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OZET

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra iilkemizde en sik rastlanan hastaliktir ve
birgok kanser tiirii i¢in hala tam olarak tedavi bulunamamustir. Bu nedenle, bu ¢alismada 4T1
meme kanseri hiicrelerinde bortezomib ve cisplatin ilaglarinin tek basma veya kombine olarak
sitotoksik  etkilerinin  olup-olmadigi incelenmigtir. Calismada, 4T1 hicreleri farkl
konsantrasyonlardaki (200 uM; 100 uM; 50 uM; 10 uM; 1 uM; 0,5 uM; 0,1 uM veya 0,01 uM)
cisplatin ile 24 saat muamele edildiler. Daha sonra MTT testi kullamlarak hiicrelerin %
sagkalim grafikleri ¢ikarilarak ICsy degerleri hesaplandi. Bu ¢alismaya gore, cisplatinin 1Cs,
degeri 14,2 uM olarak tespit edilmistir. Ayrica, bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun 4T1
hiicrelerindeki etkileri de arastirilmigtir. 4T1 hiicrelerinin DMSO (kontrol), 10 nM bortezomib,
50 nM bortezomib, 1 uM cisplatin, 5 uM cisplatin ya da kombinasyonlari ile 24 saat muamelesi
sonucunda ¢ikan % sagkalim degerleri kontrol grubu ve diger gruplar kendi aralarinda
karsilastirilmigtir. Koloni olusumunu gozlemlemek i¢in yumusak agar testi uygulandi. Yumusak
agar deneyi ilaclarin sitotoksik etkilerini ve anti-tliimor etkilerini gosteren bir tekniktir.
Bortezomib + cisplatin kombinasyonu ile muamele edilen grupta koloni sayisinin DMSO
(kontrol), bortezomib ve cisplatin uygulanan gruplara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bu
sonuglar, bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun kanser tedavisinde ilaglarin yalniz
kullanimindan daha etkili olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, bortezomib, cisplatin, proteozom, 4T1, % sagkalim.
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SUMMARY

After cardiovasculer disesaes, cancer is the most common disease in our country and for
many cancer types there is still no cure up to now. Therefore, in this study it has been examined
that whether there are cytotoxic effects of bortezomib and cisplatin drugs either alone or in
combination in 4T1 breast cancer cells. In the study 4T1 cells has been treated with different
concentrations of cisplatin (200 uM; 100 uM; 50 uM; 10 uM; 1 uM; 0,5 uM; 0,1 uM or 0,01
uM) for 24 hours. Afterwards, % survival of cells has been obtained using MTT tests and ICs
values has been evaluated. According to this study, the 1Cs, value of cisplatin was found as 14,2
uM. Furthermore, the effects of combination of bortezomib and cisplatin in 4T1 cells has been
examined. After 24 hours treatment with DMSO (control), 10 nM bortezomib, 50 nM
bortezomib, 1 uM cisplatin, 5 uM cisplatin or with their combinations in 4T1 cells, % survival
results were compared with control and with other groups. Soft agar assay has been applied to
observe colony formation. Soft agar colony formation is a technique that shows cytotoxic and
anti-tumor effects of drugs. Colony numbers in bortezomib + cisplatin treated combination
group was observed to be less than that in DMSO (control), bortezomib or cisplatin treated
groups. These results indicate that bortezomib and cisplatin combination may be more efficient
than the individually treated drugs in cancer cure.

Keywords: Apoptosis, bortezomib, cisplatin, proteasome, 4T1, % survival.
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tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica egitim hayatim boyunca bana bilgileriyle, tecriibeleriyle, sevgileriyle destek

verip bugiinlere gelmemi saglayan biitiin hocalarima tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemi saglayan, benden maddi ve manevi hi¢bir destegi esirgemeyen,
hayatima huzur, mutluluk, sevgi katan her zaman ve her kosulda yanimda olduklarini hissettiren
biricik anneme, abime ve ablalarima, esime, kii¢iik prensim ogluma ayrica bedeniyle yanimda
olamasa da her zaman varligin1 ve destegini hissettigim biricik babama tesekkiirii bir borg

bilirim. Mekanin cennet olsun babacigim.
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1. GIRIS VE AMAC

3

Latincede “yenge¢” anlamina gelen kanser; viicutta olusan malignant (habis = kot
huylu) tiimorleri tamimlamak i¢in kullanilmaktadir (Kirdar, 1979; Senel ve Cirakoglu, 2003).
Kanser hiicreleri, normal hiicrelerin aksine kontrolsiiz bigimde c¢ogalmayr ve bdliinmeyi
stirdirmektedirler. Normal doku ve organlari da istila ederek en sonunda tiim viicuda
yayilmaktadirlar. Cok hiicreli canlilarda hiicrelerin gogalmasi, farklilagmasi (differensiasyon) ve
sagkalimi (yasamalari) organizmanin ihtiyaglari dogrultusunda diizenlenmektedir. Kanser,
hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki kusurlardan kaynaklandigindan dolay1 6zellikle
molekiiler ve hiicresel diizeyde incelenen bir hastaliktir. Hiicre dongiisii, sinyal iletimi ve
programli hiicre 6liimiiniin (apoptozis) diizenlenmesi gibi islemlerde anahtar goérev istlenen
proteinlerin ¢ogu ilk kez hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol acan anormal aktiviteleri
nedeniyle tamimlanabilmiglerdir. Kanser arastirmalart bu yoniiyle hiicrelerin ¢alismasini
diizenleyen mekanizmalarin anlasilmasina 6nemli 6lgiide katkida bulunmuslardir (Cooper ve
Hausman, 2006). Kanser olustugu dokuya bagl olarak ¢ok fazla ¢esidi olan bir hastaliktir ve
yiizlin lizerinde farkh kanser tiirii bulunmaktadir. Kanserler tlimorlerin ilk olarak basladiklar
organa gore siniflandirilmaktadir. Ornegin ilk olarak karacigerde meydana geldiyse karaciger
kanseri olarak isimlendirilmektedir (Soyak, 2006). Primer timor ve metastazin bulundugu
anatomik yer (akciger, meme, kalin bagirsak), doku tipi ve histolojik siniflandirma, malignant
dokunun histolojik siniflandirilmasi, tiimoriin ilerleme derecesi, invazyon (metastatik yayilma),

kanserin biyiikliigii ve derecesi kanser siniflandirilmasinda kullanilan kriterlerdendir.

Cok asamali bir siire¢ sonucunda olusan kanserlerde ilk asama tiimor baslangicidir.
Timor ilerleme asamasinda genetik degisiklik nedeniyle anormal tek bir hiicrenin g¢ogalmasi
sonucu ortaya ¢ikan timdr toplulugunda yeni mutasyonlarin gelismesiyle hiicre toplulugu iginde
hizli ¢ogalan yeni hiicreler bu topluluk iginde baskin 6zellikler kazanmaya baglamaktadir. Bu
siire¢ sirasinda gerek ¢ogalma hizi gerekse invazyon ve metastaz gibi birgok 6zellik agisindan
daha avantajli olan yeni hiicreler olustugu i¢in buna klonal se¢ilim de denilmektedir. Birgok
kanser tiiriinde malignant bir tiimoriin olusumu tek bir protoonkogenin aktivasyonu veya tek bir
tiimor baskilayict proteinin inaktivasyonu sonucu degil; timor olusumu, gelisimi ve metastazi
daha ¢ok birden fazla farkli gende meydana gelen ve biriken mutasyonlar sonucu meydana

gelmektedir (Barth ve Barth, 2004; Cooper ve Hausman, 2006).

Meme kanserlerinde, memedeki siit kanallarinda ve bez lopguklarinda kot huylu
hiicreler ¢ogalmaktadir. Bu kotii huylu hiicreleri saglikli hiicrelerden ayirt eden 6zellikleri;

renkleri, farkli biyiikliikleri ve degisik bi¢imleridir. Bu hiicreler farkli hizlarda ¢ogalmakta ve



yayilmaktadirlar. Tiimoér hiicreleri organizmanin diizeltme mekanizmasindan kendilerini
kurtararak kontrolsiiz bir bigimde 6nce siit kanallarinda ¢ogalirlar (in situ) ve daha sonra
cevredeki bez dokusuna ilerlerler (invazif biiylime). Kotii huylu tiimorii olusturan hiicre
birliklerinin ilk yayilist hem siit kanallarinda hem de bez lopguklarinda gergeklesir ve bunun

sonucu olarak iki tiir meme kanseri ortaya ¢ikar. Bunlar;

1. Siit kanal kanseri; siit kanali karsinomu ya da duktal karsinom da denir. Siit kanal1 sistemi

hiicrelerinden baglar. %80 oraninda goriilmektedir.

2. Lopguk kanseri; lopcuk kanseri ya da lobuler neoplazm diye de adlandirilir. Oncelikle bez

lopguklarinda olusur ve %20 oraninda goriilirler.

Bu tez galigmasinda proteozom inhibitérii bortezomib ve kemoterapdtik ajanlardan

cisplatin kombinasyonunun 4T1 meme kanseri tizerindeki etkileri arastirilmustir.



2. TUMOR VE KANSER ARASINDAKI FARKLAR

2.1. Tiimér, Kist ve Kanser Tanimlari

Viicudun ¢esitli bolgelerinde bulunan hiicreler normal isleyise aykir1 bir sekilde bdliiniip
¢ogaldiginda viicutta olusan fazlaliklara, gruplara veya Kitlelere ur ya da timér adi
verilmektedir. Viicudun herhangi bir bélgesinde sivi, kan veya yag biriktiginde etrafi zarla
gevrili kiimeler (sislikler) olugsmaktadir. Bunlara da kist ismi verilmektedir. Tiimorler kandan
besleyici maddeleri alarak normal dokulara zarar veren ve iireyen bir parazit gibidir (Kirdar,
1979; Aykan vd., 1987). Tiimérler, normal dokulara uyum goéstermeyen ve kendisini olusturan
uyart ortadan kalktigi takdirde bile biiylimesini siirdiiren anormal yapilardir (Lever, 1975;
Canda ve Canda, 1982). Kanser terimi viicutta olusan malign (kotii huylu yani habis) tiimorleri
tammlamada kullanilmaktadir. Kanser, diinyanin bir¢ok yerinde énemli bir saglik sorunudur ve
her yil binlerce insan kanser yiiziinden hayatin1 kaybetmektedir. Ornegin; Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki oliimlerin %25°i kanserden dolayr meydana gelmektedir. Gelismis iilkelerde
her ii¢ kisiden birinde kanser gelisimine rastlanmistir. Cocuklar arasinda en sik rastlanilan
kanser tiirii 16semi ve daha sonra beyin kanseridir (6zellikle néroblastom). Ayrica, diinya
capindaki kanserlerin yaklasik tigte biri; sigara, alkol ve diizensiz beslenme gibi potansiyel
degistirilebilir risk faktorleri nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Obez olma ve cinsel yolla bulasan
bir enfeksiyona sahip olma da kanser risk faktorleri arasindadir (https://www.news-
medical.net/health/Cancer-Epidemiology.aspx). Kanserlerin kadin ve erkeklerde goriilme siklig:
farklilik gostermektedir. Bu farkliligin nedeni iki cinsiyetteki immun sistem etkinliginin farklh
olmasi ve 6zel cinsiyet hormonlarinin farkliligidir. Kanserlerin goriilme sikliklar1 yas ile alakali
degildir (Aykan vd., 1987). Kanser seyrinin belirsizligi ve tedaviden olumlu sonug¢ alinip
alinmayacaginin belli olmamasi kisilerde kirilganlik, ¢aresizlik, bilinmezlik ve 6liim korkusuna

sebep olmaktadir (Tavil, 1996).
2.2. Tiimor Tiirleri

Timor ¢esitleri  biiylime hizlart ve morfolojik ozeliklerine gore iki smfta

incelenmektedirler. Bunlar:
1. Benign timorler (iyi huylu timérler de denir).

