrelerden 10 pL alinarak

tizerine 90 pL tripan blue boyasi eklenerek karistirildi. Bu karisim Neubauer lami
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tizerine konularak 5 bolmedeki hiicre sayimlar1 yapildi. Daha sonra bulunan bu sayi,
diliisyon faktérii 50.000 ile carpildi. Cikan sonu¢ 1 mL medyumda ka¢ milyon hiicre
oldugunu gostermektedir. EKim  yapilirken, hesaplanan bu say1 dikkate alindi ve
hiicrelerin petriye ekimleri yapildi. Bdylece her 100 mm? lik kiiltiir petrisine 5x10°
hiicre ve 96 kuyucuklu kiiltiir plagiin her kuyucuguna 5000 hiicre transferi saglandi.

3.2.2. Dosetaxel uygulanmasi

Ticari ad1 Taxotere olan DTX uygulamasi i¢in, her bir 6rnegin ¢ift ¢alisilmasi
amaciyla ornek sayisinin iki kat1 kadar kuyucuk kullanildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
siirelerinin denenmesi amaciyla iki adet 96’lik plak hazirlandi. Esit sayida hiicre
bulunan kuyucuklardan her ikisine sirastyla 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM ve 100

uM konsantrasyonlarda 200uL DTX eklendi ve inkiibe edildi.
3.2.3. Hiicre Sitotoksisite Analizi

Hiicre  sitotoksisite  analizi i¢in MTT  [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] analizi yontemi kullanilmistir. MTT analizi, canli hiicrede
metabolik aktiviteden dolayr MTT’in indirgenmesi sonucu azalmasina bagli olarak
enzimatik aktivite degisiminin kolorimetrik olarak Ol¢iimiine dayanan bir analiz

yontemidir.

MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (2E,42)-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazar]
P.5-diphenyltetrazolium bromide))
Jnax 560 NmM
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Buradan elde edilen sonug, hiicre c¢ogalmasinin ne diizeyde oldugunun
gostergesidir. Bu metot yardimiyla, hiicrelere uygulanan terapdtiklerin, hiicreler
tizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkinlikleri belirlenebilmektedir.

DTX kullaniminin MCF7 hiicre hatt1 lizerinde olusan sitotoksik etkileri, MTT
kitinin prospektinde yer alan talimata gore degerlendirilmistir. MTT uygulanmasindan 1
giin 6nce 96’lik plak icerisinde her kuyucuga 5000 hiicre gelecek sekilde 100 pL kiiltiir
medyumu ile hiicrelerin ekimi yapildi. Mikroplak 24 saat 37°C ve %5 CO, ayarh
inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeye yapigsmalar1 saglandi.

DTX uygulamalarindan sonra hiicre hatlar1 24 ve 48 saat siireli inkiibasyonda
tutuldu, MTT yontemi uygulandi. Analize baslanmadan 6nce 96’lik plaklarda bulunan
medyumun 100 pL’si uzaklastirildi.

MTT analizi;

1- 96’lik plaklarin kuyucuklarinda bulunan 100 pl medyum ve hiicre karisimi
tizerine, tiazolil mavi tetrazolium bromiir soliisyonundan 10 pL ilave edildi. Bu
soliisyon ilavesini takiben 96’11k plaklar inkiibatore alinarak 3 saat bekletildi.

2- Ug saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyinde bulunan medyum bir
pipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra, 100 L MTT ¢oziict soliisyonu ilave edildi
ve 20 dk daha inkiibatorde bekletildi.

3- Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin absorbans degeri, spektrofotometrik olarak
570 nm de 3 tekrarli olarak olg¢iildii.

Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doza kars1 % hiicre sitotoksisite
egrisi ¢izilerek, %50 baskilayict konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik egim grafigi

ile hesaplandi.
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3.2.4. Histokimyasal Boyama

3.2.4.1. Hiicrelerin Lam Uzerinde Uretilmesi
Poly-L-lysine kapli lamlar, 10 cm ¢apindaki petri kutularina hiicre ekimi
yapilmadan once yerlestirilerek class II tip biyogiivenlik kabini igerisinde 4 saat

siireyle ultraviyole 151k altinda sterilize edildi.

25 cm®lik flasklarda cogaltilan hiicrelerden, UV 1sik altinda steril edilen
petrilere her bir petri igerisindeki lamlarin iist yiizeylerine esit miktarda (100 uL

medyumda siispanse yaklasik 5000) hiicre gelecek sekilde ekim yapildi.

Lam iizerine hiicrelerin yapismasini takiben (ortalama 24 saat sonra) DTX

uygulamalari yapildu.
Kontrol grubundakilere ayn1 miktarda kiiltiir medyumu konuldu.

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin bitimini takiben petri igindeki medyum
pipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra PBS eklenerek hiicre yikama islemi

gerceklestirildi.

3.2.4.2. Fiksasyon

PBS ile yikanan ve lam iizerinde yapisik bulunan hiicreler -20 °C’de sogutulmus

metanol icerisinde 10 dakika tespit edildi. Tespit edilen lamlar PBS ile yikanarak

kurutuldu. Boyama islemine baslaymcaya kadar -20 °C’de saklandu.

3.2.4.3. TUNEL Boyama

TUNEL (Terminal Deoxytransferase Mediated Bio-dUTP Nick end Labeling)

boyama, apoptozisin saptanmasinda kullanilan bir histokimyasal yontemdir. DNA

kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Bu ¢alismada, boyama islemi icin TUNEL
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boyama Kiti kullanilmistir. Boyama islemi, kit igerisinde bulunan deney protokolii
dogrultusunda yapilmistir:
- Boyama islemine alinacak lamlar derin dondurucudan (-20 °C) cikarilip oda

1s1sina gelinceye kadar 30 dk. bekletildi ve 100 pL PBS ile yikandi.

