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OZET

Doktora Tezi

GAMBOJIK ASIT VE TRASTUZUMAB’IN HER2 POZIiTiF MEME
KANSERI UZERINE SINERJIK ANTIKANSER ETKILERININ
INCELENMESI

Ahmet CETIN

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Murat CANKAYA

Kadinlarda 6liim orani en yiiksek olan kanser tiirii meme kanseridir. HER2 pozitif meme
kanseri, HER2 reseptoriiniin yiiksek ifadesiyle tanimlanan bir meme kanseri tiiriidiir.
Trastuzumab HER2’yi hedef alan monoklonal antikordur ve HER2 pozitif meme kanserli
hastalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Trastuzumab HER2 reseptoriine baglanarak bu
reseptoriin kanser hiicresinde aktive ettigi birgcok sinyal yolagini inhibe eder.

Gambojik asit Garcinia hanburryi agacindan saflastirilan bir molekiildiir. Gambojik asitin
meme kanserinin de igende bulundugu pek ¢ok kanser tiirline kargt anti timor aktiviteye
sahip oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma literatiir de yer almaktadir.

Kanser tedavisinde daha etkili sonuglar elde etmek igin baska bir sitotoksik ajanla
kombinasyon yapilarak sinerjik etki olusturulmasi iizerine yapilan calismalar oldukga
yaygindir.

Calismamizda Trastuzumab ve gambojik asitin HER2 (+) meme kanseri lizerine sinerjik
antikanser etkileri incelendi. Hiicre hatti olarak MDA-MB-453 kullanildi. Trastuzumab,
gambojik asit ve kombinasyonunun hiicre hatti iizerine sitotoksik etkisi incelendi ve
CompuSyn programui ile kombinasyon indeksi hesaplandi. Sinerjik etkinin en fazla oldugu
saat ve konsantrasyonlar: 24 saat, 50 pg/ml Trastuzumab ve 5 yM gambojik asit olarak
belirlendi. HER2, caspase-9 ve BAX gen ifade seviyeleri ve protein diizeyleri analiz edildi.
Trastuzumab ve gambojik aside gore kombinasyonunun HER2’yi daha ¢ok baskiladigi ve
protein seviyesini daha ¢ok azalttig1 goriildii.
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ABSTRACT

Doctorate Thesis

THE ANALYSIS OF SYNERGIC ANTICANCER EFFECTS OF GAMBOGIC
ACID AND TRASTUZUMAB ON HER2 POSITIVE BREAST CANCER

Ahmet CETIN

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

Supervisor: Prof. Dr. Murat CANKAYA

The cancer type with the highest mortality rate in women is breast cancer. HER2 positive
breast cancer is a type of invasive breast cancer that is defined by the high expression of the
HER?2 receptor. Trastuzumab is a monoclonal antibody that targets HER2 and is widely used
in patients with HER2 positive breast cancer. Trastuzumab binds to the HER2 receptor,
inhibiting many signal pathways that this receptor activates in the cancer cell.

Gambogic acid is a molecule purified from the Garcinia hanburryi tree. There are many
studies in the literature that show that gambogic acid has anti tumor activity against many
types of cancer, including breast cancer.

Studies on creating synergistic effects by combining with another cytotoxic agent to achieve
more effective results in cancer treatment are quite common.

In our study, the synergistic anti cancer effects of Trastuzumab and gambogic acid on HER2
(+) breast cancer were examined. MDA-MB-453 was used as the cell line. The cytotoxic
effect of Trastuzumab, gambogic acid and its combination on the cell line was examined and
the combination index was calculated with the CompuSyn program. The hours and
concentrations with the highest synergistic effect were determined as 24 hours, 50 ug / ml
Trastuzumab and 5 uM gambogic acid. HER2, caspase-9 and BAX gene expression levels and
protein levels were analyzed. The combination of Trastuzumab and gambogic acid was found
to suppress HER2 more and reduce protein levels more.

2020, 77 Pages
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1. GIRIS

Kanser her yil milyonlarca insanin Sliimiine sebep olan diinyanin en biiyiik saglik
sorunlarindan bir tanesidir. Kiiresel bir sorun haline gelmis olan kanser hastaligina 2018
verilerine gore tahmini olarak 18,1 milyon yeni vaka eklenmistir. Diinyada her bes
erkekten birinde ve her alt1 kadindan birinde kanser gelismektedir (IARC, 2019). Ayrica
her sekiz erkekten biri ve her on bir kadindan biri kanserden 6lmektedir. Avrupa’daki
kanser vakalar1 ise kiiresel kanser vakalarmin %?23,4’tinli olusturmaktadir (IARC,
2019). Son bes yilki veriler, Diinya ¢apindaki tahmini kanser vakasi sayis1 olarak birinci
sirada yer alan kanser tiiriiniin meme kanseri oldugunu gostermektedir (GLOBOCAN,
2019). Tirkiye de Halk Sagligi Kanser Dairesi Baskanliginin 2004-2006 yillarim
kapsayan sekiz noktada gergeklestirdigi Tiirkiye kanser insidansi aragtirma sonuglarina
gore meme kanseri insidanst 33,7/100.000 olarak tespit edilmistir (Eser vd., 2010).
Kanserin tiirli, insidans1 ve mortalitesi, cinsiyete gore degisiklik gosterir. GLOBOCAN
(2019) verilerine gore kadin ve erkekler de toplam 6liim orani en yiiksek olan kanser
tirii akciger kanseriyken sadece kandinlar da, 6liim orani en fazla olan kanser tiirii

meme kanseridir.

Meme kanserinin farkli siniflandirma sekilleri vardir. Bunlardan birisi de meme kanseri
hiicrelerinin &strojen reseptdrii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve Insan epidermal
biiylime faktorii reseptorii-2 (HER2) ifade diizeylerine gore yapilan molekiiler
siniflandirmadir. Molekiiler siniflandirmada yer alan meme kanseri tiirleri: Luminal A,
Luminal B, Bazal benzeri ve Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER2)
geninin yiiksek ifade diizeylerinin goriildiigii HER2 pozitif meme kanseridir (Reis-Filho
ve Pusztai, 2011). EGFR ailesinin bir iiyesi olan HER2, hiicre membraninda
heterodimerler ve homodimerler olusturarak kanser hiicrelerine g¢ogalma, yayilma,
hayatta kalma gibi faaliyetler kazandirir (Ross vd., 2004). Meme kanserlerinin yaklasik
%20 sini HER2 pozitif meme kanseri olusturmaktadir (Rayson vd., 2008).

Insanlik i¢in bu denli ciddi tehdit olusturan, ¢cok fazla sayida tiirii ve alt tiirii bulunan
kanser hastaliklarina, cesitli tedavi yontemleri gelistirmek i¢in yapilan ¢aligmalar her

gecen giin artmaktadir. Monoklonal antikorlar, heterodimerizasyonu bozan antikorlar,



Tirozin kinaz inhibitorleri gibi HER2 yiiksek ifade diizeylerini hedef alan bazi tedavi

yaklagimlar1 gelistirilmis ve hala da gelistirilmeye devam edilmektedir.

Kanser immiin terapi yontemleri icerisinde klinik uygulamalara en fazla aktarilan
terapiye yonelik tretilen ilaglardan birisi de monoklonal antikorlardir (Waldmann,
2003). Trastuzumab’da HERZ2 yi hedef alan bir monoklonal antikordur. Bu monoklonal
antikor HER2 ye baglanarak HER2 reseptdriiniin kanser hiicrelerinde aktive ettigi sinyal
yolaklarini inhibe eder (Sakalar vd., 2013). Tedavisinde Trastuzumab kullanan meme

kanseri hastalarinda 6liim oraninin %20 azaldig tespit edilmistir (Slamon vd., 2001).

Kanser tedavisinde, monoterapi den daha etkili sonuglar almak i¢in ya da ilaca kars1
diren¢ gelistirmis hiicrelerde ilag etkinligini artirmak i¢in, baska bir sitotoksik ajanla
kombine edilerek sinerjik etki olusturulmasi {izerine yapilan calismalar oldukca
yaygindir. Kanser tedavilerinde kombinasyonda kullanilmasi diisiiniilen ilaglarin 6n
klinik c¢aligmalar1 yapilarak yan etkileri, toleransi, saglikli hiicrelere ve kanser
hiicrelerine etkileri incelenir. Kombinasyon ile tedavi yaklasimlarinda minimum dozda

maksimum sayida kanser hiicresinin hedef alinmasi ¢ok 6nemlidir (Bulut, 2012).

Son yarim yiizyil boyunca yapilan farmakolojik ¢aligmalar sonucunda Garcinia
hanburryi agacindan salgilanan gamboge’den saflagtirilmis gambojik asit’in Losemi,
Hepatoma, Oral, Meme, Pankreas, Prostat, Epitelyal servikal ve Akciger kanseri gibi
cesitli tiimorlere karsi giiclii anti tiimor aktiviteye sahip oldugu ortaya cikartilmistir
(Pandey vd., 2007; Zhao vd., 2008; Huang vd., 2011). Ayrica apoptozu indiikleyip,
proliferasyon ve anjiyogenezi inhibe ettigi bilinmektedir (Wang ve Chen, 2012).

Tez calismasinda, gambojik asit’in ve Trastuzumab’mm HER2 pozitif meme kanseri
tizerine sinerjik antikanser etkisi incelenmistir. Hiicre hatt1 olarak HER2 reseptorii ifade
diizeyi olan MDA-MB-453 kullanilmistir. Referans gen olarak Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) kullamlmstir. Oncelikle MDA-MB-453 Hiicre hatt1 iizerinde
sinerjik etki c¢aligmalar1 yapilmis ve c¢ikan sonuglarin Compusyn programi ile
combination index (CI) degerleri hesaplanmistir. RT-gPCR ile caspase-9, BAX ve

HER?2 genlerinin ifade diizeyi analizleri ve ELISA ile protein analizleri yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanser

Kanser ile ilgili ¢alisma yaptig1 bilinen ilk kisi M.O. 4. yy da yasamis olan Hipokrat’tir.
Ayrica M.O. 2. yy da yasamis olan Galen’e ait kanser ve diger baz1 hastaliklarla ilgili

yiizlerce boliim vardir ve bu béliimlerden bir tanesi tiimor tizerinedir (Sigerist, 1932).

Kansere sebep olan etkenler giiniimiizde bile tam olarak anlagilamamistir. Genetik
mutasyonlarin, tekstil ve deri sanayisinde kullanilan boyalarin, petrol rafinerisinde
kullanilan kimyasallarin, su kirliligine yol acan bazi kimyasallarin, tiitiin iceriginde yer
alan kimyasallarin ve gama 1511, X 151n1, UV gibi mor Gtesi 1ginlarin kanserle baglantili
oldugu bilinmektedir. HSGM (2019)’ye gore kanser den Sliimlerin ligte birini; tiitiin
kullanimi, asirt kilo, sebze ve meyve tiikketiminin az olmasi, yetersiz fiziksel aktivite ve
alkol tiiketimi olmak tizere bes risk faktorii olusturmaktadir. Kanserdeki en dnemli risk
faktorti tltin  kullanimidir ve kanserden kaynaklanan oOliimlerin = %22’sini

olusturmaktadir (WHO, 2019).

Kanser, DNA’nin farkli sebeplerle hasar goérmesi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde proliferasyonuna ve invazyonuna denir. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden
en onemli farkliligi kontrolsiiz ¢ogalma ve kan veya lenf damarlar ile farkli dokulara

yayilmalaridir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Boliinme yetenegine sahip olan hiicrenin her hangi bir nedenle kontrolsiiz ¢ogalmasina
timor adi verilir. Timorler 1yi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) olmak iizere ikiye
ayrilir. Tim malign tiimorler kanser olarak nitelendirilir. Malign tiimorler metastaz
olan, apoptoz yolaklarim1 kapatmis, anjiyogenez Ozelligi gosteren yasam siiresini
kisaltan hatta 6liime sebep olan tiimor tiirleridir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Malign
tiimorler komsu dokulara girebilmek i¢in matrix bilesenlerini parcalama 6zelligi olan
proteaz enzimi salgilarlar (Keleg vd., 2003; Bozzuto vd., 2010). Ayrica bu hiicreler
zamanla telomer kisalmasi sonucu hiicre 6liimiinii engellemek i¢im telomeraz enziminin
yiikse ifadesini saglar, bu sayede sinirsiz replikasyon yetenegine sahip olurlar (Lowe ve

Lin, 2000). Malign tiimdrlerin baska bir 6nemli 6zelligi ise besin alimi ve metabolik



atiklardan kurtulmak icin anjiyogenez (Damar olusumu) yapmasidir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).

Tablo 2.1. Benign ve Malign tiimérler arasindaki farkliliklar (Kurt, 2016).

Benign Tiimorler

Malign Tiimorler

Biiyiime hizlar1 yavastir.
Morfolojisi ve fonksiyonlari
normal hiicreye benzer.

Lokal Invazyon 6zelligi gosterir.

Metastaz 6zelligi yoktur.

Biiyiime hizlar1 fazladir
Morfolojisi ve fonksiyonlari normal
Hiicreye benzemez.

Invazyon 6zelligi vardir.

Metastaz 6zelligi vardir.

——

KARSINOMANIN
| GENISLEMESI VE
INVAZYON
BASLANGICT

7 ANJIYOGENEZ

METASTAZ

SEKONDER KANSER
GELIsivi

Sekil 2.1. Karsinojenez’in baglama, ilerleme ve metastaz siiregleri (Jianga vd., 2013).



2.1.1. Kanser istatistikleri

Diinyada hastaliklara dayali 6liimlerin basinda Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
kanser hastalif1 gelmektedir. Insanlik igin en 6nemli sorunlardan bir tanesi olan
kanserle ilgili teshis ve tedavi iizerine yapilan c¢aligmalar hizla artmaktadir. Bununla
birlikte kanserle miicadelede istatistiksel analizlerde ¢ok Onemlidir ve buna yonelik
calisma yapan pek ¢ok kurum ve kurulus vardir. International Agency for Research on
Cancer (IARC)’in bir parcasi olan GLOBACAN, 185 iilkede 36 kanser tiiriine ait
istatistiklerin yer aldig1 en 6nemli veri tabanidir. Bu veri tabaninda kanserle ilgili,
goriilme siklig1, 6lim orani, kanser-yas iliskisi gibi bilgiler yer almaktadir. Diinya
capinda son bes yilda kansere yakalanan insan sayisinin 43,8 milyon oldugu tahmin
edilmektedir ayrica 2018 yilinda 18,1 milyon yeni vaka tespit edilmistir (IARC, 2019).
2025 wyilinda ise kanser vakalarmin sayisinin yaklastk 19,3 milyon olacagi

ongoriilmektedir (Bishayee ve Block, 2015).

GLOBOCAN (2019) verilerine gore diinya genelindeki en ¢ok kanser vakasi goriilen
kita Asya kitasidir, ikinci sirada ise Avrupa gelmektedir. 18,1 milyon vakanin %48,4
(8750932 kisi)’i Asya’da, %23,4 (4229662 kisi) Avrupa’dadir.