2. Malign tiimorlerdir (habis veya kotii huylu tiimérler de denir).



Cizelge 2.1.

Benign (iyi huylu) ve malign (koti huylu) timorlerin farklarina gore

smiflandirilmasi (Kirdar, 1979; Cooper ve Hausman, 2006).

BENIGN (iYi HUYLU) TUMORLER

MALIGN (KOTU HUYLU) TUMORLER

Yavas ¢ogalirlar.

Benign tlimdrlere gore ¢abuk cogalirlar.

Normal doku yapisina biiylik benzerlik
gosterirler.

Malignant durum ilerledikge koken aldiklari
dokuya benzerlikleri azalmaktadir.

Koken aldiklari
benimserler.

dokunun karakterini

“Anaplastic”  olurlar.  Koken  aldiklari
dokularin normal hiicrelerinden daha az
farklilagmuglardir.

Etraflar1 bir kapsiil ile ¢evrilidir.

Bolinmede ve ¢ogalmada kural tanimayan,
anarsik bir yap1 gosterirler ve etraflarinda
kapsiil yoktur.

Herhangi bir yayilma tehlikeleri yoktur.
Lokal kalirlar ve bazen de kendiliginden
kiigiilebilirler.

En belirgin 6zelliklerinden bir tanesi viicudun
diger dokularina tasinmasidir; bu duruma
metastaz ad1 verilir.

Olustuklar1 yere ya da organa baski
yaparak onlarin iglevlerini bozabilirler.

Tasindiklar1  yere yerleserek bir timor

meydana getirebilirler.

Genellikle 6liime sebep olmazlar.

Erken teshis edilmezse 6liime neden olabilir.

Koken aldiklar1 gore
isimlendirilirler (6rnegin; kastan koken

hiicreye

aliyorsa miyom adi verilir. Salgi bezinden
koken aliyorsa adenom adi verilir.

Koken aldiklar1 hiicreye gore isimlendirilirler.
Kanserlerin ¢ogu iic ana grupta toplanabilir.
Karsinomlar, sarkomlar
lenfomalar.

ve losemi veya

2.3. insan Tiimérlerinin Simiflandirilmasi

Endoskopik teshis i¢in gerekli olan ultrasonografi, fiberoptik cihazlar, anjiyografi ve
bilgisayar destekli tomografi tiimériin teshisi ve timoriin bulundugu yerin incelenmesinde
kullanilan bazi cihazlardir. Kesin teshis uzman patolog tarafindan yapilan histolojik/patolojik
inceleme ile konulabilir.

Insan tiimérlerinin siniflandirilmasi asagidaki kriterlere gore vapilmaktadir:

1. Primer tiimoriin bulundugu anatomik yere gore yapilabilir (6rnegin; akciger, meme, kalin

bagirsak gibi).
2. Doku tipi ve histolojik siniflandirmaya gore yapilabilir.

3. Malignant dokunun (tiimoriin) histolojik siniflandirilmasina gore yapilabilir.



4. Timoriin ilerleme derecesi, invazyonun (metastatik yayilmanin) biiyikligi ve

derecelendirilmesine gore yapilabilir.

Tumorin bulundugu ver:

1. Tiimdriin viicut fonksiyonlarina olan etkisini.
2. Metastatik yayilmanin yonii ve ihtimalini.
3. Uygulanacak tedavi gesidini gosterir.

Tiimoriin, primer (dokunun bulundugu yerde olusan tiimérler) ya da sekonder (baska bir
yerde olusup metastazla o dokuya gelen tiimorler) oldugunun bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Ciinkii

bunlarin tedavi edilmeleri ve hayatta kalma olasiliklar1 farklilik gostermektedir.
2.4. Doku Tipi ve Histolojik Simiflandirma

Tiimorlerin  tammlanmasinda kullanilan en yaygm metot sitolojik ve histolojik
siniflandirmadir. Bu smiflandirma hiicre veya doku isimlerinin sonuna bazi eklerin getirilmesi
ile yapilmaktadir. “Oma” son eki genelde benign tiimérlerin isimlendirilmesinde kullanilirken,
bazi hallerde malignant timorler igin de bu ek kullanilabilmektedir. Bu durumda sézciigiin
Oniine malignant ifadesi getirilmektedir (6rnegin; malignant lenfoma ve malignant melanoma).
Malignant timoérlerde, epitel dokulardan koken alanlar “karsinoma”; bag dokusundan kéken
alanlar ise “sarkoma” olarak isimlendirilmektedir (6rnek olarak; meme adenokarsinomasi).
“Blastom” veya “blastoma” ekleri ise tiimoriin embriyonel hiicreleri taklit ettiginin
gostergesidir. Bu eki alan tiimorler genellikle ¢ocukluk déneminde goriilen malign timérlerdir

(Lever, 1975; Kirdar, 1979; Canda ve Canda, 1982).

Tiimoriin koken aldigi hiicrelere iglevsel ve yapisal olarak benzerlik derecesine
diferansiasyon adi verilir. Bu benzerlik fazla ise iyi diferansiye, az ise koti diferansiye olarak
tamimlanir. Malignant bir timér koken aldigi dokuya benzemiyor ise anaplastik ya da

undifferentiated diye isimlendirilir.

Bir timor eger metastaz yaptiysa ona gore isimlendirilir (6rnegin; karacigere metastatik
olan kolon adenokarsinomast) (Arslan, 2001). Histolojik siniflandirilma; tiimorlerin biiyiime ve

metastaz sekillerinin belirlenmesini ve tedavi sekillerinin kararlastiriimasini saglamaktadir.

Akciger karsinomalari; ti¢ genel kategoriye ayrilmaktadirlar. Bunlar; epidermoid ya da yassi

hiicre karsinomalari, undifferentiated (farklilasmamus kiiciik ya da biiyiik hiicreler) karsinomalar

ve adenokarsinomalardir.
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Epidermoid karsinomalar; ¢ok yavas gogalirlar ve diger hiicre tiplerine oranla daha uzun
stire 1okal olarak kalirlar. Bu karsinomalarin ¢gogunlugu biiyiik bronglarda meydana geldigi
icin hava yollarmin tikanmasina sebep olabilmektedirler. Bu durum ancak cerrahi

operasyonlarla tedavi edilebilmektedir.

Undifferentiated (farklilasmamis hiicreler); olduk¢a hzli ¢ogalirlar ve invaziftirler. Bu
hiicreler, kii¢iik periferal bronglarda goriilmektedir. Teshis edilene kadar %70 kadar1 uzak
noktalara metastaz yapabilmektedir. Ozellikle otopsi esnasinda patolojik olarak teshis
edildiginde, kii¢iik hiicre karsinomasindan ¢ok yassi hiicre karsinomasina benzedikleri
gorlilmiigtiir. Bu durum, tiimoriin koken aldig1 baskin hiicre tipinin kemoterapi sonucunda
ortadan kalkmasi ve ilaca direncli kiiciik hiicre populasyonlarinin ¢ogalmasindan

kaynaklanmaktadir.

Adenokarsinomalar; akciger periferinde olusurlar ve gogunlukla akcigerle iliskili olan
semptomlar gostermezler. Diger akciger karsinomlarinin aksine sigarayla iligkili

olmadiklar: bilinmektedir.

Osemiler; kemik iliginde bulunan hematopoetik adi verilen kani olusturan kok hiicrelerden

temel almaktadirlar. Beyaz kan hiicresi tiimorlerini tanimlamak ig¢in kullanilirlar. Kirmizi kan

hiicrelerinden kaynaklananlar ise eritrolosemi olarak tamimlanmaktadir. Losemili vakalarin

¢ogunda Philadelphia kromozomu [t(9;22)] goriilmektedir. AML (akut miyelositik 16semi),
CML (kronik miyelositik l6semi), ALL (akut lenfositik 16semi) ve CLL (kronik lenfositik

16semi) olmak iizere 16seminin dort tane yaygin tipi bulunmaktadir:

AML,; yasamin biitiin dénemlerinde meydana gelme ihtimali bulunmaktadir. Cocuklarda

ikinci en sik goriilen bir kan kanseri tiirtidiir.

CML; hiicre farkhilagsmasinda AML’ye kiyasla 6nemli bir fark yoktur. Graniilli kan
hiicrelerinin (eozinofil, bazofil) asir1 ¢ogalmasi sonucu goriillen bir 16semi ¢esitidir.

Losemilerin yaklasik %10 kadarimi olustururlar.

ALL; hastalarin 2/3’i 15 yas alti bireylerden meydana gelmektedir. Anemi, kanama ve
enfeksiyonlar en yaygin goriillen semptomlardir. Yetigkinlerde en sik goriilen ikinci akut
16semi tiiriidiir. Tedavisi i¢in bir¢ok ilag ve/veya kombine tedavi yontemi gelistirilmistir
[JAK inhibitorii ruxolitinib, proteozom inhibitérii bortezomib, coltuximab ravtansine (anti-
CD19 monoklonal antikor), obinutuzumab (anti-CD20 monoklonal antikoru)] (Terwilliger
ve Abdul-Hay, 2017).



e CLL; batida en yaygin goriilen 1o6semi tiiriidiir. 2013’te Amerika Birlesik Devletleri’nde
15680 kisi CLL ile teshis edilmistir (Parikh vd., 2014). Hastalarin %85’ini 55 yas ve iizeri;
%31’ini ise 75 yas ve lizeri bireyler olusturmaktadir. Lenfoid hiicrelerde ¢ogalma ve kemik
iligi, kan, lenf nodlari, karaciger ve dalakta birikme goriilmektedir. Hastalarin biiyiik bir
kisminda I6semilerin ¢ogunda oldugu gibi yorgunluk, kilo kaybi, karaciger ve dalakta
meydan gelen biiylimeden dolayr karin bolgesinde goriilen rahatsizliklar gibi hafif
semptomlar izlenmektedir (Lever, 1975; Kirdar, 1979).