- Daha sonra 100 pL Proteinaz K damlatilarak 10 dk nemlendirici kab igerisinde

bekletildi.
- 5dk. siire ile 3 kez 100 uL PBS soliisyonuyla yikandi.

- Endojen peroksitlerin bloklanmasi icin %3’lilk H,O, soliisyonuda 10 dk

nemlendirici kab i¢erisinde bekletildi.
- Daha sonra 5 dk siire ile 3 kez 100 uL PBS soliisyonuyla yikanda.

- 100 pL TUNEL soliisyonu ilave edildikten sonra 60 dk nemlendirici kab

icerisinde 37 °C’de bekletildi.
- Sdksiire ile 2 kez 100 pL PBS soliisyonuyla yikandi.

- 100 pL Converter-POD soliisyonunda 30 dk nemlendirici kab igerisinde 37

°C’de yikandh.
- 100 uL DAB kromojende 7 dk muamele edildi.

- Daha sonra 3 kez 5 dk siireli 100 uL PBS ile yikanarak ¢ekirdek boyamasi i¢in
Harris’in Hematoksilen soliisyonunda 5 dk bekletildikten sonra dereceli alkol ve

ksilol serilerinden gegirilip 2 damla entellan ile kapatildi.

3.2.4.4. Apoptotik Hiicrelerin Degerlendirilmesi
TUNEL boyama sonuglarmin gruplar arasi karsilagtirmalarimi yapmak igin,
“Stereolojik Optic Fractionator Frame” metodu kullanilmistir. Bu analizler stereoloji

workstation sistemi  (BioPrecision MAC 5000 controller system) ve stereoloji
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software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Rochester, VT) atagmanl
151k mikroskop altinda yapilmistir (Sekil 3.1). Calismamizda, MCF-7 hiicre preparatlari
tizerinde apoptotik hiicreler, “Unbiased Counting Frame and Fractionator” metodu
kullanilmis ve tiim gruplara ait her bir preparattaki TUNEL pozitif hiicre yogunlugu

asagidaki formiile goére hesaplanmistir:

PHY = PHS/(CA x CS)
PHY; um? alana diisen TUNEL pozitif hiicre yogunlugu,
PHS; TUNEL pozitif hiicre saysi,
CA; gerceve alan1 (um?)
CS; cerceve sayisi.

Elde edilen veriler her bir grup i¢in iki tekrarli 6l¢iime dayanmakta olup, her

gruptan 3 paralel preparat boyanmuistir.

™ Stereo Investigator - Untitled

OB AR coJFEE BE.levee F% |86 d
=) il @ % @ 2
I 2 ———

Move cursor and click to mark reference point ot it | show Diagnostics

Sekil 3.1. Stereolojik TUNEL pozitif hiicre yogunlugunun analizini gosterir ekran resmi
(oklar TUNEL pozitif hiicre)
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3.2.5. Ters Trankriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), hiicrede dogal olarak meydana gelen
replikasyona benzer sekilde, istenilen bir DNA pargasinin kopyalarinin enzimatik olarak
sentezlenmesini saglayan hizli bir in vitro yontemdir. Kopyalama, komplementer DNA
(cDNA\) tizerindeki hedef dizilerde kendilerine 6zgii bolgelere baglanan primer denilen
oligontikleotitler tarafindan yonlendirilir. PCR’de yeni DNA zincirlerinin sayis1 her
dongiide 2 katina c¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriir.
Yirmibes-otuzbes dongii ile birkag saat gibi kisa bir siirede istenilen DNA kisminin
milyarlarca kopyasi elde edilebilir. RNA molekiilii PCR ile ¢ogaltilamadigindan PCR
asamasindan 6nce RNA ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi kullanilarak
cDNA (komplementer DNA)’ya cevrilir. Ardindan DNA, PCR ile ¢ogaltilmaktadir. Bu
sentez asamalar1 Ters Tranktiptaz PCR (Reverse Transcription PCR, RT-PCR) olarak

adlandirilmaktadir.

3.2.5.1. RNA izolasyonu

Orneklerden RNA izolasyonu i¢in Roche MagNA Pure Compact RNA izolasyon
kiti kullanmilmistir. RNA izolasyon islemi, kit igerisinde bulunan deney protokolii
dogrultusunda yapilmistir. Oncelikle hiicre kiiltiirleri 300xg’de 10 dk. santrifiij edilerek
medyumu uzaklastirilmis ve hiicre pelletleri tizerine 100 pL PBS ilave edilerek hiicreler
tekrar siispanse haline getirilmistir. Daha sonra 100 pL Lysis Buffer eklendi. Olusan
lizattan 200 pL. numune tiipiine transfer edildi. Numune tiipii ROCHE MagNA Pure
Compact otomatik DNA-RNA izolasyon cihazina konuldu. Kit igeriginde bulunan
Reagent kartuslarinin barkodlari cihaza tanitilarak kartuslar cihaza yiiklendi. Izolasyon
sonunda eliisyon tiipiinde 50 pl 6rnek elde edildi. RNA miktarlar1 ve safliklar