10.000.000 - 8.750.932
9.000.000 - (%48,4)
8.000.000 -
7.000.000 -
6.000.000 - 4.229.662
5.000.000 - (%23,4)
4.000.000 - 2.378.785
i (%613,2
3.000.000 1.055.172 1.412.732 o )
2.000.000 < 551 674 (%5,3) (%7,8)
1.000.000 -  (%1,4) .
o0 | — N | |
Okyanusya Afrika Latm Amenka Kuzey Avrupa Asya
ve Karayip Amerika

Sekil 2.2. Kitalara ait 2018 yil1 tahmini yeni kanser vakasi sayis1 (GLOBOCAN, 2019).

Diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirii 2018 yilinda 2,094 milyon (%11,6) ile akciger
kanseridir, ikinci sirada ise 2,089 milyon (%11,6) ile meme kanseri gelmektedir
(GLOBOCAN, 2019) .
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Sekil 2.3. 2018 yili,
(GLOBOCAN, 2019) .

diinya geneli kanser tiirlerine goére tahmini vaka sayisi

2018 yilinda diinya ¢apinda en fazla 6liimle sonuglanan kanser tiirii 1,8 milyon (%18,4)
ile akciger kanseridir. Kadinlarda ise en fazla 6liimle sonuglanan kanser tiirii yaklasik

627 bin (%15) ile meme kanseridir (GLOBOCAN, 2019).

4.000.000 | 3.781.406
1.761.007
)
880.792
| (%18,9) 782.685 761.631 . g S08.585 430000
2.000.000 )
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Sekil 2.4. 2018 yil1, diinya geneli tiim yas grubu kadin ve erkeklerde dliimle sonuglanan
tahmini vaka sayis1 (GLOBOCAN, 2019) .
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Sekil 2.5. 2018 y1l1, diinya geneli tiim yas grubu kadinlarda 6liimle sonuglanan tahmini
vaka sayis1 (GLOBOCAN, 2019) .

2.1.3.Tirkiye’de kanser

Diinya genelindeki 6liimlerin yaklasik altida biri kanser den kaynaklanmaktadir (WHO,
2019). Tirkiye’deki oOliimlerin ise yaklasik beste biri kanserden kaynaklanmaktadir
(TUIK, 2019).

Tablo 2.2. 2018 yillina ait Avrupa’daki bazi iilkelerin her iki cinsiyette, her yasta ve
tiim kanser ¢esitlerinde tahmini insidans ne mortalite sayilari (GLOBOCAN, 2019).

Insidans Mortalite

Tiirkiye 210.537 116.710
Almanya 608.742 247.462
Rusya 543.045 314.611
Fransa 455.618 182.372
Ingiltere 446.942 178.473
Italya 409.808 175.741
Ispanya 270.363 113.584
Polonya 185.630 113.388
Ukrayna 169.817 98.226

Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseridir.
Halk Sagligi Genel Miidiirliigii verilerine gore lilkemizde en ¢ok rastlanan kanser tiirii

%21 ile akciger kanseridir, ikinci sirada ise %12,9 ile prostat kanseridir.
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Sekil 2.6. Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen bazi kanser
tiirlerinin bu grup icindeki yiizde dagilimlar1 (HSGM, 2019).
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Diinya genelinde oldugu gibi ililkemizde de kadinlarimizi tehdit eden kanser tiirlerinin
basinda meme kanseri gelmektedir. Tiirkiye de yasayan kanser hastasi kadinlarin

%24,7°si meme kanseridir.
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Sekil 2.7. Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanser
tiirlerinin bu grup icindeki yiizde dagilimlar1 (HSGM, 2019).

Ulkemizde 2015 yilinda yasa gore standardize edilmis kanser hiz1 erkeklerde yiiz binde
247,6 iken kadinlarda ise yiiz binde 177,5 oldugu goriilmektedir. Toplamda kanser
insidansi ise yiiz binde 212,6°dir. Tiirkiye’de yaklasik olarak toplam 167.463 kisiye
yeni kanser teshisi konulmustur. 2010-2015 yillar1 arasindaki verilere bakildiginda;



erkeklerde kanser sikliinda azalma goriliirken, kadinlarda herhangi bir degisim

goriilmemektedir (HSGM, 2019).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, memede yer alan herhangi bir dokudaki hiicrelerin ¢esitli sebeplerden
dolay1 kontrolsiiz proliferasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Oldukc¢a fazla ¢esidi olan meme

kanserinin en sik goriilen tiirii meme kanallarinda gelisen duktal karsinom dur.

Kadinlar da kanserden kaynaklanan Oliimlerin basinda %15 ile meme kanseri
gelmektedir. Bunu sirasiyla akciger kanseri (%13,8) ve kolorektal kanseri(%9,5)
izlemektedir (IARC, 2019). Istatistiklere gore Tiirkiye’de kanser tanis1 konulan
kadinlarin dortte biri meme kanseridir. Ulkemizde meme kanseri teshisi konulan
kadinlarin yasa gore dagilimlar ise su sekildedir; %44,5°1 50-69 yas aralifinda, %40,6
s1 25-49 yas araligindadir. Meme kanseri evreleri incelendiginde vakalarin %11,5°1 uzak
evrededir (HSGM, 2019).

M Lokalize
i Bolgesel
i Uzak

Sekil 2.8. Meme kanseri evrelerinin yiizde dagilimlar1 (HSGM, 2019).
2.2.1. Meme kanseri risk faktorleri

Meme kanserine dair yapilan c¢aligmalarda belirli kriterlere sahip kadinlarda meme
kanseri riskinin daha fazla oldugu goriilmektedir ve bu kriterlere Meme kanseri risk

faktori adi1 verilmektedir (Campbell, 2002). Meme kanseri risk faktorleri



degistirilemeyen ve degistirilebilen olmak {izere iki gruba ayrilir. Degistirilemeyen risk
faktorleri: Cinsiyet, aile Oykiisli, yas, erken menstiirasyon ve ge¢ menopoz,
degistirilebilen risk faktorleri: Sigara ve alkol tiiketimi, kilo, besinle alinan kimyasallar

ve menopoz déoneminde kullanilan hormon preparatlar1 (Kushi vd., 2012).

Meme kanserindeki en onemli risk faktorii bireyin kadin olmasidir Meme kanseri

vakalarinin %99’unu kadinlar olusturmaktadir (Kaymake1, 2014).

Meme kanseri riski yasla dogru orantilidir. 25 yasinda meme kanseri riski oldukga
diisiiktiir, 45 yasinda ise meme kanserine yakalanma olasiligi 100 kat artmaktadir
(Hulka ve Moorman, 2001). Meme kanseri 30’lu yaslardan sonra menopoz donemine
kadar hizli bir artig gosterir, menopoz déneminde biraz azalir ve sonrasinda yavas bir
artts olur. Yas ilerledikce meme Kkanserinin artmasi tlireme hormonlarindan

kaynaklanmaktadir (Dumitrescu ve Cotarla, 2005).

Meme kanseri olan birinci derecede akrabaya sahip olmasi, kadinlarda kanser riskini
yaklasik iki katina ¢ikartir (ACS, 2019). Guglii aile 6ykiisii olan BRCA-1 ya da BRCA-
2 gen mutasyonu tasiyan kadinlarda meme kanseri riski oldukga yiiksektir (Schwartz
vd., 2008). Meme kanserine yol agabilecek baska gen mutasyonlar1 da vardir, bu
mutasyonlar BRCA genleri kadar risk tasimaz (ACS, 2019). Meme kanserine yol
acabilecek riski az olan gen mutasyonlari: ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11,
PALB2 (ACS, 2019).

Yogun meme dokusuna sahip olan kadinlar yaklagik iki kat meme kanseri riski tasir,
hamilelik, yas, menopoz durumu, bazi ilaglar, genetik faktérler meme kanseri

yogunlugunu etkileyen faktorlerdir (ACS, 2019).

Benign meme kanseri tanis1 alan kadinlarin meme kanseri riski bulunmaktadir. Benign
meme kanseri ii¢ grupta toplanmistir bunlar: riski ¢ok az olan Proliferatif olmayan
lezyonlar, risk faktoriinii biraz yiikselten A-tipi olmayan proliferatif lezyonlar (hiicre

anormallikleri) ve atipik proliferatif lezyonlardir (ACS, 2019).

Kadinlarda menstiirasyonun erken baglamasit meme kanseri riskini artirir, bunun
sebebinin 0Ostrojen ve progesteron hormonlarina uzun siire maruz kalmaktan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (ACS, 2019).
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Iyonize radyasyon tiim bireylerde genotoksik etki sonucu olusan DNA hasarlarindan
dolayr meme kanseri riskini artirir (Land vd., 2003; Little ve McElvenny, 2016). Ayrica
herhangi bir kanser den dolayir radyoterapi géren ve gen¢ yasta gdégilis bolgesinde

radyasyona maruz kalan kisilerde kanser riski 6nemli oranda artmaktadir (ACS, 2019).

1940-1970 yillar1 arasinda diisiik riskini azaltmak amaciyla DES adi verilen Ostrojen
benzeri bir ilag verilirdi, bu ilact kullanan kadinlarda meme kanseri riskinin daha

yiiksek olabilecegi bildirilmistir (ACS, 2019).

Alkol tiiketiminin de meme kanserini tetikledigi yapilan arastirmalarla gosterilmistir.
Alkol alan kadinlarin almayanlara gore %20 daha fazla risk tasidig1 goriilmiistiir, ayrica
obezite, yetersiz fiziksel aktivite, cocuk sahibi olmamak, emzirmeme, dogum kontrol
haplari, Menopoz sonras1 hormon tedavisi ve Gogiis implantlarinin da meme kanseri

riskini artirabilecegi bildirilmistir (ACS, 2019).

Uygun beslenme sekli ile meme kanseri riski azaltilabilir. Omega3 igeren besinler,
doymamis yag asidi igeren besinler sebze, meyve meme kanseri riskini azaltir

(Dumitrescu ve Cotarla, 2005).

Degistirilemeyen Risk Degistirilebilir Risk Belirsi_.?.: Risk Kanmitlanmanus Risk
Faktérleri Faktsrleri EFaktorleri Faktorleri
o * Divet ve vitamin almmi
.t » Cocuk sahibi olmama ! . : :
$1r151yet Ea da ilk dogumu 35 « Cevredeki kimyasallar éntfersaﬁmmﬂar
*Yas - L .S Yl + Sag bovalari
" L vagm lizerinde vapma 1gara anumi i
G.meflk nsk faktorlerd * Postmenapozal Sufyeg
* Aile oykiist hormon tedavisi * Kiirtaj
* Memede daha «Kombine strojen ve * Meme implantlar,
dnceden kanser va da progesteron kullanm:
atipik hiperplazi «Emzi
olmas1 mzrme
Ik + Giinliik alkol almmi

* Yogun meme dokusu

*Benign meme
hastaliklars

« Erken menars, gec
menapoz

*Daha énce gigiis
bélgesine alman
radvasyon

* Postmenapozal obezite

* Fiziksel aktivite

Sekil 2.9. Meme kanseri risk faktorleri (Comez, 2016).




2.2.2. Meme kanseri evreleri

Meme kanseri, klinik asamada TNM kriterleri ad1 verilen bir yontemle derecelendirilir,
bu derecelendirme sisteminde ‘T’ tiimor boyutunu, N’ lenf nodlarim1 ve M’ ise

metastazi ifade eder (Singletary ve Connolly, 2006).

Tablo 2.3. TNM kriterleri yonteminde semboller ve ifade ettigi anlamlar (Singletary et
al., 2003).

Semboller TNM Kriterlerinin aciklamasi

X Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer tiimor yok

Tis Insitii karsinom

T1 Cap1 2 cm den kiiciik olan timor

T2 Cap1 2-5 cm arasinda olan tiimor

T3 Cap1 5 cm den biiyiik olan tiimor

T4 Herhangi bir boyutta olan fakat tiim cilde veya meme duvarina yayilmis

T4a Meme duvaria yayilmig timor

T4b T{imor, kafa tasi tabanindaki masticator boslugunu isgal eder veya i¢

karotid arteri ¢evreler

NX Degerlendirilemeyen lenf nodu

NO Metastaz olmayan lenf nodu

N1 Yakin bolgedeki aksillada lenf nodlarina metastaz

N2 Yakin bolgedeki aksillada birbirlerine yada ¢evreye yapisik olan lenf
nodlarina metastaz

N2a Birbirlerine yada ¢evreye fiske olan lenf nodlarina metastaz

N2b En biiyiigiiniin boyutu 6 cm'den fazla olmayan, birden fazla ipsilateral lenf
nodunda metastaz

N2c En biiyiigiiniin boyutu 6 cm'den fazla olmayan,

bilateral veya kontralateral lenf nodlarinda metastaz

N3 Boyutu 6 cm’den fazla olan lenf nodlarinda metastaz

MX Degerlendirilemeyen Uzak Metastaz

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz
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TNM derecelendirme yontemi ile kanser: Evre 0, Evre I, Evre IIA, Evre 1IB, Evre I11A,
Evre IIIB, Evre IIIC, Evre IV olarak siniflandirilmistir

Tablo 2.4. TNM derecelendirme yontemi ile meme kanseri evreleri (Singletary vd.,
2003).

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
TO NO MO
Evre Il A T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

Evre Il B
T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO

Evre lIl A
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
Evre 1l B T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre lll C TO-T1-T2-T3-T4 N3 MO
Evre IV TO-T1-T2-T3-T4 NO-N1-N2 M1
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Evre | ve Il opere edilebilir evre, 111 A ve 111 B lokal ileri hastalik, III C ileri hastalik ve
IV ise metastatik hastaligi ifade etmektedir (TMHDF, 2019). Meme kanseri olan
hastalarda, kanserin hangi evrede oldugunun tespit edilmesi tedaviye yon verilmesi

acgisindan oldukca onemlidir.

2.2.3. Meme kanserinin siniflandirilmasi

Meme kanseri oldukca farkli klinik ve patojenik o6zellikleri olan ve ¢ok sayida alt
gruplara sahip bir hastaliktir. Alt grup meme kanserli hastalarin tedaviye gosterdigi

yanit farkli oldugu i¢in alt tipin dogru tanimlanmasi ¢ok 6nemlidir (Blows vd., 2010).

2.2.3.1. Histolojik siniflandirma

Meme kanseri olan hastalarda tedaviye yon verebilmek ve daha saglikli sonuglar
alabilmek i¢in tiimoriin biyolojik davraniglarini tahmin etmek c¢ok onemlidir. Bu
anlamda meme kanseri hiicrelerinin siniflandirilmasi yapilmistir. Bu smiflandirmaya
gore meme kanseri genel olarak non-invaziv, invaziv ve meme basi (paget hastaligi)

olmak iizere ii¢ gruba ayrilmis olmakla birlikti pek ¢ok alt tiirii de mevcuttur.