Cizelge 2.2. Insan tiimorlerinin doku tipine gore siiflandirilmas: (Kirdar, 1979).

DOKUNUN ORIJINI BENIGN MALIGNANT
Epitel
Yiizey epiteli (salg1 yapmayan) Papilloma Karsinoma (yasst hiicre,
epidermoid, gegis hiicresi)
Salgi epiteli Adenoma Adenokarsinoma
Bag dokusu
Fibroz doku (Lifli doku) Fibroma Fibrosarkoma
Kikirdak Kondroma Kondrosarkoma
Kemik Osteoma Osteosarkoma
Yag Lipoma Liposarkoma

Endotel doku ve tiirevieri

Lenf damarlar1
Kemik iligi
Graniilositler
Eritrositler
Lenfositler

Plazma hiicreleri

Lenfangiyoma

Polisitemiya vera

Enfeksiydz mononiikleosis

Lenfangiyosarkoma

Miyelositik 16semi
Eritrositik 16semi
Lenfositik 16semi

Multiple miyeloma

Sinir doku ve tiirevleri
Glial doku

Menign
Noronal hiicreler
Sinir kilifi

“Benign” gliomlar

(baz1 ependimomas ve
oligodendrogliyomaslar

malignant degildir)
Meningiyoma
Ganliyondroma

Norilemmoma

Glioblastoma multiforme

Medullablastoma,
astrositoma,

ependimoma,
oligodendrogliyoma

Meningeyal sarkoma

Noroblastoma




3. KANSER HUCRESI VE NORMAL HUCRE ARASINDAKI
FARKLAR

Hiicrelerde ortaya ¢ikan ve onlar1 normal es degerinden ayiran gevresel ya da genetik
olabilen multiple faktorlii baz1 degisiklikler sonucunda kanser gelisebilmektedir. Kanserin
temelinde Oldiirlici olmayan genetik hasar vardir. Kanser hiicrelerinde hiicrenin normal
cogalmasini, farklilasmasimi ve sag kalimimi diizenleyen mekanizmalarda anormallikler
goriilmektedir. Kanser hiicreleri, hiicre kiiltiirlerinde de kontrolsiiz in vivo ¢ogalma sirasinda

sergiledikleri davraniglar taklit etmektedirler (Crane, 2001; Cooper ve Hausman, 2006).

Cizelge 3.1. Kanser hiicresi ve normal hiicreler arasindaki farklar (Kirdar, 1979; Cooper ve

Hausman, 2006; Cummings vd., 2006; Ozensoy, 2006).

KANSER HUCRESI

NORMAL HUCRE

Apoptozis (programli 6liim) goriilmez.

Apoptozis goriiliir.

Kanser hiicrelerinde telomerler, telomeraz

enziminin etkisiyle yenilenirler.

Normal hiicrelerde telomeraz enzimleri

zamanla azalir ve telomerler yenilenemez.

Kanserli hiicrelerin morfolojileri farklilik ve
degisiklik gosterir.

Normal hiicrelerin morfolojileri birbirine
yakindir.

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore
cekirdekleri biiyiiktiir ve hiperkromatiktir.
Cekirdek/sitoplazma oram yiiksektir ve ¢ok
belirgin ¢ekirdeke¢ige (niikleolusa) sahiptir.

Cekirdek, ¢ekirdekgik ve sitoplazma normal
saglikli hiicre yapilarindadir.

Mitoz bdlinme normal hiicrelere gore
fazladir (1000 hiicrede 20 veya daha fazla).

Mitoz bolinme normal sayida goriliir (1000
hiicrede 1’den daha az).

Hiicreleri 6liimsiizdiir (immortal).

Hiicrelerin belli bir yasam siiresi vardir.

Kanser hiicreleri  hiicre dis1  biiylime
faktorlerine daha az gereksinim duyarlar.
Cogalmak i¢in gerekli olan biiylime

faktorlerini kendileri salgilayabilirler (otokrin
cogalma uyarim).

Hiicre dis1 biiylime faktorlerine gereksinim
duyarlar.

Kontakt inhibisyon goériilmez.

Kontakt inhibisyon vardir.

Yeni kan damari olusumunu (anjiyogenez)
hizlandiran biiyiime faktorii salgilarlar.

Yeni kan damari olusumu goriilmez.

Kanserli hiicreler serbest sekilde ¢ogalirlar ve
metastaz yapabilirler.

Normal hiicreler bulunduklar: yere yapigarak
cogalirlar.




3.1. Apoptozis

Apoptozis (programli hiicre 6liimii) kan hiicreleri de dahil olmak {izere birgok hiicrede
goriilen fizyolojik bir hiicre 6lim tipidir. Kanser hiicrelerinde apoptozis goriilmediginden dolay1
normal hiicrelere gére daha uzun yasamaktadirlar. Apoptozis, fizyolojik sartlarda meydana
geldigi i¢in bu o6liim sekli fizyolojik hiicre 6limii olarak da adlandirilmaktadir. Nekrozis ve
apoptozis olmak iizere temel olarak iki tiir hiicre Olim tipi bulunmaktadir. Nekrozis
programlanmamuisg hiicre 6liimii; apoptozis ise programlanmis hiicre 6liimiidiir. Nekroziste hiicre
kontrolsiiz bicimde O6liime gider ve hiicre pargalanir. Apoptoziste hiicrenin kendi Olimii
sirasinda aktif rol almasi ve kendi Oliimiiniin her asamasina katkida bulunmasindan dolay:
apoptozise hiicre intihar1 ismi de verilmektedir. Nekroziste patlayan hiicrenin igerikleri komsu
hiicrelere de =zarar verirken; apoptoziste ise patlayan hiicreler ¢evre hiicrelere zarar
vermemektedir (Kirdar, 1979; Ulukaya, 2003; Altinbas, 2005; Cummings vd., 2006; Cooper ve
Hausman, 2006; Pinarbasi, 2007). Organizmanin bazi hiicrelerinde ve dokularinda siirekli
olarak apoptotik hiicreler olugsmaktadir ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir. Boylece
apoptozis ve mitozis bu dokularda homeostazisini olusturmak tizere dinamik bir denge halinde
stiregelmektedir. Bu hiicre ve dokulara 6rnek olarak; goz, néronlar, uterus, deri, timus ve ince
bagirsak verilebilir (Denizli ve Giirzumar, 1999; Ulukaya, 2003). Apoptozis, organizmanin
ihtiyac duymadig1 fazla hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglamaktadir. Ornegin; embriyo
gelisimi sirasinda parmaklar arasindaki perdenin ve sinir sistemindeki noronlarin %50’sinin
ortadan kaldirilmasi apoptozis ile ger¢eklesmektedir. Ayrica memeli hiicrelerinde 6liim almagi
dis yol ve mitokondriyel i¢ yol olmak fiizere iki tane biiyiik apoptotik yol belirlenmistir
(Pinarbasi, 2007). Apoptozisteki bozuklugun neden oldugu asir1 hiicre artist kanser ve
otoimmiin hastaliklara; hiicre azalis1 ise AIDS ve ndrodejeneratif hastaliklara yol agmaktadir.
Apoptozisin ozellikle embriyonun gelisim ve farklilasmasinda 6nemli rolii bulunmaktadir.
Bunun yani sira bagisiklik sisteminde sitotoksik bazi lenfosit hiicrelerinin eliminasyonunun
apoptozis ile gerceklestigi tespit edilmistir. Apoptozisin diger bir fonksiyonu ise hasarli DNA'ya
sahip hiicrelerin yikimim saglamasidir. Bu tip hiicreler mutasyon birikimine ugramadan ve bir
timor hiicresine doniismeden 6nce apoptotik program ile yok edilmektedir. Doku homeostazisi
icin hiicreler ortamdan programli olarak 6lerek kaybolmaktadirlar (Casciato ve Lowitz, 2004,
Incesu ve Akalin, 2004).

Kanser hiicrelerinin apoptozisten etkilenmemesi tiimoér gelisimini hizlandirmaktadir.
Normal gevresel sinyaller ortadan kalktiginda tiimér hiicrelerinin apoptozise girmemesi sadece
primer tiimoriin gelismesi acisindan degil; ayrica metastatik hiicrelerin viicudun bagka

bolgelerinde canliliklarim1 korumalar1 ve ¢ogalmalar1 agisindan da Onem tasimaktadir. DNA
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hasar1 meydana geldiginde normal hiicreler apoptozise girerken kanser hiicreleri apoptozise
giremedigi i¢in smrsiz sayida boliinerek fazla miktarda hiicre olusturmaktadirlar. Kanser
hiicrelerindeki telomerler RNA ve proteinden olusan telomeraz denilen enziminin etkisiyle
yenilenmektedirler. Kanser hiicrelerinde bulunan telomerlerin uzunlugu normal hiicrelerdeki
telomerlerin aksine sabit kalir ve hiicre simirsiz sayida ¢ogalir. Bunun sonucunda kanser
hiicreleri DNA hasarina yol acarak kemoterapétik ajanlara direng gostermektedirler (Kirdar,
1979; Cooper ve Hausman, 2006; Ozensoy, 2006; Kirman, 2012). Hiicreler yaslandikca hasar
goren kisimlar1 hiicrelerden gelen sinyallere gore kendilerini yok ederler. Bu durum plazma
membraninin  sigsmesi, hiicrede biiziisme ve DNA fragmantasyonu gibi morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler seklinde meydana gelir. Bazi hormonlarin apoptozisi arttirdigi,
azalttigi veya apoptoziSin baglamasimi engelledigi bilinmektedir (Warner, 1972). Apoptozis,
memelerin normal gelisimlerinde oldukga sik karsilanan bir 6zelliktir (Akdas ve Cevik, 1996;
Yan vd., 2008). Apoptotik hiicreler mikroskobik olarak taninir. Apoptozis sirasinda ¢ekirdek
yogunlasir ve fragmanlarina ayrilir. Hiicreler apoptotik cisimciklere ayrildiginda, bu cisimcikler
fagasitozla makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan alinir. Nekrozisin tersine apoptozis
enflamasyona yol agmaz. Apoptozis bazi spesifik proteinlerin sentezi/aktivasyonu ile (yani

kaspazlar) gerceklesmektedir (Ersoy, 2011).
3.1.1. Apoptotik hiicrenin karakteristik 6zellikleri

Apotozise ugrayan hiicrede biyokimyasal ve morfolojik diizeyde birgok degisiklik
meydana gelmektedir. Apoptozisin erken donemlerinde kaspazlar aktive olmaktadirlar.
Kaspazlar normal hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan proteinlerin ve DNA tamirinde rol
alan niikleer proteinlerin yikimindan sorumludurlar. Ayrica kaspazlar DNazlar gibi ¢ekirdekte
DNA'y1 pargalayan bagka yikici enzimleri aktive etmektedirler. Bu biyokimyasal degisikler

sonucunda hiicrede baz1 morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Bunlar:
1. Hiicre kiigiiliir ve biizisiir.