NanoDrop cihazinda spektrofotometrik olarak dl¢iildii.
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3.2.5.2. Komplementer DNA Sentezi
Komplementer DNA (cDNA) sentezi igin Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis kiti kullanmilmigstir. ¢cDNA sentezi islemi, kit igerisinde bulunan deney
protokolii dogrultusunda yapilmistir. 200 pL’lik PCR tiiplerine orneklerden 10 pL
konulmus ve her birinin {izerine 2 pLL Sequens Spesific Primer (P53, Sin3A, MDM2), 1
uL distile su ilave edilmistir. Daha sonra Reverse Transcriptor PCR cihazinda 65 °C’de
10 dk. RNA’nin denatiirasyonu i¢in inkiibe edildi. Denatiire RNA Ornekleri tizerine 4
uL Reaction Buffer, 0,5 uL. RNAse inhibitor, 2 uL. Deoxynucleotide Mix ve 0,5 uL
Reverse Transciptase’dan olusam karisimdan ilave edilerek 55 °C’de 30 dk. inkiibe
edildi. Primer olarak;
Sin3A Forward: 5-TTGTCTCCAATGCTGTTCGC-3’,
Reverse: 3’-GGTTGGCGAATCCTGCGCTC-5’
MDM2 Forward: 5'-CGAGCTTGGCTGCTTCTGGG-3',
Reverse: 3'-GCTGGAATCTGTGAGGTGGT-5’
P53 Forward: 5'-TCTCCCCAGCAAAAGAAAAA-3’
Reverse: 3'-CTTCGGGTAGCTGGAGTGAG-5'
B aktin Forward: 5’-TCCCTGGAGAAGAGCTACG-3’
Reverse: 3’-GTAGTTTCGTGGATGCCACA-5°

kullanildi.

3.2.5.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile P53 ve MDM2 ve
Sin3A Gen Ekspresyonlarinin Olciilmesi
Her bir 6rnege ait cDNA’lar kullanilarak genlerinin ekspresyonlari (P53, MDM2
ve Sin3A) Roche LightCycler 480 Real-Time PCR cihazinda ¢alisilmigtir. Real-Time
PCR cihazinda sentez islemi gergeklesirken, her bir kuyucuktaki amplifikasyon

miktarini kantitatif olarak es zamanli olarak dlgtilmektedir. 96 lik bir plaga her bir 6rnek
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igin 7 kuyucuk kullanilacak sekilde yiikleme yapilmistir. Her bir 6rnek i¢in Sul. cDNA,
8 uL ddH,0, 5 pL Probe Master mix, 2 puL primer (P53, MDM2 ve MDMZ2) aktarildi.
Standart olarak, konsantrasyonu 10-10000 uM arasinda degisen dort adet Aktin B
(ACTB) standardi (10,100,1000 ve 10000 uM) kullanildi.
Real Time PCR da Costom Assay PCR programi seg¢ildi.

Denaturation : 10 dk, 95 °C
Amplification : 10 sn, 95°C

30 sn, 60 °C 45 spin

60sn,72 °C

Cooling : 30sn,40°C

Ardindan plaktaki yiikleme cihaza tanitilip program baslatildi. Real Time PCR
programi tamamladiktan sonra Absolite kuantifikasyonda analiz yapildi. Standartlar
(ACTB) baz alarak cihazin 6rneklere P53, MDM2 ve Sin3A’ya verdigi degerler not

edildi.
3.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 20.0 programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metotlar [Ortalama (X), Standart sapma (SD)] ve normal dagilim gosteren
verilerin karsilastirilmasinda One-Way ANOVA testi ve gruplar arasi karsilastirmalar
igin ise Post Hoc Tukey analiz testi kullanildi. Sonuglar % 95°lik giiven araliginda,

anlamlilik ise p<0.05 olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1.  Sitotoksisite Analizi Sonuclari

DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicre hatlarinda MTT yapilan analizlerde 24
saat inkiibasyon sonuglarmma gore; higbir uygulama yapilmayan MCF-7 kontrol
hiicrelerinin canliligimin en yiliksek oldugu belirlenirken, artan konsantrasyonlarda
uygulanan DTX in hiicre canliligin1 énemli oranda azalttig1 belirlenmistir (P<0.05). En
diisiik hiicre canliligi oraninin 100uM lik DTX uygulanan grupta oldugu belirlenirken
bu dozun MCF-7 hiicreleri i¢in toksik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

48 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinin MTT analiz
sonuclarinda ise; kontrol, 10nM ve 100nM DTX uygulanan gruplarin hiicre canlilik
oranlarinda istatisksel olarak 6dnemli farkliligin olmadigi belirlenmistir (P>0.05). 1uM
DTX uygulanan grupta hiicre canliliginin kontrol grubuna gore anlamli oranda azaldigi
belirlenirken, 10uM ve 100uM konsantrasyonlarda DTX uygulamasinin MCF-7
hiicreleri iizerinde ¢ok biiylik oranda toksik etki olusturdugu belirlenmistir (P<0,05)
(Sekil 4.2). 24 ve 48 saat siireli DTX uygulanan MCF-7 hiicreleri sitotoksite degerleri

Tablo 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de sunulmustur.

Tablo 4.1. 24 ve 48 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde MTT

sonuglari
Gruplar 24sa 48sa
Kontrol 0.718+0.015% 0.316+0.081°
10nM 0.669+0.030° 0.304+0.031°
100nM 0.675+0.047° 0.313+0.066%
1M 0.669+0.039 0.220+0.029"
10uM 0.360+0.028" 0.088+0.010°
100pM 0.088+0.032° 0.075+0.014°
p <0.05 <0.05

(abc) harflendirmeleri ayni siitundaki istatistiksel farki gostermektedir.