Invaziv duktal karsinom bu grup igerisinde yaklasik %75 ile en sik goriilen tiptir (Li
vd., 2005). Ostrojen reseptorii pozitiftir olan Invazif lobiiler karsinom ise % 5-%10
oraninda goriiliir ve beklenmedik dokulara metastaz yapabilme 6zelligi vardir (Ferlicot

vd., 2004; Orvieto vd., 2008).

Meme kanserinin tespiti ve smiflandirilmasi igin bilgisayar temelli birgok sistem

gelistirilmistir. Tanida kullanilan yontemlerin bazilart sunlardir:

= Artificial Neural Networks (ANN)

= Random Forest (RF)

= Support Vector Machines (SVM)

= Principal Component Analysis (PCA)
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Epitelial Tiimorler

1 -invaziv Duktal Karsinom,
-Miks tip karsinom

-Pleomorfik karsinom
-Osteoklastik dev hiicreli karsinom

-Koryokarsinomat6z 6zellikli
karsinom

-Melanotik 6zellikli karsinom
2 -Invaziv lobuler karsinom

3 -Tubuler karsinom

4 -Invaziv kribriform karsinom
5 -Mediiller karsinom

6 -Miisindz karsinom ve bol miisin
iceren diger tlimorler

-Miisin6z karsinom

-Kistadenokarsinom ve kolumnar
hiicreli miisindz karsinom

-Tash yiiziik hiicreli karsinom
7 -Noroendokrin tiimorler

-Solid néroendokrin hiicreli
karsinom

-Atipik karsinoid timor

-Kiigiik hiicreli/yulaf hiicreli
karsinom

-Biiyiik hiicreli néroendokrin
karsinom

8 -invaziv papiller karsinom

9 -invaziv mikropapiller karsinom
10 -Apokrin karsinom

11 -Metaplastik karsinomlar

-Saf epitelial metaplastik karsinom
*Skuamoz hiicreli karsinom

*[gsi hiicre metaplazili
adenokarsinom

*Adenoskuamdz karsinom
*Mukoepidermoid karsinom

-Mikst epitelyal/mezenkimal
metaplastik karsinomlar

12 -Lipitten zengin karsinom
13 -Sekretuar karsinom

14 -Onkositik karsinom

15 -Adenoid Kistik karsinom
16 -Asinik hiicreli karsinom

17 -Glikojenden zengin seffaf hiicreli
karsinom

18 -Sebase karsinom

19 -Inflamatuar karsinom

20 -Lobuler neoplazi

-Lobuler karsinoma in situ

21 -Intraduktal proliferatif lezyonlar
-Siradan (usual) duktal hiperplazi
-Diiz (flat) epitelial hiperplazi
-Atipik duktal hiperplazi

-Duktal karsinoma insitu

22 -Mikroinvaziv karsinom

23 -Intraduktal papiller neoplaziler
-Santral papillom

-Periferal papillom

-Atipik papillom

-intraduktal papiller karsinom
-Intrakistik papiller karsinom

24 -Benign epitelial proliferasyonlar
-Adenosis

*Sklerozan adenosis

*Apokrin adenosis

*Blunt duktus adenosis
*Mikroglandiiler adenosis
*Adenomyoepitelial adenosis

25 -Radyal skar/kompleks sklerozan
lezyon

26 -Adenomlar

- Tubuler adenom
-Laktasyon adenomu
-Apokrin adenom
-Pleomorfik adenom
-Duktal adenom

Myoepitelial Lezyonlar

1 -Myoepiteliosis

2 -Adenomyoepitelial adenosis
3 -Adenomyoepitelioma

4 -Malign myoepitelioma

Mezenkimal Tiimorler

1 -Hemanjiom

2 -Anjiomatosis

3 -Hemajioperisitom
4-Ps6doanjiomatdz stromal
hiperplazi

5 —Myofibroblastom

6 -Fibromatosis (agresiv)
7 -Inflamatuar myofibroblastik
timor

8 -Lipom -Anjiolipom

9 -Graniiler hiicreli timor
10 -Norofibrom

11 -Schwannom

12 -Anjiosarkom

13 -Liposarkom

14 -Rabdomyosarkom

15 -Osteosarkom

16 -Leiomyom

17 —Leiomyosarkom

Fibroepitelial Tiimorler

1 -Fibroadenom

2 -Phylloides tiimor

*Benign *Borderline

*Malign

3 -Periduktal stromal sarkom, low
grade

4 -Meme hamartomu

Meme Basi Tiimorleri

1 -Meme bast adenomu

2 -Siringomat6z adenom

3 -Meme bas1 Paget hastalig1

Malign Lenfoma
1 -Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
2 -Burkitt lenfoma

3 -Ekstranodal marjinal zon B
hiicreli lenfoma, MALT tip

4 -Folikiiler lenfoma
Metastatik Tiimorler

Erkek Meme Tiimérleri
1 -Jinekomasti

2 —Karsinom

-invaziv

-In situ

Sekil 2.10. Histolojik siniflandirmaya gore meme kanseri tiirleri (Eble vd., 2003).
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2.2.3.2. Molekiiler siniflandirma

Giliniimiizde meme kanserinin farkli histolojik ve biyolojik 6zelliklere sahip, klinik
bulgular1 ve tedaviye olan yanitlar1 farklilik gosteren heterojen bir hastalik oldugu
anlagilmistir  (Eliyatkin vd., 2015). Molekiiler tekniklerin ilerlemesi ile meme
kanserinde molekiiler smiflandirma adi verilen yeni bir siniflandirma gelismeye
baslamistir (Eliyatkin vd., 2015). Molekiiler siniflandirma, 2000 yilinda yaptiklari
caligmalar sonucu gen ifade analizlerinde farkliliklar bulmalari lizerine Perou ve Sorlie

tarafindan ortaya atilmistir (Perou vd., 2000).

Molekiiler siniflandirmada meme kanseri tliimorleri Ostrojen reseptorii (ER), progesteron
reseptoric (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2/neu) ifade
diizeylerine gore alt gruplara ayrilmistir, bu gruplar: luminal A, luminal B, HER2 ve
bazal-benzeridir (Reis-Filho ve Pusztai, 2011).

Meme kanserlerinin en sik goriilen alttipi liminal A da ER ve PR ifade diizeyleri
goriiliirken (ER+ ve PR+) HER?2 ifade diizeyi oldukga diisiiktiir, liiminal B grubunda ise
ER+ ve PR+ dir ve HER2 ifade diizeyi degiskendir (Serlie vd., 2001). P53 geninde
mutasyon siklig1 luminal A’da luminal B’ye gore daha goktur (Serlie vd., 2001). Diger
bir alt tip olan bazal-benzeri grubunda %95 ER(-), PR(-) ve HER2(-) (Triple negative)
dir (Rouzier vd., 2005; Eliyatkin vd., 2015).

Meme kanserli hastalarin yaklasik %75°1 liiminal A ve liiminal B, yaklasik %15°1 ise
HER?2 pozitiftir, geriye kalan yaklasik %10’luk grup ise triple negatif hastalardir ve bu
gruptaki hastalar hormon tedavisinden fayda goéremezler, bu yiizden mortalitesi en fazla

olan alt tiirdiir (Gtines vd., 2012).
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Molekiiler alt tip

HER2 ekspresyonu
diisiik.

Liiminal A Liiminal B HER2 Basal benzeri
. Liinunal Liminal HER2 ekspresyonu | Bazal epithelial
E sitokeratinlerin sitokeratinlerin yiiksek, ER ve iligkili | genlerin ve bazal
= ekspresyonu ve ekspresyomu ve genlerin ekspresyonu | sitokeratinlerin
£ hormon reseptérlert | hormon reseptorlen: ve | dasik. ekspresyonlar:
= | veiliskili genlerin iliskili genlerin yiiksek, ER ve
3 ekspresyonu yiiksek. | ekspresyonu orta- iliskili genlerin
3 diisiik . ekspresyonu diisiik,
[¥]
=¥

Invaziv meme

Invaziv meme

Invaziv meme

Invaziv meme

kanserlerinin kanserlerinin yaklasik | kanserlerinin kanserlerinin
yaklasik %50 si %20 51 ER/PR(+), yaklasik %15 1 yaklasik %15 1 cogu

~ ER/PR(+), HER2? (-) | HERZ2 ekspresyonu ER/PR(-), HER2 (+) | ER/PR(-), HER2 (-)

) degisken, Liunmunal A yiksek proliferasyon, | (Triple negative.

S dan daha yaygin TP53 Yiksek

= cokproliferasyon Liimi | mutasyonu, yiksek proliferasyon,

o = nal A dan daha ¢ok histolojik derece ve | yaygin TP53

= ;: histolojik dereceli nodal pozitiflik mutasyonu, BRCA1

W] orani. disfonksiyonu.
Tiibiiler karsinom, mvaziv duktal Yiiksek dereceli Yiiksek dereceli
Kribriform karsinom, | karsinom, NOS invaziv duktal invaziv dulktal
Diistik dereceli Mikropapiller karsinom, NOS karsinom, NOS

~ £ | mnvaziv duktal karsinom. metaplastik

'z 7’| karsinom, NOS karsinom, mediiller

= T"__j Klasik lobiiler karsinom.

T 2| karsinom.

° Endoknn tedaviye Endokrin tedaviye Trastuzumab’a Endokrnin tedavi ya

= cevap, kemoterapiye | cevap (Tamoksifen cevap, Antrasiklin da Trastuzumab’a

% degisken cevap, 1y1 veAromataz grubu kemoterapiye | yamt yok, Platinum

3 prognoz. mhibitsrlert). Linunal | cevap, genellikle grubu kemoterapiye

5 A kadar iyi yanit kétd prognoz. ve PARP

E = alinamayabilir, inhibitérlerine

- 7 kemoterapiye duyarli, genellikle

A degisken, prognoz kotil prognoz.

5E liminal A kadar iyi

o d desil

== gLl

Sekil 2.11. Meme kanserinin molekiiler siniflandirmaya gore alt tiirleri (Eliyatkin vd.,
2015).
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Molekiiler Yaygin Histolojik | ER HER2 Kig7 Ozel IHK/ molekiiler

alt tiir histolojik derece durumu | durumu ozellik
tipler
Klasik.
Liiminal A | Lobtiler.Ttbiil 1.2 + - diisik |  Liiminal CK+, E-
er. Kribriform. Kaderin +/-

Liiminal CK+.p53

Ltminal B | Mikropapiller 23 +/- -+ yiiksek mutasyonu
Mediiler, Bazal CK+. p53
Bazal Metaplastik, 3 - . viiksek mutasyonu., DNA
benzeri Adenoid, i tamir kaybi, EGFR+/-
Kistik, mutasyonlari
Sekrefuar.
Mol.apokrin Apokrin, 2.3 - -+ yitksek | Androjen reseptorii +
Plemorfik.
Lobiiler.
Kanser kok hiicre
Claudin-low | Metaplastik 3 - - yitksek | benzeri, EMT benzeri,
diisiik E-Kaderin
seviyesi.

Sekil 2.12. Meme kanseri Ozel alt tiplerinin histolojik ve molekiiler o6zellikleri
(Eliyatkin vd., 2015).

2.2.4. Meme kanseri teshisi ve tedavisi

Meme kanserinde tedavi, tan1 sirasinda yapilmalidir ve doku 6rneginden alinan biyopsi
materyalinin patolojik degerlendirilmesi ile tani konulmalidir. Meme kanseri tedavi
secenegi ¢cok olan bir hastaliktir. Hekimin, hastanin yasina, kanserin evresine ve hormon

duyarliligina bakarak yapilacak olan tedaviye karar vermesi gerekmektedir.

2.2.4.1.Meme kanseri teshis yontemleri

Kendi kendine muayene

Meme kanserinin erken teshisinde klinik muayene ve mamografi ile birlikte ilk
asamalardan birisidir ve yaklagik 50 yildir uygulanmaktadir (Segginli, 2011). Elle
muayenenin meme kanseri mortalitesindeki azalmaya etkisi siirlidir (Semiglazov vd.,
1993; Thomas vd., 2002). Kendi kendine muayenenin baslangi¢ evrelerde etkisi az olsa
da ara evrelerde oldukga etkili oldugu goriilmektedir (Lechner vd., 2004).
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Klinik meme muayenesi

Klinik meme muayenesi uzun yillardir kullanilan erken teshis icin Onerilen bir
yontemdir fakat mortaliteye etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar sinirlhidir (Segginli, 2011).
Mamografi ile birlikte yapilan klinik meme muayenesinin hata oranini azaltabilecegi

belirtilmistir (Park vd., 2000).

Mamografi
Mamografi X 1sinlar1 kullanilarak ¢ekilen 6zel bir rontgendir (ASM,2019). Erken tanida

en sik kullanilan ve en etkili goriintiilleme yontemlerinden birisidir ayrica segiciligi ve
duyarlilig1 da oldukca yiiksektir (Se¢ginli, 2011). Mamografi ile taramanin 50 yas ve
tizeri kadinlarda mortaliteyi %20-30 azalttig1 gorilmistiir (Berns vd., 1992).

Dijital Mamografi

Mamografi ile prensibi aynidir. Daha diisiik dozda X 1s1n1 kullanarak daha az hatali
sonuglar elde edilir (ASM,2019).

Meme Ultrasonografisi

Mamografide dokularin st iste geldigi durumlarda gorillemeyecek kitleleri tespit

edebilir. Radyasyon icermedigi i¢in geng kadinlarda dncelikle tercih edilir (ASM,2019).

Manvetik Rezonans Goriintiileme

Dev miknatislarla manyetik alan olusturarak belirli yapilar1 ayirt edebilen bir tibbi
tekniktir. Radyasyon icermez, viicuttaki anormal yapilar tespit etmek i¢in kullanilir

(ASM,2019).

Biyopsi
Goriintiileme sonucunda siipheli bir lezyon tespit edilmesi durumunda cerrahi
yontemlerle parca alinmasidir (ASM,2019). Biyopsi sonucuna gore tiimoriin benign

yada malign olduguna karar verilir.

PET/CT
Pozitron emisyon tomografisi (PET) ve bilgisayar tomografisi (CT) birlestirilerek ileri
teknoloji goriintiileme saglanir ve kanser tamisinda kullamilir (MEMORIAL, 2019).