2. Cekirdekte kii¢iilme ve kirilma meydana gelir.

3. Membran yiizeyinde kiiciik kesecikler olusur.

4. Hiicre kiiltiirlerinde petri kabina yapisik olarak biiyiiyen apoptotik hiicreler, kabin dibinden
sokiilerek besiyerinde asili dururlar. Dokularda ise apoptotik hiicreler komsu hiicrelerden

ayrilmaktadirlar.
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5. Hiicre kiiciik pargaciklara boliiniir ve apoptotik vezikiiller olusmaktadir. Bu kiiciik
vezikiiller icerisinde organeller bozulmadan durmaktadir ve hiicre igerigi disariya
salinmamaktadir. Meydana gelen apoptotik vezikiiller komsu hiicreler tarafindan hizli bir

sekilde fagozite edilmektedirler.

6. Normalde membran yapisi asimetriktir. Ancak apoptotik hiicrelerde asimetrik yap1
korunamamaktadir. Cift katl lipid membramn i¢ yilizeyinden dis ylizeyine fosfotidilserin

molekilleri transfer olmaktadirlar.

7. Apoptotik hiicrelerde kromatin 200 baz ¢ifti (bg) fragmentlere kirilmaktadir ve agaroz jel
elektroforezinde merdivenimsi goriintii meydana gelmektedir (A. Kosar ve Ozgelik, 1998;

Caliskan, 2000; incesu ve Akalin, 2004; O. Kandas, 2004; Yerlikaya, 2009; Okur, 2010).
3.1.2. Apoptoziste kaspazlarin ve mitokondrinin rolii

Kromatin kondensasyonu, DNA fragmantasyonu ve membranla cevrili vezikiil
olusumunun goriildiigii bir dizi olay iceren apoptozis yaklasik 30-60 dakika siirmektedir.
Apoptozis esnasinda kaspazlar tarafindan yikilan 40 tane substrat tespit edilmis olup bu
substratlarin  yikimn apoptozisi tetiklemektedir. Kaspazlar, hiicreyi apoptozisten koruyan
proteinleri ortadan kaldirirlar ve inaktivite ederler. Bu proteinlerden bir tanesi 1°*®*dir. Bu
protein normalde CAD (kaspaz ile aktivite olan deoksiriboniikleaz) proteinine baglanarak hiicre
icinde bu enzimi inaktif halde tutmaktadir. Apoptotik bir uyar1 meydana geldiginde kaspazlar

aktive edildiginde 1°°

inhibitoriinii yikarak CAD enzimini serbest birakirlar. Serbest kalan
CAD enzimi niikleozomlar arasindaki DNA’y1 kirarak 200 b¢ uzunlugunda DNA fragmentleri
meydana getirir. Olusan DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezinde DNA merdiveni seklinde

gortilmektedirler (Enari vd., 1998; Yerlikaya ve Dokudur, 2009).

Bunlarm yaninda kaspazlar ayrica apoptozisi inhibe eden negatif regiilatorleri yikarak
hiicre 6liimiini tetiklemektedirler. En 6nemli negatif apoptozis inhibitorii Bel-2dir. Bcl-2 ailesi;
hiicre kaderini belirlemede 6nemli rol oynamaktadir. Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki
gruptan meydana gelmektedir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozisi indiikleyici
etkiye sahipken; anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri ise apoptozisi baskilayici etkiye sahiptir.
Pro-apoptotik  proteinler,  sitokrom-c’nin  mitokondriden  sitoplazmaya  salinmasini
uyarmaktadirlar. Anti-apoptotik proteinler ise sitokrom-c¢ salinmasini baskilamaktadirlar. Bcl-
xL, Bcl-w ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinler Bcl-2 gibi islev goren ve benzerlik gosteren

bazi apoptozis inhibitorleridir. Bax, Bak, Bad ve Bcl-xs proteinleri ise yine Bcl-2 proteinine
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benzerlik gosteren fakat apoptozisi indiikleyen bazi pro-apoptotik proteinlerdir (Reed, 2000;
Ulukaya, 2003; incesu ve Akalin, 2004; Holcik vd., 2005; Yerlikaya ve Dokudur, 2009).

Kaspaz zinciri ve apoptozisin diizenlenmesinde en onemli rolii oynayan organel
mitokondridir. Mitokondriden sitokrom-c salinmasi, kaspaz-3 ve kaspaz-9’un aktivasyonuna
neden olmaktadir. Mitokondriyel yol ile apoptozis uyarilmasi apoptozom olusumu ile
saglanmaktadir. Apoptozom ¢ok proteinli bir yap1 olup sitokrom-c, Apaf-1, prokaspaz-9 ve
ATP igermektedir. Mitokondri membraninda bulunan anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri
(Bcl-2 ve Bcl-x1) hiicre yasamuni tesvik ederken ayni protein ailesinden olan Bax ve Bad
proteinleri hiicreleri 6lime siirtiklemektedir. Bax proteini, dis mitokondri membraninda por
olusturarak membran potansiyelinin kaybolmasini ve porlardan sitokrom-c salinmasina neden
olmaktadir. Bcl-2 ve Bcl-xlI proteinleri mitokondri membraminda por olugmasini
engellemektedirler. Bax ya da Bad proteinleri Bcl-2 veya Bcl-xl ile heterodimer olusturarak
Bcl-2 ve Bcl-xl proteinlerinin - koruyucu etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Boylece
mitokondriden salinan sitokrom-c, Apaf-1 ve prokaspaz-9 apoptozomu olusturarak kaspaz
zincirini aktive etmekte ve hiicre 6liimiinii gergeklestirmektedir (Pinarbasi, 2007; Seker, 2010).

3.2. Biiyiime Faktorlerine Duyarhhk

Kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki ilk fark normal hiicrelerin ¢ogalmasinin
yogunluga bagli inhibisyondan etkilenmesidir. Normal hiicreler kiiltiir ortaminda bulunan
biliylime faktdrlerinin miktarina bagli olarak belirli bir yogunluga erisinceye kadar ¢cogalirlar. Bu
yogunluga eristiklerinde ise ¢ogalmay1 kesip sessiz faza gecerler ve hiicre dongiisiinin Go
fazinda dururlar. Kanser hiicreleri ise yogunluga bagl inhibisyondan etkilenmeyip
cogalmalarima devam etmektedirler. Kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki diger bir
fark ise kanser hiicrelerinin hiicre dis1 biiylime faktorlerine daha az gereksinim duymasidir

(Cooper ve Hausman, 2006; Cummings vd., 2006).
3.3. Kontakt Inhibisyon

Hiicre - hiicre etkilesimleri agisindan kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki bir
diger fark kontakt inhibisyondur. Normal fibroblastlar kiiltiir kabinda komsu hiicrelerden birine
temas edinceye kadar ilerlemektedir. Baska bir hiicre ile temas kurduklar1 anda ise hareketlerine
son vermektedir. Boylece hiicrenin daha fazla hareket etmesi engellenmekte ve normal hiicreler
birbirlerine tutunarak kiiltiir kab1 ylizeyinde diizenli bir sekilde siralanmaktadir. Tiimor hiicreleri
ise komsu hiicrelerle temas ettikten sonra bile hareketlerini siirdiiriirler ve yanlarindaki

hiicrelerin iizerine ¢ikarak ¢ok katli ve diizensiz kiimeler olustururlar. Normal hiicreler bu
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etkilesim sonucunda sadece hareketlerine degil ¢ogalmalarma da son verirlerken; kanser

hiicreleri ise ¢cogalmaya devam ederler (Cooper ve Hausman, 2006).
3.4. Otokrin Cogalma

Kanser hiicrelerinin biiyiime faktdrlerine bagliligi normal hiicrelere gére daha az oldugu
icin bu Ozellik tim6r hiicrelerinin hem in vivo hem de in vitro kosullarda kontrolsiiz
cogalmasini saglamaktadir. Kanser hiicreleri bazi durumlarda ¢ogalmak icin gerekli olan
biylime faktorlerini kendileri de saglayabilmektedir. Hiicrenin gerek duydugu biiyiime
faktoriiniin bu sekilde kendisi tarafindan salgilanmasi hiicreyi siirekli olarak ¢ogalmaya

uyarmaktadir. Bu duruma otokrin ¢ogalma uyarimu ismi verilmektedir (Cummings vd., 2006).

Kanser hiicrelerinin biiyiime faktorlerine ihtiyag duymamasi; hiicre g¢ogalmasim
saglayan sinyal yollarinda goérev yapan biiyiime faktorli reseptorlerinden, hiicre ici sinyal
sistemlerinde meydana gelen anormalliklerden ya da Ras proteinleri gibi proteinlerin kontrolsiiz

aktivitesinden kaynaklanabilmektedir (Cummings vd., 2006).
3.5. Proteazlar ve Anjiyogenez

Kanser hiicrelerinin baska doku bilesenleri ile etkilesimini degistiren ve bu yiizden
invazyon ve metastaz agisindan 6nem tasiyan proteazlar ve anjiogenez olmak tizere iki 6zelligi
bulunmaktadir. Proteazlar malign hiicrelerde hiicre dis1 matris bilesenlerini parcalayarak kanser
hiicresinin normal komsu dokunun igine girmesine izin verirler. Ornegin, hiicrelerden salgilanan
kollajena enzimi karsinomlarin bazal laminay1 pargalayip asarak altindaki bag dokusuna
girebilmesini saglayan 6enmli bir proteazdir. Anjiyogenez, mevcut kan damarlarindan yeni kan
damarlarinin gelismesi olup, viicutta dogal olarak meydana gelen bir siiregtir. Baz1 durumlarda
anjiyogenez patolojik olabilmektedir. Fizyolojik anjiyogenez; embriyogenez, yara iyilesmesi ve
kadin iireme sisteminde go6zlenirken; patolojik anjiyogenez ise ¢esitli kanserlerde (meme,
kolon,uterus, serviks, pankreas gibi), inflamatuar hastaliklarda ve goze hastaliklarinda ortaya
ctkmaktadir. Kan destegi olmayan kanser kolonileri ¢ap olarak 1 mm’den daha fazla
bliyiiyememektedirler. Hiicre sayist bir milyonu astiginda oksijen ve besin maddelerinin
hiicrelere ulagmasi ve tlimoriin bitylimeye devam edebilmesi i¢in yeni kan damarlarin olusmasi
gerekmektedir. Kanser hiicreleri yeni damarlarin olusumunu hizlandiran biiyiime faktorleri
salgilamaktadirlar. Timdr hiicresi tarafindan salgilanan ve ¢evre doku kapillerinin
duvarlarindaki endotel hiicrelerin ¢ogalmasini uyaran bilyiime faktorlerine yamit olarak yeni
damarlar ortaya ¢ikar ve sonugta tiimoriin i¢ine dogru uzanan yeni kapiller meydana gelir. Bu

yeni damarlarin olusumu sadece tiimdriin bilyiimesi agisindan degil, ayn1 zamanda metastaz
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acisindan da ¢ok dnemlidir. Tiimor hiicreleri anjiogenik uyar1 sonucunda gelisen yeni kilcallara
kolayca girebildigi icin bu olay kanser hiicrelerinin dolasima katilmasina ve metastazin
baslamasina imkan saglamaktadir. Anjiogenezin diizenlenmesi, tiimdér ve stroma hiicreleri
tarafindan salinan ¢oklu molekiil tarafindan gerceklestirilmektedir. Anjiogenez timor gelisimi
tizerinde giiclii bir etken olmakla birlikte kotii huylu tiimérler i¢in oldugu kadar; iyi huylu
tlimorler i¢in de vazgegilmez bir biiylime faktoriidir (Henderson vd., 1988; Alberts vd., 2002;
Cooper ve Hausman, 2006; Mermercioglu, 2008).