44



24sa Siireli MTT sonuglarni
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Sekil 4.1. 24 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlilig1
analizi sonuglari

48sa Siireli MTT sonuglari
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Sekil 4.2. 48 saat siireli DTX uygulamasi yapilan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlilig1
analizi sonuglari

4.2. TUNEL Boyama Sonuclar:
TUNEL boyamalarinin stereolojik degerlendirmelerinde, 24 saat siireli DTX
uygulanan gruplarda en diigiik pozitif hiicre yogunlugunun kontrol grubunda oldugu
goriiliirken dereceli olarak artan dosetaksel konsantrasyonu artis1 ile apoptotik hiicre

yogunlugunun arttig1 belirlendi (P<0,05). 48 saat siireli DTX uygulamasinda ise kontrol,
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10 nM ve 100 nM DTX uygulamalar1 arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenmezken
(P>0,05), 1 uM, 10 uM ve 100 uM DTX uygulanan gruplarda ise diger diisiik
konsantrasyonlu gruplara gore anlamli bir artis belirlendi (P<0,05). TUNEL boyama

sonuglarinin degerlendirme ve gruplar arasi karsilastirmalar1 Tablo 4.2 ve mikroskobik

goriintiileri Sekil 4.3-14’te sunulmustur.

Tablo 4 .2. Tim gruplara ait 24 ve 48 saat inkiibasyon periyotlu DTX uygulamalari

sonrasi 10.000 pm? alana diissen TUNEL pozitif hiicre yogunluklar:

Gruplar 24sa 48sa

Kontrol 1.21+0.17% 1.45+0.21%
10 nM 2.11£0.11° 1.67+0.16°
100 nM 2.30+0.22° 1.65+0.18°
1 pM 2.76+0.09° 2.47 £0.19°
10 pM 3.16+0.14° 3.36+0.24°
100 pM 3.21+0.20° 3.65+0.26"
p >0.05 <0.05

Harflendirmeler ayni siitundaki gruplar arasi istatistiksel farklilig

gostermektedir
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Sekil 4.3. 24 saat inkiibasyon siireli Kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre
yogunlugu, TUNEL boyama

Sekil 4.4. 24 saat inkiibasyon siireli 10 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.
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Sekil 4.5. 24 saat inkiibasyon siireli 100 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.

Sekil 4.6. 24 saat inkiibasyon siireli 1 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.
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Sekil 4.7. 24 saat inkiibasyon siireli 10 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.

Sekil 4.8. 24 saat inkiibasyon siireli 100 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.
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Sekil 4.9. 48 saat inkiibasyon siireli Kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre
yogunlugu, TUNEL boyama.

Sekil 4.10. 48 saat inkiibasyon siireli 10 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.

50



Sekil 4.11. 48 saat inkiibasyon siireli 100 nM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.

Sekil 4.12. 48 saat inkiibasyon stireli 1 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.
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Sekil 4.13. 48 saat inkiibasyon siireli 10 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.

Sekil 4.14. 48 saat inkiibasyon siireli 100 uM DTX uygulanan gruba ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu, TUNEL boyama.
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4.3. Real Time-PCR Analizi Sonuclari

Tiim gruplara aynm1 kosullarda, farkli konsantrasyonlardaki DTX uygulamasinin
24 saat inkiibasyonlarmin ardindan Real Time-PCR analiz sonuglarina gore en diisiik
P53 ekspresyon, yiiksek doz DTX uygulanan gruplarda go6zlenirken, en yiiksek
ekspresyon 100 nM DTX uygulanan grupta oldugu goriilmistir. 48 saatlik
inkiibasyonlar sonucu ise DTX uygulanan tiim gruplardaki P53 ekspresyonlarinin
kontrol grubuna gore az bir artis gézlenmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu

Kontrol ve DTX uygulan gruplara ait P53 ekspresyonlar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Tim gruplara ait 24 ve 48 saatlik P53 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar P53/ACTB P53/ACTB
24sa 48sa

Kontrol 0.25 0.21

10 nM DTX 0.28 0.32

100 nM DTX 4.79 0.18

1 utM DTX 2.81 0.27

10 pM DTX 0.19 0.29

100 pnM DTX 0.18 0.21

24 saatlik inkiibasyonlarda MDM2 gen ekspresyonlart karsilastirildiginda
kontrol grubuna goére tiim gruplarda artig gozlenirken, en yiiksek ekspresyon 100 nM
DTX uygulanan grupta belirlenmistir. 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in ise kontrol grubuna
gore en ¢ok artis 1 uM DTX uygulanan grupta gozlenirken, en diisiik ekspresyon 100
uM DTX grubunda belirlenmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu Kontrol ve

DTX uygulan gruplara ait MDM2 ekspresyonlar1 Tablo 4.4 ‘te verilmistir.
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Tablo 4.4. Tim gruplara ait 24 ve 48 saatlik MDM?2 gen ekSpresyon diizeyleri

Gruplar MDM2/ACTB MDM2/ACTB
24h 48h

Kontrol 0.37 0.42

10 nM DTX 0.52 0.11

100 nM DTX 9.62 0.32

1 M DTX 3.42 1.02

10 uM DTX 0.52 0.66

100 pM DTX 0.49 0.59

24 saatlik inkiibasyonlarda Sin3A gen ekspresyonlar1 karsilastirildiginda kontrol
grubuna gore 100 nM ve 1 uM DTX uygulanan gruplarda artis diger gruplarda ise
azalma gozlenmistir. 48 saatlik inkiibasyonlarda ise Kontrol grubuna gére 10 nM ve 10
uM DTX uygulanan gruplarda artis, diger gruplarda azalis gozlenmistir. 24 ve 48
saatlik inkiibasyonlar sonucu Kontrol ve DTX uygulan gruplara ait  Sin3A

ekspresyonlar1 Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Tim gruplara ait 24 ve 48 saatlik Sin3A gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar Sin3A/ACTB Sin3A/ACTB
24h 48h