Meme kanserinin erken tanisinda olduk¢a 6nemli bir tekniktir.
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2.2.4.2. Meme kanseri tedavi yontemleri

Meme kanserinin teshisiyle birlikte kanserin evreleri de dikkate alinarak tedavisi baglar.
Ornegin erken evre meme kanserli hastalarda tiimdr boyutu, grade, lenf nodu, ER/PR ve
HER2 ifade diizeyi gibi primer tiimér 6zelliklerine bakilarak radyoterapi yada primer

cerrahi yapilir (Gradishar vd., 2016)

Cerrahi operasyon

Meme kanserinin tedavisinde meme korunamayacak evrede ise metastazini 6nlemek
amaci ile timor kitlesi ¢ikartilir ya da memenin tamami alinir (Senkus vd., 2015). Pek
¢ok calisma evre I ve II de olan meme kanserli kadinlarda mastektominin sag kalim
acisindan meme koruyucu tedaviye esdeger oldugunu gostermistir (Gradishar vd.,
2016). Genis lokal eksizyon geciren hastalarda daha iyi kozmesis elde edebilmek igin
meme cerrahlar1 onkoplastik yaklasimlar uygulamak iizere egitilmektedir (Senkus vd.,
2015).

Kemoterapi

Kanser hastalarinda kullanilan ila¢ tedavisidir. Cerrahi girisimlerin Oncesinde ve
sonrasinda verilmesine gore; neoadjuvan kemoterapi ve adjuvan kemoterapi olarak
adlandirilir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaclarindan bazilari
sunlardir: Doxorubicin, Epirubicin, Paclitaxel, Docetaxel, Cyclophosphamide. Meme
kanserinin ileri evrelerinde kemoterapi ilaglarinin etkinligi azalabilir bu gibi durumlarda
ek ilaglar gereklidir (Maricic, 2006). Bazt meme kanserli hastalarda daha iyi yanit
almak icin kombinasyon terapisi yapilmaktadir. Mono terapi yerine kombinasyon
terapisi halen tartisilan bir konudur (Miles vd., 2002). Kombinasyon tedavilerinde
toplam yanmit daha fazla olsa da kisiyi asir1 toksisiteye maruz birakmaktadir
(O’Shaughnessy, 2005).

Radyoterapi
Radyoterapi, kanser hiicrelerinin radyoaktif 1sinlarla yok edilmesidir. Radyasyon

tedavisi Oncesi planlama yapmak ¢ok 6nemlidir. Planlama yaparken hedefin hacmi, risk

altindaki komsu dokular, normal dokunun korunmasi gibi hususlar dikkate alinmalidir

(Gradishar vd., 2016).
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Hormon tedavisi

Bazi meme kanseri tiirlerinde 6strojen reseptorleri (ER) ve progesteron reseptorleri (PR)
asiri-eksprese olmaktadir. Bu hormonlar1 baskilamak i¢in hastalara hormon ilaglari
verilmektedir. Meme Kanseri vakalarinda yaklasik %75’inde Ostrojen reseptor
seviyesinde artis goriilmiistiir (Dowsett, 2001). Giuliano (2009) ve arkadaslar1 adjuvan
hormonal tedavinin kanser hastalarinda mortaliteyi azalttigint bildirmislerdir. Giiglii ve
secici Ostrojen modiilatorii olan Tamoksifen, premenopozal hastalarda en ¢ok kullanilan
hormon ilacidir (Giuliano, 2009). Ayrica Tamoksifen’in mortaliteyi azalttig

bildirilmistir (Vogel vd., 2006).

Hedefe vonelik tedavi

Hedefe yonelik tedavilerde monoklonal antikorlar kullanilir. Meme kanseri tedavisinde
kullanilan monoklonal antikorlardan bir tanesi de Trastuzumab (Herceptine)’dir (Ross
vd., 2004). invaziv meme kanserli hastalarin yaklasik %25’inde HER2 asiri-ekspresedir
ve Trastuzumab HER2’yi hedef alan monolonal antikordur (Ross vd., 2004).
Trastuzumab ile tedavi HER2 protein seviyesi yiiksek olan hastalara uygulanir (Huston
ve George, 2001)

Erken Evre Meme
kanseri

Tumor capi 2cm'den
kiicUkse ya da optimal
cerrahi uygulanabiliyorsa

Tumbdr capt 2cm'den
blUyUkse ya da optimal

cerrahi uygulanamiyorsa
ve meme korumasi
potansiyeli varsa

Memenin korunmasi
mUmkin degilse

Mastektomi
+/- rekonstriksyon

Sistematik induksiyon
tedavisi

Yant tatmin edici )

Meme koruyucu
cerrahi

Yetesiz yant

Ameliyat sonrasi
ChT, +/- T (uygunsa)

Eger uygunsa ameliyat

Ameliyat sonrasi ET
sonras: RT( BCS'den aind)
sonra zorunlu

Sekil 2.13. Erken evre meme kanseri tedavi algoritmasi (Senkus vd., 2015).
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HERZ(-) Luminal B
@u@ (Uglii negatif) @ HER2(-)

L r A J Y

Duktal Luminal B Cumingl A
0zel histolojik [ HER2(-) ] I

tipler

| |

L 4 ¥ hd

Gozlem
ChT+ Ch ya da ChT ChT+T+ET
y
ET+ChT

Sekil 2.14. Biyomarker ifade diizeylerine gére neo-adjuvan tedavi yaklasimi (Senkus
vd., 2015)

ET(Ylksek riskli
durumilarda ChT
seciebilir

Kadinlarda meme kanseri risk faktoriiniin hesaplanmasi ile gelecekte meme kanserine
yakalanma ihtimali tespit edilebilir, boylece yiiksek risk tasiyan grup i¢in risk azaltici
tedaviler uygulanabilir. BRCA 1 ve 2 oykiisli, meme kanseri veya over kanseri olan
birinci derece yakini olmasi, daha dncesinde toraks bolgesine radyoterapi almis olmasi,
atipik hiperplazi varligi gibi durumlarda birey yiiksek risk grubundadir (Kogak vd.,
2011). Yiiksek risk grubunda bulunan kadinlar igin risk azaltici yaklasimlar ise yasam
bi¢ciminde degisiklik yapma, tarama, kemaprevansiyon ve cerrahi yontemlerdir (Kogak
vd., 2011).

2.3. HER2 Reseptorii

Bir membran reseptorii olan Insan Epidermal Biiyiime Faktorii-2 (HER2 veya ErbB-2),
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ailesinin bir iiyesidir. EGFR ailesinin
tiyeleri: HER1 (erb-B1 yada EGFR), HER2 (erb-B2), HER3 (erb-B3) ve HER4 (erb-
B4)’diir ve HER1, HER2, HER4 Tirozin kinaz aktivasyonu gosterir (Lupu vd., 1995;
Ross ve Fletcher, 1998; Navolanic vd., 2003). HER2 protoonkogeni tarafindan,
transmembran HER2 proteini kodlanir ve hematopoetik kaynakli olanlar hari¢ pek ¢ok
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hiicrede ifadesi vardir fakat bazi kanser hastalarinda ifade diizeyi oldukga yiiksek
olabilmektedir (Hynes ve Stern, 1994; Yarden, 2001). Invaziv meme kanseri olan
hastalarin %20 ila %30 kadarinda HER2’nin yiiksek ifade diizeyi goriillmektedir (Hudis,
2007). Kromozom 17q’da lokalize olmus ve 32 ekzonu olan HER?2 literatiirde pek ¢ok
isimle anilir, bu isimler: C-erbB-2, NEU, NGL, HER2, TKR1, CD340, MLN 19 ‘dur
(NCBI, 2019).

Bu reseptor ailesinin her birisinin trans membran bolge, sitoplazmik boélge (Tirozin
kinaz aktivitesi gosterir) ve ekstra seliiler bolge (Ligant baglanir) olmak fizere ii¢
bolgeleri vardir (Normanno vd., 2005). EGFR gen ailesindeki iiyelerden HER1, HER3
ve HER4 proteinlerinin ligandlar1 vardir, fakat HER2’ye tanimlanmis herhangi bir
ligand bulunmamaktadir (Lupu vd., 1995). Ayrica bu dort iiyeden HER3’lin tirozin
kinaz aktivasyonu yoktur (Ross vd., 2004).

w
O
%:ﬁ.‘f"c‘?’q\ NRG1
\ N\ T AR (| ¥ NRG2
4,9 .
r .‘\‘> : ‘V‘.
0 HER2 = A & |
HERT HERS S rERa
g 5
%4
Tyrosine i
Tyrosine kinase Y:mu
kinase

Sekil 2.15. HER reseptdrlerinin yapisi ve ligantlar1 (Ross vd., 2004).

EGFR iiyeleri homodimerizasyon ya da heterodimerizasyon yoluyla tirozin kinaz
fosforilasyonuna yol agarlar ve sinyal iletimine aracilik ederler (Graus-Porta vd., 1997).
Sinyal iletiminin sonucunda MAPK, PI3K/Akt, STAT, PLC- vy, JAC yolaklar aktif hale
gelir ve hiicre; ¢ogalma, hayatta kalma, yapisma, hareket kabiliyeti gibi faaliyetler
kazanir (Ross vd., 2004).
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Sekil 2.16. ERBB sinyal yolagi (KEGG, 2019).

Meme kanserini etkileyecek bir¢cok prognostik faktor vardir ve bunlardan biriside
HER2’dir. HER2’nin amplifikasyonunun, meme kanserinde kotii prognozla iliskili
oldugunu ilk gdsteren kisi Slamon ve arkadaglaridir (Slamon vd., 1987).

HER2 dimerizasyonu sonucunda, intraseliiler bolgedeki tirozin reziidiileri
fosforillenerek P13-K’y1 aktive eder ve PI3-K da Akt enzimini posforilleyerek aktive
olmasini saglar, boylece hiicre hayatta kalma faaliyetlerini siirdiiriir. Buna paralel olarak
bir guanin niikleotit degisim faktorii olan SOS sinyali, RAS’1 aktive eder, ardindan
sirastyla RAF, MEK ve MAPK aktive olur ve hiicre proliferasyonu devam eder (Hudis,
2007).
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Sekil 2.17. HER2 dimerizasyonu sonucunda aktif hale gelen P13-K/Akt ve MAPK
sinyal yolaklar1 ve gerceklesen hiicresel faaliyetler (Lilleby vd., 2011).

2.3.1. HER2’nin yiiksek ifade diizeylerini hedef alan tedavi yaklasimlari

HER2 geni yiiksek ifade diizeylerinin oldugu hastalarin ¢ogunda sag kalimin azaldig ve
tedavilerinde istenilen yanitin alinmadigi gozlenmistir. Bunun {izerine bilim insanlar
HER2’nin hedef almmasmin meme kanseri tedavisinde Onemli bir strateji olarak

gormiiglerdir (Hudis, 2007).

2.3.1.1.Monoklonal antikorlar

Membran reseptorii HER2’yi bloke etmek i¢in tasarlanmis monoklonal antijenlerdir. En

sik kullanilan monoklonal antijenlerden bir tanesi Trastuzumab’dur.

2.3.1.2.Heterodimerizasyonu bozan antikorlar

HER2, EGFR ailesinin ligand i¢cermeyen bir {iyesi olmasina ragmen ailenin diger
tiyeleri ile heterodimerizasyon yaparak meme kanseri hiicrelerini stimule edebilir

(Graus-Porta vd., 1997). Ornegin Heregulin ligandi HER3’e baglanir ve HER3 de
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HER?2 ile heterodimer olusturarak proliferasyon ve maling ile ilgili sinyal yolaklarini
aktive eder (Alimandi vd., 1995). Meme kanseri tedavisinde heterodimerizasyonu

engelleyen 2C4 gibi ilaglar bazi hastalarda kullanilmaktadir.

2.3.1.3.Tirozin kinaz inhibitorleri

Tirozin kinaz hiicresel aktivitelerde Onemli rol oynar ve HER2 de tirozin kinaz
aktivitesine sahip olan transmembran reseptoriidiir. Tirozin kinaz inhibitorleri
kullanilarak tiimor gelisimi Onlenebilir (Chen vd., 2003). Emodin ve Kurkumin’in
HER?2 tirozin kinaz aktivitesini baskiladigi bildirilmistir (Zhang vd., 1995; Hong vd.,
1999). Diger bilinen tirozin kinaz inhibitorleri ise sunlardir: OSI-774, ZD-1839, CI-
1033, Lapatinib (Chen vd., 2003; Nahta vd., 2006).

Hiicre i¢i tek zincirli antikorlar, HER2 promotorunun transkripsiyon baskilayicilart ve
Antisens oligoniikleotitler veya ribozimler, HER2 yiikse ifade diizeyini hedef alan ve

gelistirilmeye ¢alisilan diger ¢alismalardir (Chen vd., 2003).

HER2’nin yiiksek ifade diizeyi, normal hiicrenin kontrol mekanizmasimi bozar ve
agresif timor olusumuna yol agabilir (Hung vd., 1986). HER2 nin HER ailesi igerisinde
en gliclii dimerizasyon yaptigi tiye HER3 diir (Yarden, 2001). HER2’nin yiiksek ifade
diizeyi HER2-HER-3 heterodimer sayisim1 artirir ve giiclii sinyaller olustur,
sinyalizasyon  sonucunda  mitojeniklik artar. HER2-HER3 heterodimerinin
sinyalizasyonunun engellenmesi i¢in Trastuzumab gibi monoklonal antikorlar
kullanilabilir (Yarden, 2001).

2.4. Trastuzumab (Herceptin®)

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ancak saglikli hiicre ile kanser hiicresini ayirt
edebildiginde basariya ulasabilir. Kanser tedavisi iizerine ¢alisma yapan bilim insanlari
uzun yillardir hedefe yonelik ilaglar gelistirmeye ¢alismislardir. Benim calismamda
kullandigim, ticari adi Herceptin olan Trastuzumab’da bu amagla iiretilmis monoklonal
antikorlardan birisidir. Trastuzumab 1998 yilinda Food and Drug Administration (FDA)

tarafindan onay almig ve kullanimina baglanmistir (Bedard vd., 2009).
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Tablo 2.5. Trastuzumab’in tarihsel gelisimi (Brufsky, 2010).

Yil Gelisme

1987 HER2’nin agresif kanserle iliskili oldugu bulundu.

1990 HER2’ye kars1 Trastuzumab gelistirildi.

1993  Trastuzumab’in II. Evre meme kanseri ¢alismalar: bagladi.

1997  Trastuzumab’in III. Evre metastatik meme kanseri temel ¢calismalar1 tamamlandi.
1998 HER?2 tanis1 gelistirildi.

2000  I1I. Evre adjuvan Trastuzumab denemeleri basladi.

2005  Adjuvan meme kanserinin verileri ASCO’da sunuldu.

2008  Trastuzumab temelli kombinasyon denemeleri yapildi.

Trastuzumab invaziv meme kanseri hastalarin yaklagik %25’inde asiri-eksprese olan ve
HER?2 proteininin ekstraseliiler bolgesini hedef alan monoklonal antikordur (Carter vd.,
1992; Nahta vd., 2006). Trastuzumab, HER2 reseptoriiniin ekstraseliiler kismina
baglanabilen iki antijen spesifik bolgeden olusur ve IgG1 Fc yapist igerir (Albanell vd.,
1996; Spector ve Blackwell, 2009).

Sekil 2.18. Trastuzumab’in molekiil yapisini gosteren ¢ubuk (a), kiire (b) ve kurdele (c)
diyagramlar1 (Cancer quest, 2019) .