3.6. Metastaz

Primer tiimor kitlesinden ayrilan kanser hiicrelerinin bulunduklar1 dokunun disinda,
dogrudan ya da lenf damarlar1 araciligiyla baska doku ve organlara yerlesmesine metastaz adi
verilmektedir. Malign tiimérlerin belirleyici bir 6zelligi olan metastaz, erken veya ge¢ donemde
ortaya cikabimektedir. Metastatik kitle, primer timor gibi davranip yeni metastazlarin
cikmasina yol acabilmektedir. Ayrica kanser hiicrelerinde hiicre-hiicre ve hiicre-matris
etkilesimi diizensiz olup, ylizey adhezyon molekiillerinin ekspresyonundaki azalma nedeniyle
kanser hiicrelerinin gogunda tutunma yetenegi normal hiicrelere gore daha azdir. Bu da kanser
hiicresinin yayilma ve metastaz yapma yetenegini arttirir. Kanser hiicrelerinin tutunma
yeteneginin azalmasi ise hiicre morfolojisi ve iskeletinde degisikliklere yol agmaktadir (Kirdar,

1979; Preiss vd., 2002; Altinbas, 2005; Karan, 2006; Cooper ve Hausman, 2006).
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4. KANSERIN MOLEKULER TEMELI

Bir¢ok kanserin ¢ogalmasi sadece tek bir hiicreden meydana gelmektedir. Normal bir
hiicrenin kanser hiicresi haline doniismesi i¢cin onkogenlerde ve timor baskilayict genlerde
hiicrenin normal sinirmin ¢ok Otesinde ¢ogalmasini saglayacak birkac degisiklik gecirmesi
gerekmektedir. Bu siire¢ birgok 6zellik kazanmis malign hiicrelerden olusan bir klonun
olusumuna yol agmaktadir. Eger organizma bu klonu tolere edip rahatsiz edilmeden kalirsa
cogalmaya devam edebilir ve bu siiregte icerdigi hiicreler artan bir modifikasyon gosterir. Bu
durumda en uygun ve en saldirgan hiicreler daha Orgiitsiiz olan hiicrelerin yerini alacaktir.
Tiimorler bu sekilde malign hale gelmektedirler. Kanser tedavisinin zor olmasinin sebeplerinden
biri de budur (Boyle ve Levin, 2008). Negatif veya pozitif uyaranlar genetik lezyona yatkin olan
hiicrelerde malign ¢ogalmaya neden olabilmektedir. Nekroz, malign gelisimi en aza indirmeye
yardimc1 mekanizmalardan biridir ve organizma homeostasiz mekanizmalarimin bir pargasidir.
Bu nedenle nekroz indiiklenmesi olasi tedavi mekanizmasi olarak degerlendirilmektedir. HDGF
(hepatoma derived growth factor) ve HMGB1 (high mobility group protein B1) gibi nekrozda
6len hiicrelerden molekiillerin saliniminin immiin yaniti uyardigi veya yara onarmmini aktif hale
getirdigi diisiniilmektedir (Guimaras ve Linden, 2004; Zong ve Thompson, 2006). Hasarli
dokularin onarimi destek dokunun ve somatik hiicrelerin ¢ogalmasi ile gerceklesmektedir.
Hiicrelerin farklilagsmasinda, biiyiimesinde ve c¢ogalmasinda etkili olan proto-onkogenlerde
meydana gelen mutasyonlar ve hiicre dongiistiniin inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre
biliylimesine yol acan tiimdr baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine
neden olmaktadirlar (Vermeulen vd., 2003). Homeostazis, hiicre ¢ogalmasi, biiyiimenin
durdurulmasi ve apoptozis ile siirdiiriillmektedir. DNA onarimi ve apoptozisin engellenmesi

kanser gelisiminde biiylik paya sahiptir (Bellamy, 1996).
4.1. Onkogenler

Onkogenler hiicrelerin biiyiime ve farklilagmasinda rol alan biiyiime faktorleri ile bu
biliyiime faktorlerinin sinyal iletiminde yer alan proto-onkogenlerin degisiklige ugramis
homologlaridir. Onkogenler, kontroliinii kaybetmis protein kodlayan genlerdir. Bu genler kanser
gelisiminin baglangicinda rol oynadiklar1 gibi ayrica gen ekspresyonunu hizlandiran yada
kodladiklar1 proteinlerde kontrolsiiz aktivite artisina neden olan genetik degisikliklerin
sonucunda anormal hiicre ¢ogalmasina da sebep olmaktadirlar. Onkogenler hiicrenin malign
degisimine yol agan gesitli proteinlerin sentezinden sorumludur. Onkogen {iriinii olan
onkoproteinler hiicrede siirekli olarak etkin kalmakta ve inaktive olamamaktadirlar. (Cooper ve

Hausman, 2006; Dinger, 2013).
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Onkogenler, biiylime faktorii reseptorii olarak islev gérmektedirler. Bazi onkogenlerin
yapisinda degismis bir takim reseptorler kodlanmaktadir ve bunlar biiyiime faktoriiniin
yoklugunda bile islev yapmaktadir. Bir¢ok onkogen hiicre ici sinyal iletici olarak da gorev
almaktadir. Bunlara 6rnek olarak SRC ve ras ailesi iiyeleri verilebilir. Baz1 onkogenler ise
transkripsiyon faktorleridir. Hiicrenin biiylime durumunda degisiklik olmasi icin gende de bazi
kalic1 degisikliklerin olmas1 gerekmektedir. Bu yiizden onkogenlerin en son hedefi gen
transkripsiyonunu degistirmek olmalidir. Onkogenlerdeki mutasyonlar digsaridan bir uyari
olmaksizin siirekli olarak hiicre boliinmelerine neden olmaktadir. Tek bir mutasyon higbir
zaman transformasyon fenotipi i¢in yeterli degildir. Transformasyon fenotipi olusturmak igin en
az iki faktoriin olmasi gerektigi iki darbe (vurus) hipotezi ile savunulmaktadir. Ornegin; myc ve
ras onkogenlerinin tek baslarina hiicrede transformasyon fenotipine neden olmadiklar1 ancak
birlikte verildiklerinde ise transformasyon fenotipine neden olduklar: tespit edilmistir (Kirdar,
1979; Basaran, 1999; Dilsiz, 2004).

Insan tiimorlerinde hiicresel onkogenlerin etkinligine iliskin ilk bulgu 1981 yilinda
Robert Weinberg tarafindan gen transfer deneyleri ile elde edilmistir. Ras, gen transfer
deneyleri ile ilk tamimlanan insan onkogenidir. Normal hiicrelerde ras onkogenleri
bulunmamaktadir. Genellikle timor gelisimi sirasinda gergeklesen mutasyonlar sonucunda

timor hiicrelerinde ortaya ¢ikmaktadirlar (Senel ve Cirakoglu, 2003).
4.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

Hiicresel onkogenlerin aktivasyonu, timor gelismesi ile ilgili iki temel genetik
degisiklikten birincisidir. Digeri ise tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonudur. Timor
baskilayici genlerin hiicre iizerindeki etkileri resesif olduklari i¢in her iki allelde degisiklik
olmastyla genler inaktive olabilmekte ve bdylece hiicre tizerindeki fonksiyonu tamamen ortadan
kalkmaktadir. inaktivasyon sonrasinda ise hiicre iizerindeki kisitlayici etki ortadan kalkarak
kanser gelisimi meydana gelebilmektedir. Timor baskilayici genler normal kosullarda hiicre
cogalmasini ve tiimor gelisimini baskilamaktadir. Anti-onkogenlere tiimorii baskilayan genler
ismi de verilmektedir. Bunlar dogal hallerindeyken hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasini durduran
genlerdir. Tiimor baskilayici genler zarar gérmiis DNA’y1 tamir ederler veya hiicre hasar1 varsa
apoptozisi baglatarak tiimor biiylimesini baskilayan proteinleri kodlamaktadirlar. En 6nemli
timor baskilayici proteinler retinoblastoma ve p53°tiir (Cooper ve Hausman, 2006; Jones, 2001;
Cavga, 2013).
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4.2.1. Retinoblastoma (Rb) geni

DNA tiimér viriislerindeki onkogenlerin retinoblastoma (Rb) ile etkilestiginin tespit
edilmesi kanser acisindan en 6nemli kesiflerden biridir. Ender goriilen bir cocukluk dénemi gz
retiansi tiimori olan retinoblastomun incelenmesi ile ilk tiimor baskilayici gen ortaya ¢ikmuigtir.
Retinoblastom hastalarmin ¢ogunda 13. kromozomda delesyon oldugu tespit edilmis ve bu
etkilenen gene retinoblastoma adi verilmistir. Alfred Knudson 1971 yilinda retinoblastomun
gelismesi i¢in iki mutasyonun gerekli oldugu hipotezini ortaya atmustir. Giiniimiizde bu
hipotezin normal diploid hiicrelerdeki homolog kromozomlar {izerinde yer alan Rb geninin iki
saglam kopyasinin da ortadan kalkmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Retinoblastomun kalitsal ve
kalitsal olmayan olmak tizere iki tiirii bulunmaktadir. Kalitsal retinoblastomda, Rb geninin
kusurlu bir kopyasi genetik olarak kalitilmaktadir. Ancak genin bir kopyasinin bu sekilde
ortadan kalkmasi tiimorii baslatmak i¢in yeterli degildir. Retinoblastom gelisebilmesi i¢in ayrica
diger normal Rb allelinin de islevini yitirmesine neden olan ikinci bir somatik mutasyonun
ortaya ¢ikmalidir. Kalitsal olmayan retinoblastomda ise hastaligin ortaya ¢ikabilmesi igin
saglam iki allelin de islevini ortadan kaldiracak birbirinden bagimsiz iki ayr1 mutasyonun

gergeklesmesi gerekmektedir (Kirdar, 1979; Cooper ve Hausman, 2006).