Kontrol 0.23 0.15

10nM DTX 0.17 0.22

100 nM DTX 4.12 0.15

1 utM DTX 2.24 0.17

10 pM DTX 0.16 0.23

100 pM DTX 0.17 0.16
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda goriilen kanser tipleri arasinda birinci sirada yer
almaktadir ve her sekiz kadindan biri meme kanserine yakalanma riskine sahiptir. Son
yillarda tani, tedavi ve takibindeki ilerlemelerden dolayr yasam kalitesi ve hastaliksiz
sag kalim olarak iyi bir konuma gelmistir. Ancak, son zamanlarda meme kanseri
insidansinda bir artis goézlenirken, meme kanserine bagli 6liim oranlarinda ise bir
azalma dikkati ¢ekmektedir. Sag kalimdaki bu artista cerrahi tedavi sonrasi uygulanan
adjuvan tedavilerin katkisi1 biiyiiktiir. Hastaligin tedavisinde erken evrelerde cerrahi ve
radyoterapi ile birlikte adjuvan amacli olarak uygulanan hormonal tedavi ya da
kemoterapi hastalarin sag kaliminda 6nemli iyilestirmeler saglamlstlr.lzo’ 121

DTX meme, over ve akciger kanser hastalarin tedavisi i¢in klinik olarak
kullanilmaktadir. Bu kemoterapétik ajan mikrotiibiillerde B-tiibiilinelere baglanir ve
hiicre siklusu isleyisi i¢in cok 6nemli olan mikrotiibiiller dinamigin bozulmasini arttirir.
Diisiik konsantrasyonlarda mitotoik ipcikleri 6nemli 6lgiide etkiler, ancak hiicre siklusu
arrestine ve anormal kromozomal ayrilmaya sebep olan mikrotiibiil iskeletine etki
etmez. Yiiksek konsantrasyonlarda ise masif mikrotiibiil hasarina sebep olur.?? Kanser
hiicreleri saglikli hiicrelerden daha hizli boliindiigii i¢in, bu ilag tedavisiyle indiiklenen
hiicre siklusu arrestine daha ¢ok yatkindir. Hiicre 6liim diizeyi doz-bagimlidan ziyade
zaman-bagimlidir. Yapilan ¢aligmalarda her ikisi de géz oniinde bulundurulur. DTX’in
sitotoksik etkileri 1Cso degerleri kullanilarak belirlenir.” 1%

Breast Cancer International Research Group (BCIRG)-001 tarafindan yapilan
TAX (Taxan) 316 calismasinda, antrasikline es zamanli DTX ilavesinin katkisi
degerlendirilmistir. DTX, Doksorubicin, Siklofosfamid (TAC) rejimi ile 5-Flourourasil,

Doksorubisin, Siklofosfamid (FAC) rejimi karsilastirildiginda hastalik niiks riskinde

%28lik, olim riskinde ise %30luk bir azalma oldugu gozlenmistir. Ancak TAC
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grubunda kemoterapi toksisitesi olarak grade 3-4 nétropeni orani anlamli olarak fazla
gdzlenmistir.®® MDA-MB231 hiicrelerinde 50 uM taksan tedavisinin 12 saatten
itibaren hiicre canliligini etkiledigi ve 36 saatten sonrada yaklasik olarak %30 hiicre

125 Meveut calismamizda, DTX’in doz ve zaman

Oliimiine neden oldugu bildirilmistir.
bagimli sitotoksik etkileri aragtirilmistir. DTX uygulamasi sirasinda MCF-7 hiicre
hatlarinda yapilan MTT analizlerinde 24 saat inkiibasyon sonuglarina goére; MCF-7
Kontrol hiicrelerinin  canliligmin  en  yiiksek oldugu belirlenirken, artan
konsantrasyonlarda uygulanan DTX’in hiicre canliligini 6nemli oranda azalttig1
goriilmiistiir. En diisiik hiicre canliligi oraninin 100uM’lik DTX uygulanan grupta
oldugu goriilmiis ve bu dozun MCF-7 hiicreleri i¢in toksik oldugu belirlenmistir. 48 saat
stireli DTX uygulamas: yapilan MCF-7 hiicrelerinin MTT analiz sonuglarinda ise;
kontrol, 10nM ve 100nM DTX uygulanan gruplarin hiicre canlilik oranlarinda 6nemli
farkliligin olmadigi goriilmistiir. 1uM DTX uygulanan grupta hiicre canliliginin kontrol
grubuna gore anlamli oranda azaldigi belirlenirken, 10pM ve 100uM DTX
uygulamasinin MCF-7 hiicreleri iizerinde ¢ok biiyiik oranda toksik etki olusturdugu
gbzlenmistir.

Gilinlimiizde normal olmayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in apoptozisin
tetiklenmesi amaciyla, kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan DTX gibi bircok
kemoteropatik ajanlarin  apoptotik etkilerinden yararlanilmaktadir. Mikrotiibiil
dinamiginin baskilanmasinda mikrotiibiil-hedefleyici ilaclar, metafaz anafaz ge¢isini

122 Taksanlar beta subiinitlerine

inhibe eder, mitozisi bloke eder ve apoptozisi indiikler.
ya da mikrotiibiillere baglanir ve hiicre O6liimiiyle sonuglanan katastrofik G2/M

tutuklugunu indiikler.”®® DTX maling hiicre tiplerinin birgogunda paksitaxelden daha

sitotoksiktir. Uzamis ve yiiksek doz tedaviden sonra kiimiilatif sistemik toksisiteye
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sebeb oldugu i¢in daha diisiik doz taksanlarin antikanser etkilerinin kuvvetlendirmek
i¢cin uygulanmaktaldlr.127