2.4.1. Trastuzumab’in Etki Mekanizmalari

Trastuzumab, HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilsa da etki
mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamigtir (Valabrega vd., 2007). Yapilan ¢alismalarla
baz1 etki mekanizmalar1 bulunmus ve Trastuzumab’in HER2’ye kars1 hem ekstraseliiler

hem de intraseliiler etkileri oldugu tespit edilmistir.
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Dogal oldiiriicii 6zelligi olan immiin efektdr hiicrelerdeki Fcy alicisi, hedef hiicrenin
antikoruna bagli Fc kismini tespit ettigi zaman immiin efektor hiicreler, hedef hiicreye
saldirir, Trastuzumab’in ekstraseliiler etki gosterdigi bu olaya antikor bagimli hiicresel
sitotoksisite (ADCC) ad1 verilir (Lazar vd., 2006; Spector ve Blackwell, 2009).

HER2’nin yiiksek ifade diizeyi, normal hiicre dongiisii proseslerini ve apoptozu
diizenleyen proteinlerin islevini bozar (Spector ve Blackwell, 2009). PI3K-Akt ve
MAPK yolaklar1 HER2 yiiksek ifade diizeyi ile oldukca aktif hale gelir ve hiicrenin
cogalmasi, hayatta kalmasi prosesleri ¢ok iyi calisir, ayrica apoptoz inhibe olur (Neve
vd., 2002; Xia vd., 2004). Yapilan bazi c¢alismalarda Trastuzumab’in HER2
aktivasyonunu inhibe ettigi, PI3K-Akt ve MAPK gibi sinyalizasyon molekiillerinin
etkilerini ve apoptoz direncini azalttigi goriilmiistiir (Yakes vd., 2002; Asanuma vd.,

2005).

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) gibi biiyiime faktorlerinin anjiyogenez ile
tiimori desdekledigi bilinmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar VEGF ve HER2 nin yiiksek
ifade diizeyi ile baglantili oldugunu gostermistir (Spector ve Blackwell, 2009). Klinik
Ooncesi ¢alismalar, Trastuzumab’in timor vaskiilatériinin normallesmesine hatta

gerilemesine sebep olmustur (Izumi vd., 2002).

Kemoterapi ve Radyoterapi sonrasinda kanser hiicrelerinde DNA hasari olusur. Hiicre
DNA hasarint onarmak i¢in P21/WAF1 proteinlerinin seviyesini artirir (Spector ve
Blackwell, 2009). Trastuzumab’in Cisplatin uygulandiktan 2-24 saat sonra P21/WAF1

ifadesini inhibe ederek DNA hasar onarimini 6nledigi goriilmustiir (Pietras vd., 1998).
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Sekil 2.19. Trastuzumab’in HER2 pozitif meme kanserine etki mekanizmasi (Spector
ve Blackwell, 2009).

2.4.2. Trastuzumab diren¢ mekanizmalari

Trastuzumab 6nemli klinik faydalar saglamasina ragmen HER2 pozitif tiimorlerin bir
kismi Trastuzumab’a kars1 direng kazanmaktadir (Nahta vd., 2006). Preklinik ¢aligmalar
sonucunda Trastuzumab’a karsi bazi diren¢ mekanizmalar1 ortaya konulmus ve
bunlardan bazilar1 tedavinin daha etkili olmasi i¢in klinik ¢alismalarinda

kullanilmaktadir (Luque-Cabal vd., 2016).

2.4.2.1. p95HER?

Trastuzumab’in  potansiyel diren¢ mekanizmalarindan birtaneside HER2’nin
ekstraseliiler domainini (ECD) kaybetmesi sonucu olusan ve p9SHER2, CTF (HER2
COOH-terminal fragments) gibi isimlerlede anilan trunkat HER2 dir (Scaltriti vd.,
2007; Scaltriti vd., 2010). p9SHER2’nin HER2 pozitik meme kanserinin %30’unda
yiiksek ifadesi gozlenmis ve artan metastaz ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Molina vd.,
2002; Saez vd., 2006). p9SHER2’nin HER2’ye goére daha agresif metastaz olmasim
sebebi Trastuzumab’a spesifik baglanma bdlgesinin olmamasi ve ECD’den yoksun
olmasina ragmen Tirozin kinaz aktivitesini kaybetmemesidir (Codony-Servat vd., 1999;

Pedersen vd., 2009; Scaltriti vd., 2010). p9SHER2’nin 611-CTF (95-100kDa p95HER?2)
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ve 648-CTF (100-115kDa p95SHER?2) olmak iizere iki fragmani vardir ve bu fragmanlari
meme kanserine etkileri farklidir (Arribas vd., 2011; Sasso vd., 2011). 648-CTF dimer
olusturmazken, 611-CTF homodimer olusturur. Bundan dolayr 611-CTF ‘nin tirozin

kinaz aktivasyonu daha fazladir (Pedersen vd., 2009).
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Sekil 2.20. HER2, 95-100kDa p95HER2 ve 100-115kDa p9SHER2’nin sematik
gosterimi (Arribas vd., 2011).

2.4.2.2. MUC4 ile HER2’nin maskelenmesi

Musin-4 (MUC4), ASGP-1 ve ASGP-2 domainlerinden olusan membran iliskili
glikoproteindir. MUC4, HER2’yi maskeleyerek Trastuzumab’in baglanmasini onler
(Price-Schiavi vd., 2002). Nagy ve arkadaslarinin JIMT-1 hiicre hatti ile yaptig1 ¢alisma

sonucunda MUC4 glikoproteininin, Trastuzumab’in HER2’ye baglanmasini 6nledigi
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goriilmiistiir (Nagy vd., 2005). Ayrica bu ¢alismada maskelemenin, HER2’nin HER1 ve
HER3 ile heterodimer olusturma kabiliyetini de azalttigi gézlenmistir (Nagy vd., 2005).

2.4.2.3. PTEN ifadesinin azalmasi

PTEN, hiicre biiylimesi, proliferasyon, migrasyon gibi ¢ok sayida hiicresel faaliyetleri
diizenlemede gorev alan tiimor supresor genlerden bir tanesidir. PTEN, PI3K/Akt sinyal
yolunu inhibe ederek anti tiimor aktivite gosterir (Parsons ve Simpson, 2003). Nagata ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada PTEN geninin ifadesini azalttigi, PI3K/Akt sinyalini
arttirdigin1 ve Trastuzumab’in HER2 pozitif meme kanserine karsi etkinligini bloke

ettigini gostermislerdir (Nagata vd., 2004).

2.4.2.4. p27 ifadesinin azalmasi

Trastuzumab’in HER2 asiri-eksprese meme kanserine karsi etkisi kismen, bir CDK2
inhibitorii olan p27 proteini tizerindeki etkilerine baghdir (Nahta vd., 2006).
Trastuzumab’in etki mekanizmalarindan bir tanesi de p27’nin yar1 émriinii artirmasidir
(Le vd., 2003). p27, p27-CDK2 kompleksi olusturarak hiicrenin G1 fazina ge¢mesini
saglar ve apoptoza yol agar (Yakes vd., 2002). Trastuzumab direngli meme kanseri
hiicrelerinde CDK2 aktivitesindeki artma ile p27 aktivitesi azaltilmaktadir (Nahta vd.,
2004). Yapilan ¢alismalar p27°nin Trastuzumab direngli meme kanseri igin 6nemli bir

terap6tik hedef potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Nahta vd., 2004).

2.4.2.5. IGF-1R ile alternatif sinyal iletimi

Bazi HER2 pozitif meme kanseri hiicreleri, insiilin benzeri biiylime faktorii-1 reseptorii
(Insulin like growth factor-1 receptor, IGF-1R) ve diger HER ailesi tiyelerinden gelen
sinyallerle de direng olusturabilmektedir (Spector ve Blackwell, 2009). IGF1R'ye ligand
baglanmasi, PI3K / Akt / mTOR ve MAPK gibi HER ailesi reseptorleriyle ayni
yolaklart aktive eder (Surmacz, 2003). Hem HER2 hem de IGF-1R asiri-eksprese
hiicreler Trastuzumab’a karsi1 direnglidir ¢iinkii hiicre, IGF-1R geninin ifade diizeyinin
azalmasina yanit olarak p27 seviyesini azaltir (Lu vd., 2001; Lu vd., 2004; Nahta vd.,
2004). Ayrica preklinik g¢alismalar, IGF-1R sinyalinin bozulmasi ile Trastuzumab
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direngli hiicrelerin tekrar duyarlilik kazandigimi géstermistir (Lu vd., 2001; Nahta vd.,
2005).

2.4.2.6. c-Met RTK ile alternatif sinyal iletimi

Birgok epitelyal tiimor, HSG (Hepatosit biiyiime faktorii) olan c-Met reseptoriinii asiri
eksprese eder (Prat vd., 1991; Birchmeier vd., 2003). Meme kanserinde c-Met asiri
ifadesini, tiimor ilerlemesi ve zayif yasamda kalma ile iliskilidir (Lengyel vd., 2005).
Yapilan preklinik ¢aligmalar c-Met yiiksek ifadesinin p27 aktivasyonunu inhibe edip Akt
aktivasyonunu arttirarak Trastuzumab direncine yol a¢tigim1 gostermistir (Shattuck vd.,
2008).

2.4.2.7. EGFR’nin diger iiyeleri ile alternatif sinyal iletimi

Yapilan bazi c¢alismalarda Trastuzumab’a karsi direng olusturan meme Kkanseri
hiicrelerinde HER1-HER2 ve HER1-HER3 seviyelerinin arttigi gézlenmistir (Ritter vd.,
2007; Narayan vd., 2009). Trastuzumab, HER2’nin diger EGFR ailesiyle
dimerizasyonunu engelleyen Pertuzumab ile kombine edildiginde anti timor aktivitenin

arttig1 gézlemistir (Scheuer vd., 2009; Yao vd., 2009).

2.5. Gambojik Asit

Gamboge, Hindistan, Vietnam, Endonezya, Brezilya, bati ve orta Afrika’da yaygin
olarak bulunan Garcinia hanburryi agacindan (Guttiferae ailesinin arcinia cinsi)
salgilanan kahverengimsi turuncu, kuru bir re¢inedir (Lin vd., 1993; Yu vd., 2006;
Wang ve Chen, 2012). Detoksifikasyon, hemostaz ve parazitisit etkiye sahip olan
Gamboge’nin geleneksel Cin tibbin da soguk, asidik, aserbik ve zehirli oldugu
soylenmektedir (Liu vd., 2005). 1960’lar da gambojik asit, gamboge den ayristirilarak
yapist incelenmis ve 1980’ler de molekiil yapisi, in vitro anti timor etkisi ve
absorpsiyonu ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir (Liu vd., 2005). Sonraki yillarda gamboge
ham etanol ekstraktinin antikanser etkileri, toksisitesi ve fareler ilizerinde emilimi,
dagilimi ve atilimi iizerine ¢aligmalar yapilmistir (Sun vd., 1983; Lei vd., 1985; Dong
vd., 1988). 1990’11 yillarda Gamboge’nin ¢esitli bilesenleri incelenmis ve 1996’da
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Japon bilim adamlari tarafindan igerigindeki 11 bilesik tespit edilmistir (Kong vd.,
1995; Liu vd., 2005).

Gambojik asit (G), gamboge’nin ana aktif bilesigidir (Auterhoff vd., 1962; Ollis vd.,
1965). Suda ¢6ziinmez fakat DMSO’da iyi ¢oziiniir. DMSO’nun hiicrelere karsi toksik
etkisi oldugu icin calismalarda seyreltilerek kullanilir. Kanserle ilgili pek c¢ok
aragtirmada kullanilmis olan gambojik asitin mide kanseri, akciger kanseri, prostat
kanseri, melanom, hepatokarsinom ve meme kanseri gibi farkli kanser tiplerinin
biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Yi vd., 2008; Gu vd., 2009).

40

Sekil 2.21. Gambojik asit’in (C38H4408, MA: 628,75 Da) molekiil yapist (Yu vd.,
2006).

Yapilan arastirmalarda gambojik asitin: Pek ¢ok kanser tiiriinde apoptozu indiikledigi,
proliferasyonu ve anjiyogenezi inhibe ettigi, p53’i indiikleyerek mutant p53°ti degrede
ettigi, Insan telomeraz enzimini inhibe ettigi, Bcl-2 protein ailesinin ifade diizeylerini
azalttigi, PDGF ve EGF yolaklarii ve metastaz sinyalini inhibe ettigi bildirilmistir
(Wang ve Chen, 2012).
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Sekil 2.22. Gambojik asit’in dahil oldugu hiicresel sinyal yolagi. (Wang ve Chen,
2012).

Li ve arkadaslariin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatt1 {izerinde yaptiklari
caligmalarda G’nin hiicre biiylimesini inhibe ettigini ve ayni ¢alismada 1,5-3 ve 6uM
konsantrasyonlarda uygulanan G’nin apoptozu indiikledigini goéstermislerdir. Ayrica
yaptiklar1 calismada G’nin reaktif oksijen miktar1 birikimi ve mitokondriyal apoptotik

yolak vasitasiyla hiicreyi apoptoza siiriikledigini bildirmislerdir (Li vd., 2012).

Yaptiklar1 bir caligmada Qi ve arkadaslari, invaziv meme kanseri hiicre hatti olan MDA -
MB-435’e 1,2uM konsantrasyonda uygulanan G’nin hiicre hattinin invazyonunu %67,4

oraninda inhibe ettigi gosterilmistir (Qi vd., 2008).

Gu ve arkadaglarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerinde yaptiklar1 calisma,

G’nin p53 vasitasiyla Bcl-2 ifadesini azaltarak apoptozu indiikledigini gostermistir (Gu
vd., 2009).

Chen ve arkadaslarinin MCF-7 hiicre hatt1 lizerine yaptiklar1 calismada G’nin,
mikrotiibiillerin depolimerizasyonunda ve JNK1 ile P38’in fosforilasyon seviyelerinde
artisa sebep oldugunu gosterdiler. Ayrica bu sonuca dayanarak apoptozun p38 ya da
JNK1 ile de baglantili olabilecegini 6ne siirdiiler (Chen vd., 2008).

Wang ve arkadaslari, GA ve Doxorubicin kombinasyonunu MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde

denemisler ve apoptozis de artis oldugunu bildirmislerdir (Wang vd., 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez c¢alismalarinda MDA-MB-453 HER2 pozitif meme kanseri hiicre hatti lizerinde
Trastuzumab’in ve gambojik asit’in ayr1 ayr1 ve sinerjik etkileri incelenmis olup, tezle
ilgili tiim deneysel calismalar Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel Bilimler
Uygulama ve Arastirma Merkezinde ve Biyoloji Bolimii Molekiiler Biyoloji Aragtirma

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre Hatt1

Tez kapsaminda kullanilan MDA-MB-453 hiicre hattt HER2 (+) olup ATCC’den ticari

olarak satin alinmustir.