Ayni zamanda Rb geninin hiicre dongiisiinde de 6nemli rolii bulunmaktadir. Aktif ve
inaktif formlar1 bulunmaktadir. Aktif formu, hiicre dongiisiinde G; evresinden S evresine
gecerken fren gorevi tstlenmektedir. Hiicreler GF (growth factor, biiylime faktorii) ile fosforile
olunca Rb geni inaktif hale gegerek fren vazifesi ortadan kalkmaktadir. S evresine giren hiicreler
ise boliinmeye baglamaktadir. Rb’nin bu etkilerinde rol oynayan onemli bir faktor de E2F
proteinidir. E2F ile siki baglantida iken fosforile olup E2F’yi serbest birakmakta ve serbest
kalan E2F transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile hiicrenin S evresine girmesini
saglamaktadir. Eger E2F’nin regiilasyonu bozulur ya da Rb proteini olmazsa hiicre dongiisiiniin
molekiiler freni bozulmakta ve bunun sonucunda da hiicreler siirekli olarak S evresine
girmektedirler. Rb gorev yaptigi miiddetce fonksiyonunu diizenleyen siklin, siklin bagiml
kinazlar ve siklin bagimli kinaz inhibitdrlerindeki mutasyon Rb kaybinin neden oldugu etkileri
taklit ederek hiicreye zarar vermektedir. Hiicre dongiisii kontroliiniin kaybi, malign
transformasyonun merkezi olup hiicre dongiisiiniin en az dort anahtarindan (Rb, siklinler, siklin
bagimli kinazlar ve siklin bagimli kinaz inhibitérlerinden olan pl6) birinin mutasyonu
gerekmektedir (Haydaroglu vd., 2007; Cavga, 2013).
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4.2.2. p53 geni

Tiimdr virislerindeki onkogenlerin retinoblastoma ile olan iligkilerinin belirlenmesi,
p53 (tiimor baskilayici protein 53) olarak isimlendirilen diger bir proteinle olan iliskiyi ortaya
cikarmustir. 53 kDa molekiiler agirliga sahip olmasindan dolay: p53 ismi verilmistir. ilk olarak
SV40 proteinlerinden T antijeni proteini ile birlesen bir protein olarak kesfedilmistir. 17.
kromozomda yer alan p53 geni 393 aminoasitten meydana gelmektedir. Pro-apoptotik bir
protein olan p53 tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadir. DNA hasart ve onkogenik
transformasyon sonucu aktive olmaktadir. Kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek
apoptozisi uyarmakta ve boylece kanser olusumunu engellemektedir. In vivo ve in vitro
sartlarda ubiquitin-proteozom yolu tarafindan yikilmaktadir. Ayrica p53 hiicre dongiisiiniin
normal bir bi¢imde ger¢eklesmesine olanak vermektedir. Eger hiicrede anormal bir durum varsa
p53 tarafindan hiicre dongiisii durdurulmaktadir. Hiicre stres altindayken p53 geni apoptozisi
tetiklemektedir (Lopes vd., 1997; Cooper ve Hausman, 2006; Yerlikaya ve Dokudur, 2009).

Bazi laboratuvar ¢aligmalar1 p53 geninin 4T1 hiicrelerindeki hassasiyette anahtar rol
oynadigini gostermistir. Bu sonuglar proteozom inhibisyonunun 4T1 hiicrelerinde p53’ten
bagimsiz bir sekilde apoptozisi uyardiginin gostergesidir. p53 ile ilgili bu ¢alismalarin amact
hastaligin olasi seyrini tespit etmek ve tedavi yontemi se¢imine yardim edebilmektir (Yerlikaya
ve Erin, 2008; Yerlikaya ve Dokudur, 2009). Kanserli dokularda p53 geninde yaygin sekilde
mutasyonlara rastlanilmaktadir. Tiim kanserlerin %50’sinde p53 mutasyonlar1 goriilmektedir.
Ayrica kalitsal p53 mutasyonlar1 kanserin kusaktan kusaga iletilmesinden sorumludur. Meme
kanserlerinin %20’sinde p53 mutasyonu oldugu belirlenmistir. Mediiller karsinomlarda p53
mutasyonlarinin yliksek oranda goriilmesi hastalifin seyri ile p53 birikimi arasinda 6nemli bir
iliski oldugunun kanmitidir. Hastaligin seyrinin kotii gitmesinden farkli mutasyonlar sorumludur
(Walker vd., 1991; Thor vd., 1992; Alberts vd., 1994). p53 geninin aktivasyonu, hiicre
dongiisiinii durdurmakta ve hiicrelerin bolinmeden mevcut genetik maddeyi ¢ogaltarak asiri
birikime yol ac¢tigi endoreduplikasyonu onlemektedir. Endoreduplikasyon insan hiicrelerinde
yasamakta ve 6lmektedir. Kimyasal araglar ile kanser hiicrelerinde endoreduplikasyonu kasitlt
olarak tetiklemek kanser hiicrelerini Oldiirmektedir. Ancak kullamlan ilaglar sadece kanser
hiicrelerini degil saglikli hiicreleri de 6ldiirmektedir. Saglikli hiicrelerde p53 genini aktive eden
ve kisa siireli genetik malzemenin ¢ogalmasini engelleyecek hiicreleri tetikleyen bir ilag ile
endoreduplikasyon oOnlenmektedir. Bu nedenle p53 kopyalart olmayan kanser hiicreleri,
endoreduplikasyonu tetikleyen ikinci bir ilaca kars1 duyarhdir ve yalnizca tiimorii hedef alarak
kanser hiicrelerini 6ldiirmektedir. p53’iin aktivasyonu geri dondiirtilebilirdir ve kanser hiicreleri

olse bile saglikli hiicreler yagsamaya devam etmektedir (Cheok vd., 2010).
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5. KANSERIN NEDENLERI

Tiimorlerin gelisimi ¢ok asamali bir islem oldugu icin ¢ok sayida degisik faktor
kanserin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Radyasyon ve birgok kimyasal karsinojen
(kansere yol acan maddeler) hiicrede DNA hasarina ve mutasyonlara neden olmaktadir. Mor
otesi 1ginlar, aflatoksin ve tiitiin dumanindaki bir takim kimyasallar insanlarda kanser gelisimine
neden olabilen karsinojenler arasindadir (Cooper ve Hausman, 2006). Kanser diger birgok kotii
hastaligin aksine bulasic1 bir hastalik degildir. insanlarda meydana gelen kanserlerin ortaya
¢ikmasinda g¢evresel, genetik ve kimyasal faktorlerin yaninda viriisler, alkol, sigara ve beslenme
de 6nemli rol oynamaktadir. Kanser hastaliklarimin %10’a yakininda genetik faktorler etki
gosterirken; %90’ inda ise gevresel ve kimyasal faktorler etkili olmaktadir (Criss ve Baysal,
1999; Cummings vd., 2006).

5.1. Viriisler

[k tiimér viriisii olan Raus sarcoma viriisii 1911 yilinda kesfedilmis olmasina ragmen
uzun yillar boyunca birgok insan viriislerin kanser nedeni oldugunu reddetmistir. Bunun sebebi
ise birgok tiimorde viriislerin goriilmemesidir. Fakat yapilan ¢alismalarda, bir¢ok durumda
viriisiin genetik materyalinin konak hiicrenin kromozomuna proviral formda viriis partikiilleri
iiretmeksizin entegre oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar herhangi bir virtisiin direkt kanser
olusturmadan hiicre kromozomuna yerleserek viriis kdkenli kanser meydana getirebilecegini
gostermektedir. Cesitli viriisler farkli kanserlere neden olabilmektedir. Ornegin; Epstein-Barr
virtisii (EBV), Burkitt lenfoma ve lenfoepitelyoma denen burun ve bogaz bolgesini etkileyen
kanserlere; insan papilloma virtisii (HPV) kadinlarda rahim kanserine ve hepatit B viriisii
(HBV) ise karaciger kanserine neden olabilmektedir. Bu viriisler, kapsiillerinin igerisinde DNA
tagimaktadirlar ve hiicre icerisine girdikten sonra kendi DNA'larint hiicrenin DNA'sina entegre
ederek kendilerini kopyalamaktadirlar. Bu entegrasyon hiicrenin DNA yapisini etkiledigi i¢in
normal hiicre ¢ogalmasinmi da etkilemektedir. Bazi virlisler ise genetik sifre olarak RNA
tasimaktadirlar. Bu viriisler hiicre igerisine girdikten sonra ters transkriptaz (reverse
transkriptaz) adi verilen bir enzim sayesinde konak hiicrenin viriis DNA's1 {iretmesine neden
olmaktadirlar. Olusan bu DNA daha sonra hiicre DNA'siyla birlesmektedir. Hiicredeki genler
arasia entegre olan bu viriis bilgileri, bazen hiicrelerin anormal ¢ogalmasina yol agmaktadir.
Onkogen adi verilen bu genlerle enfekte olan hiicreler kanserlesmektedir. Viriislerin timér
uyarici etkilerinin gosterilmesinde yeni dogan hayvanlar kullanilmigtir. Bunun nedeni ise viriis
proteinlerinin virlsler tarafindan transforme olan hiicrelerin yiizeylerinde bulunmasidir. Bu

durum bu hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan hedef alinip yok edilmesine sebep olmaktadir.
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Yeni dogan hayvanlarda immiin sistem bir engel teskil etmeyecek sekilde viriislerin onkojenik
potansiyellerinin  gosterilmesini  saglamaktadir. Bazi tiimor virlislerinin ise onkojenik
potansiyellerini arastirmak icin bagisiklik sistemi gegici olarak baskilanabilmektedir. Ornegin
iyonize radyasyon ve immiin baskilayici ilaglar, viriislerin onkojenik potansiyellerini incelemek

i¢in kullanilabilmektedir (Kirdar,1979; Senel ve Cirakoglu, 2003)
5.2. Kimyasal Ajanlar

Deney hayvanlarinda kanserle iliskisi tespit edilen bircok kimyasalin insanlarda da
kanser nedeni oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bazi kimyasal maddeler, tek bir temastan sonra
kanser olusumunu baglatabilmektedir. Bu tiir maddelere initiator yani baglatict ismi
verilmektedir. Bu maddelere maruz kalma sonucunda kanser meydana gelebilmesi uzun yillar
siirmektedir ve genellikle promoter olarak adlandirilan ve kanser olusumunu hizlandiran diger
bir ajanin varhigma ihtiya¢ duyulmaktadir. Kimyasal karsinojenler, belirgin ortak bir kimyasal
yapilar1 olmayan genis bir spektruma sahiptir. Direkt isleyenler ve indirekt isleyenler olmak
tizere kimyasal Karsinojenler ikiye ayrilmaktadirlar. Direkt isleyen Kkarsinojenler, reaktif
elektrofilik molekiillerdir. Indirekt isleyen karsinojenler ise elektroflik gruplar eklenmesiyle
direkt karsinojenlere doniistiiriilmektedir. indirekt isleyenlerin aktif karsinojen olabilmesi igin
metabolik bir aktivasyona ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu metabolik aktivasyon, normal viicut
yapisini olusturan normal enzimler tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu enzimler ozellikle
karacigerde bulunmaktadirlar; ¢ilinkii karaciger viicuda giren zararli kimyasallar1 detoksifiye
etmektedir. Detoksifikasyon sistemi, yag hiicrelerinde ve lipit mebranlarinda biriken yagda
¢oziinen ve suda ¢oziinmeyen tedavi edici ilaglar1, polisiklikhidrokarbonlar: ve bocek 6ldiiriici
gibi molekiilleri solubliize ederek (¢ozerek) viicuttan atmaktadirlar (Kirdar, 1979; Senel ve
Cirakoglu, 2003).