Timor supresor gen ailesi iiyesinden biri olan P53, son yirmi yildir kanser
biyolojisinde yaygin olarak en ¢ok calisilan gendir. P53 proteini spesifik bir anti-
proliferatif inhibitor ve apoptotik bir protein olup, malignitelerin gogunda mutant olarak
gérﬁlmﬁstﬁr.42’ 128 p53 proteininin islev kaybi, onun hiicre biiyiimesi, hiicre boliinme
kontroliindeki etkinliginin ve apoptoz uyarilmasindaki etkisinin kaybedilmesine yol
actigl bildirilmistir'®®. Kanser hiicrelerinde yapilan g¢alismalarda P53 gen mutasyon
aracili apoptozun inaktive oldugu belirtilmistir.* 12 2 p53 geni, ayni1 zamanda P21
gen ekspresyonunu kontrol ederek hiicre proliferasyonunda rol alan CDK’larin sentezini
de saglamaktadir. Bu sebeple, P53 mutasyonu gecirmis hiicreler lizerinde kontrolsiiz bir
cogalmanin gerceklestigi bildirilmistir.** P53 gen mutasyonlar1 birgok kanser tiiriinde
sik goriilen (meme kanserlerinin 2/3’iinde) bir durumdur.*** Bu gen, sitotoksik ajanlara
kars1 tiimor hiicrelerinin duyarliliginin 6nemli bir belirteci ve DNA hasarinda hiicresel
cevabin olugmasii saglamaktadir. P53 yoksunlugunda hiicreler apoptoza giremez ve
DNA hasarina ragmen apoptozun gerceklesmemesi tiimorlerin kemoterapiye direng
gostermesine neden olmaktadir.® P53 geni ayn1 zamanda p21, MDM2, Bcl-2 ve BAX'1
iceren bir¢ok gen icin bir transkripsiyon faktordiir. Taxan direncinde P53’lin rolil
hakkinda fikir birligine varilamamigtir. Baz1 ¢aligsmalar P53 eksikliginin kemoterapiye
hassasiyeti arttirdigini belirtirken™? *3, diger calismalar paklitaksel-indiiklii apoptozisin

P53ten bagimsiz oldugunu 6ne siirmiiglerdir."3* 1%

Al-Abd ve ark.™®  timér hiicrelerinde DTX, doksorubisin ve Resveratroliin
apoptotik genler iizerine olan etkilerini arstirmis ve bu arastirma sonucunda MCF-7
hiicre hattinda DTX uygulamasiyla P53 gen ekspresyonunda sadece Doksorubisin ve

Resveratrol uygulanan gruplara gore daha yiiksek bir artis gozlenirken, DTX-
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Resveratrol kombinasyonunun uygulamasinda marjinal bir yiikselme oldugunu
belirtmislerdir. Yine aynmi ¢alismada ayni ilag uygulamalarinin HeLa hiicre hattinda P53
gen ekspresyonunda herhangi bir degisiklik olmadigini saptamuslardir. Liu ve ark™’
mutant, wild-tip ve P53 yoksun prostat kanserli hiicrelerde DTX’in etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada, apoptozun wild-tip P53 tasiyan prostat kanserli hiicelerde daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Ayrica DTX’in wild-tip hiicrelerde P53’iin
foforilasyonunu arttirirken mutant hiicrelerde boyle bir etki yapmadigini One
stirmiislerdir. Swisher ve ark. nin ¢alismalarinda, P53 plazmidi uyguladiklar1 akciger
kanserli hastalarda kanser biiylimesinin yavasladigini, bazi hastalarda ise durdugunu

g Yapilan diger bir calismada MCF-7 hiicre hattina Adriamisin

rapor etmislerdir.*®
uygulamasi ile P53 miktarinin azaldigi belirlenirken'®®, Singh ve ark. resveratrol ve
cyclophosphamide uygulamasi ile P53 ekspresyonunun arttigini rapor etmislerdir.**
Calismamizda buna paralel olarak DTX uygulamasiyla P53 ekspresyonunda artis
kaydedilmistir.  Farkli  konsantrasyonlardaki DTX uygulamasinin 24  saat
inkiibasyonlarinin ardindan Real Time-PCR analiz sonuglarina gore en diisiik P53
ekspresyon, yiiksek doz DTX uygulanan gruplarda (10 uM ve 100 uM) gozlenirken, en
yiiksek ekspresyon 100 nM DTX uygulanan grupta oldugu goriilmistiir. Yiiksek
dozlardaki bu sonu¢ DTX’in yiiksek konstrasyona bagl tokisisitesiden kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu ise DTX uygulanan tiim gruplardaki
P53 ekspresyonlarinin kontrol grubuna goére az bir artis gozlenmistir. Bu hem DTX
etkinliginin zamanla azalmas1 hem de P53’iin ¢abuk degrade olmasiyla agiklanabilir.

DTX’in P53 gen ekspresyonu fizerindeki en iyi etkinligini 24 saatte ve 100nM’lik

konsantrasyonda gosterdigi sdylenebilir.

MDM2 gen bolgesinden kodlanan MDM2 proteini, P53’li baglayarak, P53’iin G1/S

gecisinde hiicre siklusunu durdurmasini ve apoptotik etkisini engellemektedir.”* MDM2
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proteini P53’e baglanarak ve ‘E3 ubiquitin ligase’ aktivitesi ile P53’ yikmaktadir.
Dolayistyla P53’e kars1 ¢alisan bir proteindir. Hiicrede meydana gelebilecek bir takim
patolojik degisikliklere (asetilasyon, metilasyon gibi) bagli olarak MDM2 geni eksprese
edilemez. Bu yiizden MDM2 proteini P53’¢ baglanamaz ve serbest haldeki P53
transkripsiyonel aktivitesini gostererek G1 ve G2 kontrol noktalarinda siklusun
durdurulmasina ve Bax geni aktivasyonu ile apoptoza neden olmaktadir.”* *** MDM2
geninde olusabilecek bir mutasyon MDM2 protein ekspresyonu artigina sebep
olacagindan, P53 geni kontrolsiiz olarak baskilanir ve hiicre proliferasyonda artis
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gozlenir.™®  Yapilan bir ¢alismada, immiinohistokimyasal yontemle degerlendirilen