3.1.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Real-time PCR cihazi
PCR cihaz

ELISA

Mikroskop

CO; inkiibatori
Kabin

Su banyosu

Santrifiij

Vorteks

Hassas terazi
Otomatik pipet

Saf su cihazi

Kar makinesi
Buzdolaplari

Derin dondurucu (-80 ‘C)
Sarjli otomatik pipet

Qiagen Rotor Gene 6flex
Bio-Rad C1000 Touch
Epoch Biotek

Nikon Eclipse Ti-2U Inverted
Niive CO; inkiibatér EC 160
Bil-ser lab. Ltd. sti. class II
Memmert

Hanil, smart R17

Heidolph Reaxtop
Shimadzu ATX224
Eppendorf Research Plus
Niive

Scotsman AF-20

Argelik

Haer Medical

Isolab
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3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Trastuzumab

Gambojik asit (5 mg)

Dulbeco’s Modified Eagle’s (500ml)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Fetal Bovine Serum (500ml)
L-Glutamine Solution
Trypsin-EDTA solution (%0.25)
Penisilin Streptomisin

Agquaguard-1

Cell Proliferation Kit (XTT)

Trypan Blue Solution

Human caspase-9 ELISA Kit

Human BAX ELISA Kit

Human HER2 ELISA Kit

RT-gPCR Kit

RNA izolasyon Kiti

cDNA sentez kiti

Lizis tamponu

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii calismalari

3.2.1.1.Besiyerlerinin hazirlanmasi

Herceptin, Roche, 150mg

Abcam Lot:GR196920-5

Biological Industries, REF 01-055-1A
Biowest, Cat no:L0615-500
Panbiotech, Cat no: P30-3304
Biological Industries REF:03-020-1B
Biological Industries REF: 03-050-1A
Biological industries REF: 03-031-31
Biological Industries REF: 01-867-1B
Biological Industries REF:20-300-1000
Lonza Cat no: 17-942E

Sinogeneclon REF: SG-10400
Sinogeneclon REF: SG-00084
Sinogeneclon REF: SG-10758

Qiagen SYBR Green PCR Master Mix
Axyprep Multisource Total RNA Miniprep
Kit

Thermofisher High-Capacity RNA-to-
cDNA™ Kt

150mM NacCl, % 1 Triton X-100, 50 mM
Tris-HCI pH: 8.0, 0.2 mM PMSF

Calismada kullanilan MDA-MB-453 hiicre hatt1 icin besiyeri olarak DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kullanildi. 500 ml DMEM igerisine 10/ml
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penislin streptomisin, 5 ml L-glutamin ve 50 ml Fetal bovine serum (FBS) eklenerek

hazirlanan besiyeri ile hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapildi.

Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 laminar kabinde yapildi. Kabin her kullanimdan 6nce ve sonra
mutlaka ultraviyole 1s1n ile steril hale getirildi ve kabinin i¢ yiizeyi ¢alisma 6ncesi ve

sonrasi %70’lik etanol ile silindi.

3.2.1.2. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Calismada kullanilan MDA-MB4-453 hiicre hatt1 daha 6nce hazirlanan besiyerinde, 75
cm? °lik flask igerisinde Kkarbondioksit inkiibatdriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
kosullart % 95 nem, % 5 CO; ve 37 OC’ye ayarland1. Inkiibatoriin nemli ve steril
kalmasi1 icin otoklavlanarak steril hale getirilmis saf su icerisine %1 oraninda
Aquaguard-1 ilave edilerek hazirlanan ¢o6zelti inkiibatoriin igerisindeki hazneye
dolduruldu.

Inkiibasyonda bulunan hiicre hatinin besiyeri énce bir giin sonra ardindan iki ya da iic
giin sonra degistirildi. Besiyerinin degistirilmesi iglemi: Flasktaki besiyerinin ¢ekilmesi,
ardindan flasktaki hiicrelerin yaklasik 5 ml steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile
yikanmasi, yikama igleminin ardindan PBS’nin tekrar ¢ekilerek alinmasi ve son olarak 8
ml taze besiyerinin eklenmesi suretiyle gergeklestirildi. Besiyeri degistirme islemleri,

hiicrelerin flask yiizeyinin yaklagik % 90’1n1 kaplayana kadar devem ettirildi.

Isik mikroskobunda, MDA-MB-453 hiicre hattinin yaklasik bir haftada 75 cm? °lik
flaskin ylizeyinin %90’lik kismin1 kapladig1 goriildii ve pasajlama islemine baslandi.
Pasajlanacak olan hiicre hatt1 inkiibatérden ¢ikartilarak steril kabine getirildi ve besiyeri
otomatik pipet ile uzaklastirildi. Ardindan hiicreler 5 ml PBS ile yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra flaska, hiicrelerin flask yiizeyinden sokiilmesi i¢in 6 ml
Tripsin/EDTA (Biological Industries) soliisyonu ilave edilerek yaklasik 5 dakika inkiibe
edildi. Bes dakika sonra flask inkiibatérden alinarak 151k mikroskobunda incelendi ve
hiicrelerin sokiiliip sokiilmedigi kontrol edildi. Tamamen flask ylizeyinden ayrilmis
olan hiicrelerin tripsinden zarar gérmemesi ve tripsinin uzaklastirilmas: i¢in 24 ml
besiyeri igeren 50 ml’lik falkon tiipe eklenerek 30 ml’ye seyreltildi ve 800xg de 5

dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan falkon tiip igerisindeki siipernetant
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atildi ve igerisine 12 ml besiyeri ekleyip pipetaj yapilarak hiicreler homojenize hale
getirildi. Daha sonra 12 ml’lik homojenat, ii¢ ya da dort tane 75cm”lik flasklara
paylastirildi ve DMEM eklenerek her birinin hacmi 8 ml’ye tamamlandi. Pasajlama

islemi sonunda flasklar 37 ‘C’de ve %5 CO, ortaminda inkiibasyona birakildu.

3.2.1.3.Hiicre hatti stoklarinin olusturulmasi

Calismanin tekrarlanmasi, ¢calismaya ara verilmesi ve ilerleyen zamanlarda ayni hiicre
hatt1 ile baska bir bilimsel ¢alismada kullanilmasi amaciyla MDA-MB-453 hiicre

hattinin dondurularak stoklart olusturuldu ve bu stok siv1 azot tankinda muhafaza edildi.

Dondurulacak hiicrelerin yer aldigi flasklar mikroskopla incelenerek doluluk orani
yaklasik % 80 olanlar steril kabine alinarak besiyerleri uzaklastirildi. Flasklar 4 ml PBS
ile yikanarak igerisine 6 ml Tripsin/EDTA soliisyonu eklendi ve 5 dakika boyunca CO;
inkiibatoriinde inkiibasyon yapildi. Inkiibatorden alinan hiicreler mikroskopta
incelenerek sokiiliip sokiilmedigi kontrol edildi. Hiicrelerin sokiilmesi isleminin
akabinde 24 ml besiyeri iceren 50 ml’lik falkon tiipe eklenerek 30 ml’ye seyreltildi ve
boylece Tripsin/EDTA soliisyonunun hiicrelere etkisi tolere edilmis oldu.50 ml’lik
falkon tiipler 800 xg de 5 dakika santrifiij yapildi ve hiicrelerin ¢okmesi saglandi.
Santrifiij isleminin ardindan falkon tiipler steril kabine getirilerek tiiplerin igerisindeki
stipernatant atildi. Falkon tiiplere hafif¢e vurularak hiicrelerin falkon yiizeyinden
ayrilmasi saglandi ve igerisine buz igerisinde bekletilmis 900 pl FBS ve 100 pl DMSO
eklenerek pipetaj yapildi. Bu islemin ardindan olusan 1 ml’lik sivi hizli bir sekilde 2 mI’

lik kriyotiipe konularak s1vi azot tankinin igerisine yerlestirildi.

3.2.1.4. Hiicre ¢ozdiirme

Calismamizda MDA-MB-453 hiicre hattina ihtiya¢ duydugumuzda sivi azotta bulunan

stoklardan alinarak hiicre ¢ozdiirme islemi yapildu.

DMEM, sicaklig1 37 OC’ye ayarlanmis su banyosuna konularak bekletildi. Stoktan hiicre
alimmadan 6nce sicaklig1 37 oC’ye ayarlanmis DMEM’ den 30 ml alind1 ve falkon tiipe
konularak c¢ozdiiriilecek hiicrelerdeki DMSO’nun toksik etkisini tolere etmek iizere
hazirda bekletildi.
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Stoktan alinan MDA-MB-453 hiicre hatt1 37 'C’ ye ayarlanmis su banyosuna konularak
hizlica c¢ozdiiriildii ve steril kabine alindi. Steril kabinde bulunan 06nceden
hazirladigimiz falkon tiipte bulunan 30 ml DMEM igerisine aktarildi. Aktarma igleminin
ardindan falkon tiip 800 xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve slipernetant atilarak
hiicreler DMSO’dan arindirildi. Falkon tiiplere hafifce vurularak hiicrelerin falkon
yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Falkon tiip igerisine 8 ml DMEM eklenerek pipetaj
yapildi ve T75°lik flaska aktarildi. Flask 37 ‘C ve %5 CO, sartlarina ayarlanmis
inkiibatore konularak 24 saat bekletildi. 24 saat sonra flask mikroskopta incelenerek
hiicrelerin yapisip yapismadigina bakildi. Hiicrelerin flaskin tabanina yapismasi canli
oldugunu, yapismamasi canli olmadigin1 gostermektedir. Hiicrelerin yapistigi
goriildiigiinde PBS ile yikama iglemi gerceklestirildi ve ardindan taze besiyeri eklenerek
tekrar inkiibatore konuldu. Hiicreler flaskin yaklasik %80’ini doldurana kadar iki giinde

bir yikand1 ve taze besiyeri eklendi.

Hiicre ¢6zdiirme isleminden sonra gegen 24 saatin sonunda mikroskopla incelenen
hiicrelerin flaskin yiizeyine yapismadigi gortldigi takdirde ¢6zdiirme islemi

tekrarlandi.

3.2.1.5. Hiicre sayimi

Sitotoksisite, gen ifade analizi ve protein analizi ¢aligmalarinda hiicre sayimi islemleri
gerceklestirildi. Inkiibatdrden alman hiicreler steril kabine almarak otomatik pipet ile
flask icerisindeki besiyeri cekilip atildi ve 5 ml PBS ile yikandi. Yikama isleminden
sonra hiicreleri flask yiizeyinden sokmek i¢in 6 ml Tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek
5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda flask alinarak mikroskop altinda
incelenerek hiicrelerin sokiiliip sokiilmedigi kontrol edilmistir. Hiicrelerin sokiilmesi
isleminin akabinde 24 ml besiyeri iceren 50 ml’lik falkon tiipe eklenerek 30 ml’ye
seyreltildi ve boylece Tripsin/EDTA soliisyonunun hiicrelere etkisi tolere edilmis oldu.
Falkon tiip 800 xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikartilan falkon
tiip steril kabine alinarak siipernatant atildi ve igerisine 1 ml DMEM eklenerek pipetaj
yapildi.1 ml’ lik hiicre homojenatindan 20 pl almmarak Thoma lamina eklendi ve

mikroskop altinda hiicre sayimi islemi gercgeklestirildi. Sayma islemi Thoma laminin her
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iki tarafinda da yapildi ve ortalamasi alindi. Hiicre sayisini bulmak i¢in su formiil

kullanildz:

Hiicre sayis1 = sayilan hiicre sayisi x seyreltme faktori x 10*

3.2.2. Sitotoksisite calismalar:
3.2.2.1. Uygulanacak kimyasallarin hazirlanmasi

Trastuzumab (Herceptin; Roche, Basel, Isvi¢re)’ dan 0,01 g tartilarak 2 ml DMEM
icerisinde ¢oOzdiiriildii ve 5000 pg/ml derisimde stok hazirlandi. Trastuzumab tiim

calismalarda taze olarak hazirlandi.

5 mg Gamgojik asit (Abcam, USA) iizerine hacmi 5 ml oluncaya kadar DMSO
eklenerek 1,6 mM’ lik ana stok olusturuldu. Ana stoktan 375 ul gambojik asit ¢ozeltisi
alinarak 11,625 ml besiyeri ile hacmi 12 ml’ ye tamamlandi ve 12 ml ve 50 uM” lik stok

olusturuldu.

3.2.2.2. Hiicre canhlik testi

Hiicre canlilik testi igin XTT kiti (Biological Industries) kullanildi. XTT metodu
Tetrazolium tuzunun turuncu renk veren formazana doniismesi ile canli hiicrelerin
boyanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Olusan Formazan 450 nm de maksimum

absorbans vermektedir.

Calismalarimizda 96’ ik plate kullanildi. Her kuyucukta 200 pl DMEM ve 5000 hiicre
olacak sekilde 12, 24, 48, 72 saatlerde hiicre canlilik testi yapmak iizere 4 tane plate’ e
hiicre ekimi yapildi. Plateler inkiibatore konularak bir giin yapismasi i¢in bekletildi. Bir
giin sonunda Plateler inkiibatdrden alinarak PBS ile yikandi ve her birine ilag

uygulamasi yapildi (Bkz. Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Hiicrelere uygulanan kimyasallar ve konsantrasyonlari.

Kimyasal Madde  Trastuzumab (ug/ml) Gambojik asit (uM) T (ug/ml)+G (uM)

100 10 100+10
50 5 50+5
25 2,5 25+2,5
Konsantrasyonlar 12,5 1,25 12,5+1,25
6,25 0,625 6,25+0,625
3,125 0,3125 3,125+0,3125
1,56 0,156 1,56+0,156

[lag uygulamasindan sonra 12, 24, 48 ve 72. Saatlerde platelerin 450 nm’ de

absorbanslar1 6l¢iildii ve hiicre canlilik yiizdeleri hesaplanda.

3.2.3. Kombinasyon indeksinin hesaplanmasi

Kombinasyon indeksi (CI), maddelerin sinerjik, antagonistik ya da aditif etkilerden
hangisini gdsterdigini hatta etkinin derecesini anlamamizi saglayan, bazi yazilim
programlariyla hesaplanan bir degerdir. Kombinasyon indeksi kavrami: Biyolog,

Farmakolog ve kanser aragtirmacisi olan Ting-Chao Chou tarafindan bulunmustur.

Calismamizda kombinasyon indeksi degerleri Compusyn programi ile hesaplandi. Elde
edilen CI degerlerine bakilarak sinerjik etkinin en fazla oldugu konsantrasyonlar
belirlenerek bu konsantrasyonlarda Trastuzumab ve gambojik asit’ in protein ve gen

diizeyinde etkisi incelendi
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Tablo 3.2. Kombinasyon indeksi sonuglarina gére, uygulanan kimyasallarin hiicre hattt
tizerine sinerjik, aditif ya da antagonistik etkisi.