5.3. Genetik Faktorler

Kanser sadece genetik faktorlerin olusturdugu bir hastalik degildir. Kisilerin yasam
sartlarina, cinsiyetlerine, yaslarina ve bunun yaninda aile dykiilerine bagli olarak kanser risk
faktorleri degisiklik gostermektedir. Bu yiizden genetige bagh kanserler tiim kanserlerin sadece
%10’una yakin bir kismin1 meydana getirmektedir. Bazi kanserlerde ailevi gecisin bir baglantisi
olmadig1 halde; mide, bagirsak ve prostat kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde ise ailevi gegisin
onemli oldugu tespit edilmistir. Ornegin; cocuklarda goriilen bir gdz kanseri olan retinablastom
gibi kanser tiirlerinde genetik faktorler ¢ok onem arz etmektedir. Meme kanserinin ise sadece
%5-10’u ailevi gecisle baglantilidir. Ailevi meme kanserlerinin %90’inda BRCA1 ve BRCA2

geninde bozukluk bulunmaktadir. Ailesinde meme kanseri dykiisii olmayan kisilerde de bu iki
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gende bulunan bozukluklar meme kanserine yol agabilmektedir (Senel ve Cirakoglu, 2003;
King ve Mccool, 2004).

5.4. Cevresel Faktorler

Cesitli kanserlerin ¢evreye bagli olark meydana gelme oram %80-90 civarindadir.
Saglik acisindan gevre; hava, su ve topragi igeren fiziksel ¢evre, biyolojik cevre ve sosyal cevre
olarak tanimlanabilmektedir. Bunlarin hepsi birbiri ile etkilesim halinde olup genlerin yapisini
etkilemektedir. Cevresel sartlara bagli olarak elementlerin bazilar1 bitkiler tarafindan
biinyelerine alinmakta ve boylece bitkilerden hayvanlara ve insanlara tasinmaktadir. Hava
kirliligi, giines ve UV 1sinlari, rontgen 1sinlari, 1s1, mekanik etkiler, atom bombasi ve yabanci
cisimler kansere neden olan baslica ¢evresel etkenler arasinda bulunmaktadir. Ayrica
radyasyon, X isinlart ve UV iginlar1 da DNA’da hasar meydana getirebilmektedir. DNA’da
meydana gelen hasarlar bazlarin degisimine, mutasyona ve onarimda aksakliklara neden
olabilmektedir. UV isinlar1 DNA’ya ulastiginda pirimidin dimerlerinin olusumuna sebebiyet
verebilmektedir. Iki pirimidinin birbirine baglanmas: sonucu olusan dimerler DNA
replikasyonunu engelleyerek sentezlenecek olan zincirde bosluklar meydana getirmektedirler.
Olusan bu bosluklarda mMRNA transkripsyonu durmakta ve etkilenen genin translasyonu
gergeklesmemektedir (Aksoy, 2002; Demir, 2006). Giines isinlart ve UV 1ginlar1 hassas
ciltlerde, derisi acik renk olanlarda ve acik havada c¢alisanlarda deri kanserlerine neden
olabilmektedir. Hava kirliligi ise akciger kanserlerinin olusumunda etkili olmaktadir. 1945
yilinda Hirogsima ve Nagazaki’ye atilan atom bombasi sonucunda insanlarda myeloma, 16semi,
lenfoma ve tiroid kanserlerinde artis meydana geldigi goriilmiistiir. Atom bombasimin kansere
neden olmasinda radyasyonun dozu olduk¢a 6nem gostermektedir. Atom bombasi, atilmasindan
uzun bir zaman gegmesine ragmen kanser olusumu agisindan etkilerini uzun yillar devam

ettirebilmektedir (6rnegin; 16semi) (King ve Mccool, 2004; Y ontem, 2006).
5.5. Sigara, Alkol, Yaslanma ve Beslenme Faktorleri

Tiitlin kullantminin basta akciger, dudak, mide, agiz boslugu, larinks, 6zefagus, meme,
kolon ve rektum olmak tizere en az on farkli kanserin olusumunda etkili oldugu bilinmektedir.
Sigara kullanan kadinlarda meme kanseri riskinin artti1 tespit edilmistir. Tiirkiye’de Saglik
Bakanlig: kayitlarina gore, 1964-1994 yillar1 arasindaki otuz yillik siire i¢inde hastaneye yatan
akciger kanserli hasta sayisimin on Kat arttigi goriilmustiir (Doll ve Hill, 1950; Doll vd., 2004;
Tuncer, 2007). Sigaranin yanmasiyla olusan Katranda bulunan kirktan fazla karsinojene tekrarl
olarak maruz kalmanin, normal hiicrelerin kanserli hiicreye dontismesinde ve muhtemelen

hiicrelerin zarar gérmesinde etkili oldugu belirlenmistir. Titiin katram gibi karsinojenler
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ozellikle DNA’ya zarar vermektedirler. Normal hiicre boliinmesi ve davraniglarini kontrol i¢in
gerekli olan genler DNA’da hasar meydana geldiginde kansere sebep olabilmektedirler. Tiitiin
katraninda bulunan en gii¢lii iki karsinojen olan benzo(a) piren ve nitrozaminin sigara igenlerin
akciger hiicrelerinde DNA’ya bagli olarak bulundugu tespit edilmistir. Sigara icenlerin akciger
hiicrelerinde sigara igmeyenlere oranla molekiiler ve kromozomal hasarlar daha fazla

goriilmektedir (Bozzone, 2007).

Uzun siireli ve ¢ok miktarda alkol kullanimi agiz, yutak, girtlak ve yemek borusu
kanseri riskini artisa neden olmaktadir. Alkol ile birlikte sigara kullanimu ise bu etkiyi daha da
fazla arttirmaktadir. Kotii beslenme de kansere neden olan faktorler arasinda bulunmaktadir.
Ornegin asir1 kilolu insanlarda meme, yumurtalik, prostat, rektum ve kolon gibi baz1 kanser
tirlerinin daha sik ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Yag dokusunun obezlerde asir1 artmasi ve buna
bagli olarak oOzellikle kadinlarda Ostrojen metabolitlerinin ortamdan gerektigi gibi
uzaklastirilamamasi bu sonuglarin ortaya ¢ikmasinda etkilidir. Giinliik egzersiz yetersizliginin
ve ergenlik donemindeki yiiksek viicut kiitle indeksinin (VKI) ilerleyen yaslarda meme ve

prostat kanserlerinden 6liim riskini arttirdig tespit edilmistir (Okasha vd., 2002).

Baglica enerji kaynagimiz olan karbonhidratlarin dengesiz tiiketimi kanser riskini
artirmaktadir. Aglik hiperglisemisinin veya diyabetin en fazla pankreas: etkiledigi ve bunun
sonucunda da karaciger, safra yollari, serviks, kolon ve rektum kanserlerine sebebiyet verdigi
ortaya ¢ikmustir. Glikoz, fruktoz ve rafine karbonhidratlar bakimindan zengin yiyeceklerin fazla
tiiketimi sonucunda diyetteki glisemik yiikiin artmasi ile kadinlarda kolon ve rektum; erkeklerde
ise pankreas kanseri riskinin arttigi tespit edilmistir. Diyet posasimin su tutumunu, diski hacmini
ve yabancit madde atimini arttirdigl, bagirsak mikroorganizma yapisini degistirdigi, diskinin
bagirsaktan gecis zamanim azalttigi ve digkiyr sulandirarak kisa zincirli yag asitlerini
olusturdugu bilinmekte olup bu etkilerinin koruyucu oldugu diisiiniilmektedir (Aksoy, 1984;
Byers vd., 2002; Michaud vd., 2005).

Doymus yag asitleri bakimindan zengin olan yag tiikketiminin kolon, rektum, bobrek,
pankreas kanserleri ile postmenapozal kadinlarda meme ve endometrium gibi bazi kanser
risklerini arttirdigi belirlenmistir. Zeytin yagini fazla tiiketen iilkelerde ise meme kanseri
insidansinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Yaglar; membran yapisi, immiin sistem, sinir sistemi ve
beyin islevi i¢in ¢ok 6nemli oldugundan dolayr dengeli alinmalidirlar. Fazla yag tiikketimi erkek

ve kadin cinsiyet hormonlarini etkileyerek kanseri tetikleyebilmektedir (Aksoy, 1984, 2005).

Protein agisindan zengin yiyeceklerin tiiketimi ile pankreas ve bdbrek kanseri riski

arasinda iliski oldugu goriilmiistiir. Vitaminlerin ise hastaliklardan koruyucu etkisi oldugu
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bilinmektedir. Ornegin, A vitamini ve tiirevlerinin baz1 tiimérlerin biiyiimesini yavaslattigi; C
vitamininin immiin sistem ve bag dokusundaki islevlerinden dolay1 kisinin direncini arttirdigy; E
ve C vitaminlerinin birlikte alinmasinin ise karsinojenik hastalik riskini %30 oraninda azalttig1

tespit edilmistir (Bjelakovic vd., 2004; Tuncer, 2007).

Besin olarak kullanmadigimiz ancak besin gibi yararlar1 olan maddelerden biri de
fitokimyasallardir. Fitokimyasallarin detoksifikasyonda yer alan enzimleri aktive etmek, immiin
sistemi uyarmak, oksidan radikalleri tutmak, apoptozis ile ilgili gen ekspresyonunda yer almak
ve hormon metabolizmasini diizenlemek gibi islevleri vardir. Fitokimyasallar ¢ig meyve ve
sebzelerde bol miktarda bulunmaktadirlar ve bunlar1 bol miktarda tiiketen insanlarda akciger,
mide, Ozefagus, pankreas, kolon ve rektum kanserlerine daha az rastlanildigi belirlenmistir
(Beliveau ve Gingras, 2004; Tuncer 2007).