MDM2 ekspresyonu ile prognoz arasinda anlamli iligki tespit edilememistir.**®

Mutant MDM2 geni kanser gelisimi i¢in etiyolojik bir neden olabileceginden ve P53
geni negatif baskilayicisi oldugundan kanser calismalar1 ve P53 aracilt apoptozun

belirlenebilmesi icin énemli bir alan olusturmaktadir. Sjostrom  ve ark.***

ilerlemis
meme kanserinde kemoterapiye cevap igin P53, p21 ve MDM2 degerleri ile ilgili
yaptiklar1  immiinohistokimyasal ~ degerlendirmede  5-Flourourasil-Methotrexat
konbinasyonuna MDM2’nin cevabi ¢ok yiiksekken, DTX’e cevabin diisiik oldugunu

bildirmislerdir. Gan ve ark.**

ise, DTX uyguladiklar1 prostat kanseri hiicre hattinda
MDM2 proteininde azalma P53 proteinin de artis oldugunu, ancak P53 geni
ekspresyonunda bir degisiklik olmadigin1 belirtmislerdir. P53 gen ekspresyonunda bir
artis olmadan P53 proteinindeki artisin MDM2 protein diizeyinin azalmasina bagh
oldugunu, MDM2’nin P53’e baglanamadigini ve P53’iin boylece degrade olmadigini
savunmuglardir. Mevcut ¢alismamizda 24 saatlik inkiibasyonlarda MDM2 gen
ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore 10 ve 100 nM DTX grubunda

artis gozlenirken, en yiiksek ekspresyon 100 nM DTX uygulanan grupta oldugu

goriilmistiir. Yiiksek doz DTX uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore herhangi bir
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artig tespit edilememistir. 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in ise kontrol grubuna gore en ¢ok
artis 1 uM DTX uygulanan grupta gézlenirken yine en diisiik ekspresyon yiiksek doz

DTX uygulanan gruplarda oldugu belirlenmistir.

Sin3 DNA hasar tamiri, hiicre dongiisii, senesens, organ gelisimi, onkogenezis gibi
farkli hiicresel fonksiyonlar1 iceren Onemli bir protein olarak bilinmektedir. Birkag
proteinle interaksiyonunun gosterilmis olmasina ragmen, farkli hiicresel aktivitelerdeki
Sin3’iin molekiiler mekanizmasndaki rolii heniiz agiklanamamustir.”® Son ¢alismalarla
Sin3A’nin ¢ok kritik biyolojik fonksiyonu kor HDAC’in yapilandirilmasi oldugu da
belirtilmistir.*® Sin3A/HDAC Kko-reseptor kompleksi hiicre siklusun kontrolii ve
apoptozisin gelisiminde 6nemli bir regiilatordiir.**" Sin3’tin hem onkojenik hem de
timor baskilayict fonksiyonlari bildirilmistir ve Sin3A transforme hiicreler igin

esansiyel oldugu gosterilmistir.**®

Ayrica Sin3A’nin diisiik ekspresyonu tiimor
hiicrelerinin artmig apoptozisiyle ve hem ekstrinsik hem de intrinsik yikim sinyal
yolagini igeren birkag genin yiikselmis ekspresyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir.
Yine yapilan c¢alismada, Sin3A aktivitesinin P53’ten bagimsiz apoptozisi Onledigi
gosterilmistir.®” Ellison-Zelski ve ark.**® nin yapmis oldugu calismada, meme kanseri
hiicrelerinin gelisimi ve gen ekspresyonunun kontroliinde Sin3A’nin fonksiyonunu
incelenmisdir. Sin3A yoklugu hiicre siklusu isleyisini etkilemeksizin apoptozisin
artistyla meme kanseri hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Yine
hem ERa-pozitif hem de ERa-negatif hiicre hatlari analizinde gelisim {izerinde
Sin3A’nin etkilerinin hiicre tipine spesifik oldugunu ve Sin3A ekspresyonunun sadece
ERa-pozitif hiicrelerde maksimum gelisim sagladigini, ayrica dikkate deger bir sekilde
Sin3A proteininin ostrojen tarafindan yiikseldigini bildirmislerdir. Dahast MCF-7

hiicrelerine Sin3A geni transfer edip apoptik genlerin ekkpresyonunu inceledikleri

caligmada, Sin3A’nin anahtar proapoptotik genlerin ekspresyonlarini baskiladigini
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gostermislerdir. Bunun sonucunda Sin3A’nin ERa-pozitif meme kanseri hiicrelerinde
gelisme, yasam siliresi ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli oldugunu

vurgulamislar ve Sin3A’nin yeni terapatik hedef olabilecegini 6ne slirmiislerdir.

Murphy ve ark.’, MCF-7 ve A2780 over kanseri hiicrelerini DNA hasari olusturan
ajanla muamele ederek, P53 ve Sin3A arasindaki etkilesimi incelemisler. Bunu
sonucunda MCF-7 hiicrelerinde Sin3A-P53 kompleksinin yaklasik olarak dort kat
arttigin1 gozlemlemislerdir. Ayni ¢alismada Sin3A’nin hem wild-tip hem de mutant
P53’c baglandigini bildirmislerdir. ~ Zilfou ve ark.™, MCF-7 meme Kkanseri
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada Sin3A’nin P53°i stabilize ettigini ve MDM2

tarafindan P53’lin degrade olmasini1 inhibe ettigini 6ne siirmiiglerdir.