Kombinasyon indeksi (CI) Hiicreye Etkisi
Cl=11-12 Hafif Antagonistik etki
Cl=12-1/45 Orta Antagonistik etki
Cl=145-33 Antagonistik etki
Cl=3,3-10 Gliglii Antagonistik etki
Cl>10 Cok giiclii Antagonistik etki
Cl=09-11 Aditif etki
Cl=0,85-0,9 Hafif sinerjik etki
Cl=0,7-0,85 Orta sinerjik etki
Cl=0,3-0,7 sinerjik etki
Cl=0,1-0,3 Giglii sinerjik etki
Cl<01 Cok giiclii sinerjik etki

3.2.4. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Gen ifade analizleri igin CI degerlerine bakilarak; en iyi sinerjik etkinin oldugu 24 saat
inkiibasyon siiresi ve 50 pg/ml Trastuzumab, 5 pM gambojik asit kombinasyonu
kullanilarak MDA-MB-453 hiicre hatlarindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirildi.

Calismamizda dort ayr steril petrinin her birisinin igerisine 1,8x10° tane hiicre ekildi ve
petriler bir gece inkiibatorde birakilarak hiicrelerin yapigsmasi saglandi. Ardindan

hiicreler PBS ile yikanarak petrilere ila¢ uygulamasi yapildi (Bkz. Tablo 3.3).

Tablo 3.3. RNA izolasyonu ve ¢cDNA sentezi igin petrilere uygulanan kimyasal
maddeler ve derigimleri.

Petri no Trastuzumab Gambojik asit
1 (Kontrol) Yok Yok
2 50 pg/ml Yok
3 Yok 5uM
4 50 pg/ml 5uM
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Ilag uygulamasmin ardindan petriler 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 Saat’in sonunda
hiicreler petrilerden almarak 800 xg’ de +4 ‘C’de 5 dakika santrifiijlenerek hemen buz
igerisine alindi. RNA kompozisyonunun sabit kalmasi i¢in hizli bir sekilde her birine
RNA later Reagent (Thermo Fisher) soliisyonu ilave edildi ve Total RNA saflastirma
kiti, Axyprep Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen ®) protokolii uygulanarak
total RNA saflastirildi.

Saflastirma islemi su sekilde gerceklestirildi:

» Hiicreler Tripsin/EDTA soliisyonu kullanilarak kaldirildi ve kit igerisinde
bulunan eppendorf tiipe konuldu.

= Eppendorf tiip +4 'C 2000 xg’de 5 dk santrifiij edildi.

= Uzerine 1 ml soguk tampon konularak resiispanse edildi.

= Eppendorf tiip tekrar +4 "C 2000 xg’ de 5 dk santrifiij edildi.

= Siipernetant hi¢ kalmayacak sekilde uzaklagtirildi

* Tiim tlipler buza yerlestirildi.

= Her bir tiipe 400 pl R-1 tamponu eklendi ve 10 defa pipetaj yapildi.

* 1 ml21 gauj’luk enjektoriin ucu Z seklinde biikiilerek 10 defa pipetaj yapildi.

= 150 yl R-II tamponu eklenerek her bir tiip 30 saniye vortekslendi.

= Tiipler +22 °C ve 12000 xg’de 5 dk santrifiij yapildi. Bu islem sonunda protein
ve DNA peletleri dibe ¢oktii.

» Siipernetant yeni bir Eppendorf tiipe alindi.

= 250 pl 2-Propanol eklenerek 10 saniye vortekslendi.

= Spin kolonu 2 ml’ lik Eppendorf tiipe yerlestirildi.

» Yaklasik 800 pl homojenat spin kolonuna aktarildi.

= +4°C 6000 xg’ de 1 dk santrifiij edildi.

» Eppendorf tiip’te toplanan siv1 dokiildii.

= 500 ul W1A tamponu eklenerek +4 °C 12000 xg’de 1 dk santrifiij edildi.

= Altta biriken s1v1 dokiilerek tekrar takildi.

= 700 ul W2 tamponu eklenerek +4 “C 12000 xg’ de 1 dk santrifiij edildi.

= Altta biriken s1v1 dokiilerek tekrar takildi.

= +4°C 12000 xg’ de 1 dk santrifiij edildi.

= Spin kolonu 1,5 mI’lik yeni Eppendorf tiipe takildi.
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= 100 pl TE tamponu eklenerek 1dk inkiibe edildi.
= (QOda sicakhiginda 12000 xg’de 1 dk santrifiij edilerek saflastirma islemi

tamamlandi.

Saflastirma isleminin ardindan High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit igerisinde yer alan
protokole gore cDNA sentezi gergeklestirildi. Sentezlenen cDNA’lar RT-qPCR
calismasinda kullanilmak iizere -80 °C’de saklandi.

3.2.5. Total RNA ve cDNA konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi

Biotek marka ELISA cihazina ait Epoch mikro plate kullanarak RNA ve DNA’nin
konsantrasyonu ve safligi belirlendi. Take-3 mikro hacim okuyucu ile biitiin numuneler
iki tekrar yapilarak 260 nm, 280 nm ve 320 nm dalga boylarinda kore karst okundu.
RNA ve DNA’nin konsantrasyonlart 260 nm’deki absorbans degerleri (OD2g0)

kullanilarak;

RNA konsantrasyonu (ng/ul) = ODggo x 40 x Seyreltme faktorii

DNA konsantrasyonu (ng/pl) = OD2gp x 50 x Seyreltme faktorti
formiilleri ile hesaplandi.
Ayrica 280 nm’de tespit edilen absorbans degeri ile protein safsizliklar1 ve 320 nm’de

elde edilen absorbans degeri ile partikiil varlig1 degerlendirildi.

Saf RNA; ODggo / OD2gp > 2,0, Saf DNA; ODygo / OD2gp = ~ 1,8 skalalar1 yardimiyla

safliklar1 degerlendirilmistir

3.2.6. RT-gPCRile gen ifade diizeylerinin belirlenmesi

Calismamizda MDA-MB-453 hiicrelerinin HER2, BAX, caspaz-9 ve GAPDH gen ifade
diizeyleri belirlenmistir. CI degerinin en diisiik oldugu (sinerjik etkinin en fazla oldugu)

24 saat inkiibasyon siiresi ve 50 pg/ml Trastuzumab, 5 yM gambojik asit kombinasyonu
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kullanilarak MDA-MB-453 hiicre hatlarindan saflastirilmis mRNA’dan sentezlenen
cDNA’lar kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.3).

Primerler, Primer 3.0 programi kullanilarak tasarlandi ve Macrogen Inc. tarafindan

Tablo 3.4’ de belirtilen sekanslara gore sentezlendi (5 "ila 3 ).

Tablo 3.4. Ifade diizeyleri belirlenecek genler ve primer dizileri.

Gen Primer dizisi
HERD forward: TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG
reverse: GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA
forward: CGAACTAACAGGCAAGCAGC
caspase-9
reverse: ACCTCACCAAATCCTCCAGAAC
BAY forward: CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT
reverse: CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC
forward: CGAACTAACAGGCAAGCAGC
GAPDH

reverse: TCGCCCCACTTGATTTTGG

RT-gPCR islemi Tablo 3.5, Tablo 3.6, Tablo 3.7 ve Tablo 3.8 de belirtilen sicaklik
protokoline gore SYBR Green Master Mix (Qiagen-330500) kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon karigiminin igerigi: 1 pl cDNA, 2 ul primer ve 12,5 pl
SYBR Green Master Mix konularak hazirlandi. Tiim deneyler ii¢ kez yapildi (Qiagen
Rotor Gene).

Tablo 3.5. HER2 geni igin RT-qPCR sicaklik dongii protokolii.

Dongii Adr Sicakhik  Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn.
Baglanma 59°C 30sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72°C 45sn.
Bekleme 4°C e 1
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Tablo 3.6. caspase-9 geni i¢in RT-qPCR sicaklik dongii protokolii.

Dongii Ada Sicaklik  Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C 15 sn.
Baglanma 60 C 1dk. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72°C 45 sn.
Bekleme 4°C o0 1

Tablo 3.7. BAX geni i¢in RT-qPCR sicaklik dongii protokolii.

Dongii Adr Sicakhlk  Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn.
Baglanma 59°C 30sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72°C 30 sn.
Bekleme 4°C 0 1

Tablo 3.8. GAPDH geni igin RT-gPCR sicaklik dongii protokolii.

Dongii Adr Sicakhlk  Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 15 sn.
Baglanma 64°C  30sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72°C 15 sn.
Bekleme 4°C o0 1

3.2.7. lstatistiksel hesaplamalar

Gen ifade seviyelerinin primer normalizasyonu Livak ve Schmittgen’ in gelistirdigi 2~
ACT yontemi ile gerceklestirildi (Livak ve Schmittgen, 2001). Sekonder normalizasyon
HER2, BAX ve caspaz-9 genlerinin, GAPDH genin ayni olgudaki ifade diizeylerinin

karsilastirilmast ile tespit edilmistir.
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3.2.8. Protein ekstraksiyonu

ELISA calismalari i¢in CI degerlerine bakilarak en iyi sinerjik etkinin oldugu zaman ve
konsantrasyon olan 24 saat inkiibasyon siiresi, 50 pg/ml Trastuzumab ve 5 uM
gambojik asit’ in kullanildigi sartlarda total protein ekstraksiyon islemi

gergeklestirilmistir.

Calismamizda dort ayr steril petrinin her birisinin igerisine 1,8 x 10° tane hiicre ekildi
ve petriler 24 saat inkiibatorde birakilarak hiicrelerin yapismasi saglandi. Ardindan

hiicreler yikanarak petrilere Tablo 3.4’de gosterildigi gibi ilag uygulamasi yapildi.

Tablo 3.9. Protein ekstraksiyon islemi i¢in Petrilere uygulanan kimyasal maddeler ve
derisimleri.

Petri no Trastuzumab Gambojik asit
1 (Kontrol) Yok Yok
2 50 pg/ml Yok
3 Yok 5uM
4 50 pg/ml 5uM

Ilag uygulamasmin ardindan petriler 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 Saat’in sonunda
petriler inkiibatorden alinarak icerisine +4 ‘C’ de PBS eklendi ve hiicreler petri
yiizeyinden scrapper ile kazinarak alindi. Yiizeyden sokiilmiis olan hiicreler falkon
tiiplere aktarilarak 800 xg ve +4 C’ de 10 dk santrifiij yapildi. Stipernatant atilarak 1 ml
PBS eklendi ve +4 °C’ de 2000 xg’de 5 dk santrifiij yapildi ve tekrar siipernatant atildi.
Hiicre peleti lizerine Lizis tamponu eklenerek siispanse edildi. Ucunu Z seklinde
biiktiigiimiiz 21 gauj’luk enjektor ile on defa ¢ek-birak yaparak hiicreler pargalandi.
Pargalama isleminin ardindan 2000 xg’de 10 dk siireyle santrifiij yapilarak icerisinde
total protein olan siipernatant alindi ve ELISA ¢alismalarinda kullanilmak tizere -80

°C’de muhafaza edildi.
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3.2.9. ELISA ile protein diizeylerinin belirlenmesi

Calismamizda MDA-MB-453 hiicrelerinin ELISA yontemi ile HER2, BAX, caspase-9
ve GADPH protein seviyeleri belirlenmistir. CI degerinin en diisiik oldugu 24 saat
inkiibasyon siiresi ve 50 pg/ml Trastuzumab, 5 yM gambojik asit kombinasyonu
kullanilarak MDA-MB-453 hiicre hatlarindan ekstrakte edilen proteinler kullanilmistir
(Bkz. Tablo 3.3).

ELISA kitlerindeki (Sinogeneclon) protokollere gore; Biotek marka ELISA cihazi

kullanilarak her bir genin protein diizeyleri tespit edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sitotoksisite Calismalari

4.1.1. Hiicre canhlik testi

MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerine 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde;

Trastuzumab, gambojik asit ve ikisinin kombinasyonlar1 belirli konsantrasyonlarda

eklenerek XTT uygulamasi yapildi ve 450 nm’de Olglilen absorbans degerleri

kullanilarak hiicre canlilik yiizdeleri hesaplandi. Bu hesaplamalar sonucunda Sekil 4.1,

Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de gosterilen bulgular elde edildi.

12 SAAT INKUBASYON
= 223
= - = - = o 2
120, £ E £ =l S
= %[-' = W v Il T
g S 5 g = i
00 7 =] o =] - s E
= o - =
= 80 % i; o & BT
E - =R ] aG
=3 - —
- é — _... =
T 60 - S oA OT+G
= - ]
=
£ 40 -
20
0
T G T+G T G T+G T G T+G T G T+G
Sekil 4.1. 12 saat inkiibasyon siiresinde MDA-MB-453 hiicre hatt1 {izerine

Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi.
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Sekil 4.2. 24 saat inkiibasyon siiresinde MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerine
Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi.
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Sekil 4.3. 48 saat inkiibasyon siiresinde MDA-MB-453 hiicre hatti {izerine

Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi.
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Sekil 4.4. 72 saat inkiibasyon siiresinde MDA-MB-453 hiicre hatt1 {izerine
Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi.

4.1.2. Kombinasyon indeksi

MDA-MB-453 hiicre hatt1 tizerine 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde;
Trastuzumab, Gambojik asit ve ikisinin kombinasyonlar1 belirli konsantrasyonlarda
eklenerek XTT uygulamasi yapildi ve 450 nm’de Olgiilen absorbans degerleri

Compusyn programina girilerek kombinasyon indeksleri (CI) hesaplandi.

Tablo 4.1. 12 Saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit
kombinasyonlarinin CI degerleri.

T+G Konsantrasyonu (4M) CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
700-10 0,9385 Aditif etki
350-5 0,6186 Sinerjik etki
175-2,5 0,7811 Sinerjik etki
87,5-1,25 2,8435 Antagonistik etki
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Sekil 4.5. 12 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit
kombinasyonlariin kombinasyon indeksi grafigi
Tablo 4.2. 24 Saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit
kombinasyonlarinin CI degerleri.
T+G Konsantrasyonu (aM) CI Degeri Kombinasyonun EtkKisi

700-10 0,9061 Aditif etki

350-5 0,4991 Sinerjik etki

175-2,5 0,5892 Sinerjik etki

87,5-1,25 18,3740 Antagonistik etki

.
EP
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saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit

24

Sekil 4.6.
kombinasyonlarinin kombinasyon indeksi grafigi
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Tablo 4.3. 48 Saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit
kombinasyonlarinin CI degerleri.
T+G Konsantrasyonu (4M) CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
700-10 1,6474 Antagonistik etki
350-5 0,8625 Sinerjik etki
175-2,5 0,7764 Sinerjik etki
87,5-1,25 1,4659 Antagonistik etki

Cl —

0.5
Fa

Sekil 4.7. 48

Saat

inkiibasyon

suresinde

kombinasyonlarinin kombinasyon indeksi grafigi.