Mevcut c¢alismamizda, 24 saatlik inkiibasyonlarda Sin3A gen ekspresyonlari
karsilastirildiginda kontrol grubuna gére 100 nM ve 1 uM DTX uygulanan gruplarda
artis gdzlenmistir. Ayn1 dozlarda P53’te de artisin olmasi bizim ¢alismamizin yukardaki
calismay1 destekler nitelikle oldugunu gostermistir. 48 saatlik inkiibasyonlarda ise
Kontrol grubuna goére 10 nM ve 10 uM DTX uygulanan gruplarda artis, diger gruplarda

azalis gézlenmistir.

Apoptozda hiicre 6liimii, fizyolojik bir siire¢ olarak uyarilir ve enflamatuar yanit
olusmadan gerceklesir. Apoptotik siirecte Bax, Bcl-xS, Bad, Bak ve Bik gibi
proapoptotik genler apoptozu uyarirken, Bcl-2, Bcl-xL, Bag-1, ve Mcl-1 gibi anti-
apoptotik genler apoptozun baskilanmasini saglarlar.’®* Calismamizda da, P53-aracili
apoptozise yonelik TUNEL boyama neticesinde farkli konsantrasyonlarda DTX
uygulanan 24 saat siireli gruplarda en disiikk pozitif hiicre yogunlugunun kontrol
grubunda oldugu goriiliirken, dereceli olarak artan dosetaksel konsantrasyonu artisi ile

apoptotik hiicre yogunlugunun artti1 belirlenmistir. 48 saat siireli DTX uygulamasinda

61



ise kontrol, 10 nM ve 100 nM DTX uygulamalar1 arasinda istatistiksel bir farklilik
belirlenmezken, 1 uM, 10 uM ve 100 uM DTX uygulanan gruplarda ise diger diisiik

konsantrasyonlu gruplara gore anlamli bir artis gozlenmistir.

Meme kanseri iizerine yapilan calismalarda, giiniimiizde kanser riski ya da
ilerleyisi ile iliskili ve ayni zamanda anti-kanser ilaglarin toksisitesi ve tedavideki
etkinligi gibi pek ¢ok Onemli konuda hastaligin teshis ve tedavi silirecinde oncii
olabilecek aydinlatict bilgiler sunulmaktadir.®***®> Kemoterapi, kanser tedavisinde
onemli bir etkiye sahiptir. Ancak basarili tedaviye Onemli bir engel bazi hiicre
tiplerindeki kusurlardir. Sonug olarak antikanser ajanlarina hiicresel direncin bilinmeyen
temelleri {izerine pek ¢ok c¢alismalar yapilmaktadir. Mevcut c¢alismamizda bir
mikrotiibiil inhibitorii antikanser ajan1 olan DTX’in, apoptozisde anahtar rol oynayan
P53 geni, P53 inhibitorii olan MDM2 ve P53’iin regiilatorii Sin3A gen ekspresyonlari
lizerine etkisi arastirtlmistir. Bunun sonucunda DTX’in etkin dozunun etkisini en iyi 24
saatte gosterdigi belirlenmistir. Bulgularimiza gore literatiirle paralel olarak DTX’in
P53 gen ekspresyonunu arttirdigi gézlenmistir. Ancak P53’teki artisa gore daha yiiksek
bir artis MDM2 geninde olmustur. Bu da gosteriyor ki DTX apoptozun baslamasi i¢in
P53°1 arttirirken, diger yandan artan P53 miktarina cevap olarak ya da P53-bagimsiz
yolaklarla MDM2’yi de arttirmis olabilir. Ayn1 zamanda DTX uygulamasiyla MCF-7
hiicre hattinda Sin3A gen ekspresyonunda da bir artis gézlemistir. Ancak literatiirde

DTX’in  Sin3A lizerine etkisini arastiran bir c¢alismaya rastlanamamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada elde edilen veriler 6zetlendiginde:

1. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda mikrotiibiil inhibitorii olan kemoterapotik
ajan DTX’in zaman ve doz bagimli sitotoksisite analiz sonuglarina gore etkin
dozu 100 nM olarak belirlenmistir.

2. DTX’in uygulanmasiyla apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL
boyama yapilmis ve buna gore artan DTX dozuyla beraber TUNEL-pozitif hiicre
sayisinin arttig1 gozlenmistir.

3. DTX’in, hiicre dongiisiinde ve apoptozu baslatmasinda anahtar rol oynayan
P53’lin ekspresyonunu arttirirken ayni1 zamanda P53’tin negatif regiilartii olan
MDM2’nin gen ekspresyonunu da arttirdigi goriilmiistiir.

4. P53’in bir diger diizenleyicisi olan Sin3A’nin gen ekspresyonu da DTX
uygulamasiyla artis gostermistir.

Bu veriler dogrultusunda mevcut ¢alismada, DTX’in apoptozisde gorev alan P53
gen ekspresyonunu arttirarak kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigini, ayn1 zamanda
Sin3A’nin da ekspresyonun arttirarak onu MDM2’nin degredasyonuna karsi korudugu
sonucuna varabilir. Ancak bu mekanizmanin agiklanabilmesi i¢in yeni calismalara
ihtiyag duyulmaktadir.

Kemoterapotik ajanlarin P53 ve MDM2 {izerine etkilerini arastiran bir¢ok
calisma mevcut iken Sin3A’ya etkisi lizerine ¢alismalar kisithidir. Mevcut ¢alismanin bu
konuda oOnciiliik edebilir nitelikte olacagi varsayilmaktadir. Kemoterapotik ilaglar
degerlendirilirken sadece P53’1 indiiklemesi géz oniine alinmamasi ve ayn1 zamanda
P53’ diizenleyici rolii bulunan diger etkenlerinde g6z Oniinde bulundurulup

degerlendirilmesi dnerilmektedir.
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