Trastuzumab ve gambojik asit

Tablo 4.4. 72 Saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit
kombinasyonlarinin CI degerleri.
T+G Konsantrasyonu (M) CI Degeri Kombinasyonun EtkKisi
700-10 3,5271 Antagonistik etki
350-5 1,8746 Antagonistik etki
175-2,5 1,1198 Aditif etki
87,5-1,25 0,6082 Sinerjik etki
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Sekil 4.8. 72 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab ve gambojik asit
kombinasyonlarmin kombinasyon indeksi grafigi.

4.1.3. Gen ifade diizeylerinin belirlenmesi

Calisgmamizda en iyi sinerjik etkinin goriildiigii, 24 saat inkiibasyon siiresi ve 50 pg/ml
Trastuzumab, 5 yM gambojik asit kullanildi. Kontrol, 50 pg/ml Trastuzumab, 5 yM
gambojik asit ve kombinasyonunu iceren petrilerdeki MDA-MB-453 hiicre hatlar1 24
saat inkiibasyon siiresince bekletilerek HER2, BAX, caspase-9 ve GAPDH gen ifade

diizeyleri belirlendi.

HER-2

0 T T 1
B T+G
-0.1 -

-0.2

-0,3

-04 -

-0.5 4
-0,6

-0,7 -

Relatififade diizeyi (2-24¢T)

-0.8

-09 -

Sekil 4.9. Trastuzumab, gambojik asit ve T+G uygulanmis hiicrelerde HER2 geninin
ifade diizeyi.
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Sekil 4.10. Trastuzumab, gambojik asit ve T+G uygulanmis hiicrelerde BAX geninin
ifade diizeyi.

CASPASE-9

Relatififade diizeyi (2-24¢T)

T+G

-1

-2 4

Sekil 4.11. Trastuzumab, gambojik asit ve T+G uygulanmis hiicrelerde caspase-9
geninin ifade diizeyi.
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4.2. Protein seviyelerinin belirlenmesi

Calismamizda; kontrol, 50 pg/ml Trastuzumab, 5 pM gambojik asit ve
kombinasyonunu igeren petrilerdeki MDA-MB-453 hiicre hatlar1 24 saat inkiibasyonda
bekletilerek HER2, BAX ve caspase-9 protein seviyeleri belirlendi.

Tablo 4.5. BAX, caspase-9 ve HER2 protein seviyeleri.

BAX (ng/ml) caspase-9 (ng/ml) HER2 (1u/L)

Kontrol 10,26897 28,5 91,4
Trastuzumab(50 pg/ml) 9,902299 46,5 80,3
Gambojik asit(5 uM) 9,593103 37,08333 51,33333
T (50 pg/ml) + G (5 uM) 12,05172 21 36,4

Istatistiksel analiz SPSS 17.0 programi (Tek Degiskenli Varyans Analizleri ve Pearson
Korelasyonu) kullanilarak degerlendirildi (p <0.05).
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5. SONUC ve TARTISMA

Meme kanseri diinyada en ¢ok karsilasilan kanser tiirleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Ozellikle kadinlarda 6liim oraninmn en fazla oldugu kanser tiiriidiir. Baz1
meme kanseri hiicrelerinde epidermal biiyiime (HER2), 6strojen (ER) ve progesteron
(PR) reseptorlerinin ifade diizeylerinde artis goriilebilir. Bu reseptorlerin birinin veya
birden fazlasinin miktarindaki artis hastaligin prognozunda 6nemli bir yere sahiptir.
Reseptor pozitif olan kanser hiicrelerindeki; apoptozu baskilama, ¢ogalma, hayatta
kalma, yapisma, hareket kabiliyeti gibi faaliyetlerde bu reseptorlerin 6nemli 6l¢iide roli
oldugu anlasilmistir. Bir ¢ok bilim insani bu reseptorleri hedef alan akilli ilaglar
tizerinde ¢aligmalar yapmis ve kanserle miicadelede immiin terapi yontemleri arasinda

en sik tercih edilen monoklonal antikorlar gelistirilmistir.

Meme kanseri olan hastalarin yaklasik dortte birinde HER2 yiiksek ifadesine
rastlanmaktadir (Hudis, 2007). Trastuzumab, HER2’ yi hedef alan Herceptin ticari
ismiyle HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde kullanilan bir monoklonal antikordur.
Trastuzumab, HER2 pozitf meme kanseri hastalarinda onemli klinik faydalar
saglamasina ragmen bazi hastalarin tedavisinde istenilen yanit alinamamistir. Ayrica
HER?2 pozitif tiimoérlerin bir kismi Trastuzumab’a karsi direng kazanmaktadir (Nahta
vd., 2006). Kanser immiin terapiden daha etkili sonuglarin alinabilmesi i¢in ilacin bagka
bir sitotoksik ajanla kombine edilerek sinerjik etki olusturulmasi iizerine yapilan
caligmalar olduk¢a yayginlagmistir. Gambojik asit meme kanseri de dahil olmak iizere
pek cok kanser tiirline karsi giicli antitimor aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
Trastuzumab da dahil olmak iizere bir ¢ok kemoterapi kiiriinde yardimci1 molekiil olarak

kullanim potansiyeline sahiptir.

MDA-MB-453 hiicre hatt1 ilizerine 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde;
Trastuzumab, gambojik asit ve ikisinin kombinasyonlarinin belirli konsantrasyonlarda
uygulanmasi ile yapilan XTT uygulamas: sonuglarina gore: 12 saat inkiibasyon
stiresinde, 50 pg/ml Trastuzumab ve 5 uM gambojik asit kombinasyonunda ayr1 ayri
uygulandig1r duruma gore daha fazla sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir (Bkz. Sekil
4.1). 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde, 100-50-25 pug/ml Trastuzumab ve 10-
5-2,5 uM gambojik asit kombinasyonlarinin kullanildig: sartlarda oldukga iyi sitotoksik
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etki gorilmiistiir (Bkz.Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). Sitotoksisite ¢aligmalarimizda,
100 pg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda Trastuzumab’in tek basina daha az
antikanser etkisinin oldugu ayrica 2,5 pM’dan daha fazla gambojik asit

konsantrasyonlarinda oldukga yiiksek sitotoksik etki olusturdugu gézlemlenmistir.

Sinerjik etkinin en fazla oldugu zaman ve konsantrasyonu tespit etmek icin CI degerleri
hesaplandi ve sonug olarak 24 saat inkiibasyon siiresi, 50 ug/ml Trastuzumab ve 5 uM
gambojik asit kombinasyonu sartlarinda CI degerinin 0,4991 ile en az oldugu tespit
edildi (Bkz. Tablo.4.2). Kombinasyonel indeksin en diisiik oldugu bu sartlarda sinerjik
etkinin daha somut ortaya koyulabilmesi i¢in belirlenen genlerin ifade diizeyleri ve bu
proteinlerin bulunma miktarlarinin tespiti icin RT-qPCR ve ELISA yontemleri

kullanilmuastir.

Yapilan RT-gPCR ¢alismalar1 sonucunda 50 pg/ml Trastuzumab, 5 uM gambojik asit
ve kombinasyonlarinin uygulandigi tiim 6rneklerde HER2 ifade diizeylerinde diisiis
gozlenmistir. Bununla birlikte HER2 ifade diizeyinin, Trastuzumab ve gambojik aside
gore Trastuzumab+gambojik asit kombinasyonunda ¢ok daha fazla diisiis gosterdigi
belirlenmistir (Bkz. Sekil.4.9). Maddelerin HER2 geni iizerinde beraber etkisinin tek tek

uygulanmasina gore daha gii¢lii bir represyon gosterdigi ortaya ¢ikmuistir.

Yapilan ELISA c¢alismalar1  sonucunda  Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlariin uygulandigi tiim o6rneklerde HER2 protein seviyelerinde azalma
gozlemlenmistir. Bununla birlikte kombinasyon uygulanan 6rnekte HER2 protein
diizeyinin % 60,17 ile Trastuzumab ve gambojik asit uygulanmig drneklere gore daha
fazla diisiis oldugu goriilmiistir (Bkz. Tablo.4.5). HER2 gen ifade diizeylerindeki
degisimle paralellik gosteren bu sonug: Trastuzumab’in antikanser aktivitesini artiran
gambojik asit’in, HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde yardimci kiir eleman1 olarak

kullaniminin daha etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Calismamizda caspase-9'un gen ifade seviyesinin Trastuzumab ve gambojik asit
uygulanan oOrneklerde sirasiyla yaklasitk 6 ve 5 kat arttigr goriilmiistiir. Bu sonug
Trastuzumab ve gambojik asidin, intrensek apoptotik yolagi bireysel olarak

indiikledigini gostermektedir. Diger yandan 50 pg/ml Trastuzumab ve 5 uM gambojik

58



asit kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, caspase-9 gen ifade seviyesinin diistigii
goriilmektedir (Bkz. Sekil.4.11). ELISA ile gergeklestirilen ¢alismalarda da RT-qPCR
sonuglar1 ile korelasyonlu olarak, caspase-9 protein seviyesinin kombinasyon

tedavisinde en diisiik (21 ng / ml) seviyede oldugu bulunmustur (Bkz. Tablo.4.5).

Bad proteininin Bcl-2 proteinine baglanmasi, BAX (B-hiicresi lenfoma-2-iligkili X)
proteinin mitokondriyal membranin gegirgenliginde bir degisiklie neden olmasinm
saglamakta ve sitokrom-C’nin (Cyt-C) mitokondriyal membrandan sitozole salinmasina
sebep olmaktadir. Cyt-C'nin serbest birakilmasinin ardindan apoptotik Proteaz
Aktiflestirici Faktor-1 (Apaf-1), dATP ya da ATP'ye bagimli bir mekanizma ile Cyt-C’
ye baglanir, olusan kompleks caspase-9’a baglanarak apoptozomun olusumunu saglar
ve boylece kaspaz kaskat1 baglamis olur (Riedl vd., 2005; Riedl ve Salvesen, 2007; Zou
vd., 1997).

Bu bilgiler 1s18inda, sinerjik etki gordiigiimiiz bu ¢alismada caspase-9 gen ve protein
seviyelerinde artis beklememize ragmen diisiindiiglimiiziin aksine azalma goriilmiistiir.
Bu sonu¢ bizlere Trastuzumab ve gambojik asit kombinasyonu ile tedavi edilen
orneklerde apoptozun, intrensek apoptozdan baska bir yolla indiikledigini
diisindirmektedir. Bu durumu daha net olarak acgiklayabilmek i¢in ilerleyen
calismalarimizda yaptigimiz ¢aligmalara ek olarak Bcl2, Apaf-1 gibi bazi genlerin ifade
diizeylerinin arastirilmasi ve Western-Blot ile protein seviyelerine bakilmasi ¢ok biiyiik

fayda saglayacaktir.

Gen ifade analizi sonuglarina gore, Trastuzumab ve gambojik asit ayr1 ayri
uygulandiginda, BAX geninin ifade diizeyini azalttig1 bulundu (sirasiyla 0.5 ve 1.5 kat
degisim). ELISA sonuglari incelendiginde de, RT-gPCR sonuglarini destekleyecek
sekilde Trastuzumab ve gambojik asit uygulanan 6rneklerde BAX protein seviyelerinde
azalma oldugu goriilmektedir (Bkz. Sekil.4.10). Buna karsilik, Trastuzumab+gambojik
asit (50 pg / ml Trastuzumab ve 5 pM gambojik asit) kombinasyonu uygulanan
orneklerde BAX gen ifade seviyesi ve protein diizeyinin arttigi goriilmiistiir (Bkz.
Sekil.4.10, Tablo.4.5). ). Intrensek apoptotik yolaga gére BAX geninin ifade
diizeyindeki azalmayla korelatif olarak caspase-9 geni ifade diizeyinde de azalma

beklenmesine ragmen sonuclarda bu durumun aksi ortaya c¢ikmistir. Bu durum
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literatiirde ortaya konulan bilgilerin paralelinde, MDA-MB-453 hiicre hattinda
Trastuzumab direnci olusumunun bir gostergesi olarak diisliniilebilir (Nahta vd., 2006;
Lugue-Cabal vd., 2016).

RT-gPCR ve ELISA ¢alismalarinda ortaya ¢ikan bulgulara gore, 24. saatte 50 ug / ml
Trastuzumab ve 5 yM gambojik asit uygulanan MDA-MB-453 hiicrelerinde 6nemli

derecede agonistik sitotoksik etki goriilmiistiir.

Trastuzumab, HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde 6nemli klinik sonuglarin alindig:
standart bir tedavidir. Bununla birlikte, HER2 pozitif meme kanseri hastalarinin
yaklagik % 50'si Trastuzumab tedavisine yanit vermemektedir (Perez Vd., 2014).
Yaptigimiz  ¢alismada, monoterapiyle Kkarsilagtirildiginda gambojik  asit  ve
Trastuzumab’in kombinasyon tedavisi ile daha fazla agonistik sitotoksik etki elde

edilmistir.

Bu calisma, kombinasyonun HER2 gen ve protein diizeyinde ifade seviyesini 6nemli
Olglide azalttigini, gambojik asit’in Trastuzumab’in antikanser aktivitesini artirdigini
gostermistir. Ayrica BAX ve caspase-9’un korelasyonsuz protein ve gen diizeylerinden
de anlasilacag: tizere bu kombinasyon, MDA-MB-453 hiicre hattinda hiicre 6liimiinii
intrensek apoptoz disinda baska bir yolak vasitasiyla uyarmaktadir. Sonug¢ olarak
gambojik asit, HER2 pozitif meme kanseri tedavisi i¢in kullanilan Trastuzumab’in
etkinligini arttirmasindan dolayr ilerleyen c¢aligmalarin getirecegi sonuglarinda

degerlendirilmesiyle yardimci kiir maddesi olarak 6nerilebilecektir.
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EKLER

EK-1. 12 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Doz-Effect ve Median-Effect Egrileri
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Sekil Ek-1.1 12 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Dose-Effect egrisi.
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Sekil Ek-1.2. 12 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Median-Effect grafigi.
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EK-2. 24 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Dose-Effect ve Median-Effect Egrileri
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Sekil EKk-2.1. 24 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Dose-Effect egrisi.

Log{Fa/Fu)

-3

Sekil Ek-2.2. 24 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Median-Effect grafigi.
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EK-3. 48 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve
kombinasyonlarinin Dose-Effect ve Median-Effect Egrileri
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Sekil EKk-3.1. 48 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve

kombinasyonlarinin Dose-Effect egrisi.
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Sekil EKk-3.2. 48
kombinasyonlarinin Median-Effect grafigi.
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EK-4. 72 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik
kombinasyonlarinin Dose-Effect ve Median-Effect Egrileri
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Sekil Ek-4.1. 72 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve

kombinasyonlarinin Dose-Effect egrisi.
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Sekil Ek-4.2. 72 saat inkiibasyon siiresinde Trastuzumab, gambojik asit ve

kombinasyonlarinin Median-Effect grafigi.
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