2000 yilinda Amerika’da 1250000 civarinda yeni kanser vakasi saptanmis ve tiim
kanserlerin yaklasik %80’inin 55 yas ve iizerinde meydana geldigi tespit edilmistir. Tiimorlerin
%350’si de 65 yas lzerindeki kisilerde olusmustur ve bu popiilasyon tim niifusun %15’ini
meydana getirmektedir. Yasli bireylerde Kkanser insidansinin artist  iki  sekilde
aciklanabilmektedir. Bunlardan birincisi, yaslanma ile olusan molekiiler degisikliklerin ve
bagisiklik sistemindeki yetersizliklerin yasli dokularin karsinojenlere karsi olan duyarliligini
arttirmasidir. Ikincisi ise, karsinogenez ¢ok uzun bir siire¢ oldugu icin kanserin de ileriki

yaslarda ortaya ¢ikmasinin son derece dogal olmasidir (Ozmen, 2005).
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6. PROTEIN YIKIM MEKANIiZMALARI

Proteoliz ismi de verilen protein yikimi, hiicre ig¢indeki veya disindaki proteazlar
tarafindan proteinlerin kismen veya tamamen yikilmasidir. Biyolojik molekiiller devamli
sentezlendikleri gibi yikima da ugramaktadirlar. Hiicre i¢indeki protein yikim mekanizmalarinin

baz1 gorevleri sunlardir:

1. Proteinlerin besin yetersizligi durumunda aminoasit ve enerji kaynagi olarak kullanilmasini

saglamaktadirlar.

2. Transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan islevsiz veya hasarli proteinleri

uzaklastirirlar.

3. Normal sartlar altinda 6nemli bazi1 metabolik kontrol noktalarinda gérev alan enzimlerin

yikilarak degisen gevre sartlarina ve metabolik ihtiyaglara gore aktiviteleri diizenlerler.

RNA ve protein hiicrede denge saglamak igin siirekli sentezlenirlerken ayrica
niikleotidlere ve aminoasitlere kadar parcalanirlar. Bu molekiillerin yapi taslarina ayrilmast,
yikimu kontrol eden biyokimyasal mekanizmalarin varliginin bir kanitidir. Higbir protein uygun
MRNA, tRNA, ribozomlar ve diger biitiin 6nemli faktorler olmadan sentezlenememektedir. Tek
bir aminoasit dahi eksik olsa protein sentezi durmaktadir. Hasarli bir polipeptit ribozomlardan
salindiginda, daha sonra yikilarak yok edilmektedir. Bir proteinin yikim hizi radyoaktif
yaklagim (pulse-chase yaklasimi) veya Western blot yontemi ile belirlenebilmektedir.
Radyoaktif aminoasitlerin kaybolmasi protein yikimindan kaynaklanmaktadir. Western blot
yonteminde ise protein sentezi siklohekzamid ile durdurulduktan sonra proteinin hiicredeki
azalmasi antikorlar yardimiyla belirlebilmektedir (Schimke, 1976; Doherty ve Mayer, 1992;
Voet ve Voet, 1995; Yerlikaya ve Stanley, 2004; Yerlikaya ve Dokudur, 2009).

Meprinler, kaspazlar, ATP bagimli proteozom, katepsinler ve serin proteazlar protein
yikiminda hiicre i¢inde ve diginda islev goren bazi proteazlardir. Anormal ve hasarli proteinlerin
hiicre iginde birikmesini engellemek ve aminoasitlerin geri doniisiimiinii saglamak icin
proteinlerin devamli olarak yikilmasi gerekmektedir. Cesitli proteinlerin yar1 Omiirleri yarim
dakika, birka¢ saat hatta birkag yil arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Sentez esnasinda
yanlis aminoasidin eklenmesinden dolayr hasarli (normal ii¢ boyutlu yapisini alamamug) bir
yaptya sahip olan veya normal islevi esnasinda bozulan proteinler hizli bir sekilde yikilan
proteinlerdendir (Voet ve Voet, 1995; Yerlikaya, 2004). Genellikle proteinlerin yar1 omiirleri ile
N ucunda bulunan aminoasit arasinda bir korelasyon bulunmaktadir ve bu olay N-end kurali

olarak isimlendirilmektedir. Ornegin; N-ucunda serin, metionin, treonin, alanin, glisin ve valin
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aminoasitleri bulunan proteinlerin yar1 omiirleri 20 saatten daha fazladir. N-ucunda 16sin, fenil
alanin, lizin, arginin ve aspartik asit bulunan aminoasitler ise 3 dakika veya daha az kisa émre
sahip olan proteinlerdir (Varshavsky, 1996). Yapilarinda PEST sekansi (prolin, glutamik asit,
serin ve treonin) bulunduran proteinler diger proteinlere gore daha hizli yikilmaktadirlar.
Hasarli proteinler hem bakteriler hem de 6karyotik hiicrelerde sitozolik ATP-bagimli sistemler
tarafindan yikilan kisa 6mre sahip proteinlerdendir (Rogers ve Rechsteiner, 1986; Rechsteiner
ve Rogers, 1996; Yerlikaya, 2007).

Hiicre igindeki bulunan proteinlerin %80’ninden daha fazlasinin yikimi ubiquitin-
proteozom yolu tarafindan gergeklestirilmektedir. Ubiquitin-proteozom yolunda hedef protein
yikilmadan once Ubiquitin  (Ub) denilen 76 amino asitlik bir protein tarafindan
isaretlenmektedir. Ubiquitin ile isaretleme isleminde E1 (ubiquitin aktive edici enzim), E2
(ubiquitin konjuge edici enzim) ve E3 (ubiquitin ligaz) olmak tizere ii¢ farkli enzim gorev
yapmaktadir. Hedef protein tizerinde genellikle en az dort ubiquitinden olusan bir poli-ubiquitin
zinciri olugsmakta ve daha sonra 26S proteozom tarafindan hedef protein 8-25 amino asite kadar
yikilmaktadir (Sekil 6.1) (Yerlikaya ve Yontem, 2013).

Proteinlerin yikiminda rol oynadigi bilinen bir takim hiicre i¢i sinyalleri sunlardir:
1. Yapisinda PEST sekansi bulunan proteinlerin yikimi daha hizli ger¢eklesmektedir.
2. Molekiiler agirlik arttiginda proteinlerin yikim hizi artmaktadir.
3. Yiizey polaritesi arttik¢a yikim hizi artmaktadir.
4. Proteinin izoelektrik noktasi azaldiginda yikim hizi artmaktadir.
5. Hidrofobisite artis1 yikim hizini arttirmaktadir.
6. Fosforilasyon arttiginda genellikle protein yikim hiz1 azalmaktadir.
7. Termal stabilite azaldiginda yikim hiz1 artmaktadir.
8. Protein yikimu i¢in ubiquitin sentezinin artis1 bir igaret tegkil etmektedir.

9. Oksidasyon tarafindan meydana getirilen inaktivasyon islemi yikim igin proteini

isaretlemektedir.

10. Antizyme proteininin ornitin dekarboksilazi yikima sevkettigi gibi baz1 yardimci proteinler,

proteinleri yikima sevk etmektedirler (Okur, 2010).
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Sekil 6.1. Hedef bir protein iizerinde ubiquitinasyon mekanizmasi (Yerlikaya vd., 2013’den
uyarlanmistir).
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7. TEZIN AMACI

Bu tez calismasinin amaci, yeni bir kombine tedavi gelistirmek i¢in 26S proteozom
inhibitérii bortezomib ile kemoterapide kullanilan cisplatinin tek tek ve kombine bir sekilde 4T1
meme kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasidir. 26S proteozomun Kimotripsin-
benzeri aktivitesini geri goniisiimlii olarak bloke eden bir inhibitr olan bortezomib Klinikte ilk
olarak denenen ve FDA tarafindan multiple miyeloma tedavisi igin onaylanan 6nemli bir
proteozom inhibitoriidiir (Yerlikaya ve Yontem, 2013). Cis-diamminedichloroplatinum olarak
da bilinen cisplatin ise elli yildan beri kanser tedavisinde kullanilan ve platinyum igeren bir
bilesiktir. Cisplatin DNA’da adenin ve guanin purin bazlarina baglanarak hasar olusturmakta ve
apoptozisi uyarmaktadir (Agarwal, 1998). Sekil 7.1’de bortezomib ve cisplatinin yapilari

kimyasal yapilar1 verilmistir.
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Sekil 7.1. Bortezomib (A) ve cisplatinin (B) kimyasal yapilari. Bortezomibin kimyasal yapisi
Yerlikaya vd., 2013’den alinmustir. Cisplatinin kimyasal yapisi ise Symyx Draw 4.0 ile
¢izilmistir.
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8. MATERYAL VE METOT

8.1. Materyal

4T1 meme kanseri hiicreleri, Prof. Dr. Nuray Erin (Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Antalya) tarafindan gonderilmistir. RPMI-1640 besiyeri, steril 2 ml ve 10 ml pipetler, 25 cm?
flasklar, steril petri dishler, fetal bovine serum (FBS), tripsin, Penicillin/Streptomisin, MG132,
SDS-PAGE jel elektroforez i¢in kullanilan kimyasallar ve MTT Sigma-Aldrich Inc.'dan satin
almmugtir. Stericup™ sterile vacuum filtre unitesi Millipore firmasinda alinmigtir. Caspase-3

Colorimetric Activity Assay Kit Chemicon firmasindan temin edilmistir.
8.2. Hiicre Kiiltiirii Icin Besiyeri Hazirlamsi
1X RPMI-1640 + %10 FBS (1L) Hazirlanist:

Dokudur, 2009’da anlatildigr gibi 1X RPMI-1640 besiyeri hazirlanmigtir. Kisaca, 10,4
gr toz haldeki RPMI-1640 besiyeri, 850 ml otoklavlanmis dH,O igerisinde ¢6ziiniir. 1N HCl ile
pH 4'e ayarlanarak besiyerinin tamamen ¢oziinmesi saglanir. Daha sonra igerisine 20 ml
NaHCO; (stok soliisyon %7,5); 22,5 ml glukoz (%20'lik stok soliisyon); 4 ml HEPES soliisyonu
(stok soliisyon 2,5M) ve 1 ml sodyum piriivat soliisyonu (stok soliisyon 1M) ilave edilir ve 1N
NaOH ile pH 7,1'e ayarlanir. Sonra 10 ml Penicillin/Streptomisin antibiyotik karisimi eklenir ve
besiyeri hacmi otoklavlanmig dH,O ile 1 L'ye tamamlanir. 1 L kapasiteli Disposable Millipore
filtrasyon sistemi (0,22 uM por kapasiteli membran) kullanilarak Laminer Flow kabini i¢inde
filtre islemi gerceklestirilir. Filtre edilen besiyerinin %90'min (900 ml) tizerine %10 (100 ml)
oraninda FBS ilave edilir. Hazirlanan Besiyeri 1X RPMI-1640 +4°C'de muhafaza edilir ve
kullanilmadan 6nce 37°C’de yaklasik 10 dk siireyle 1sitilir (Dokudur, 2009).

2X RPMI-1640 + %20 FBS (250 ml) Hazirlanisi:

5,2 gr toz halindeki RPMI-1640 besiyeri, 200 ml otoklavlanmis dH,O'da ¢6ziiniir. Daha
sonra pH 4'e IN HCI ile ayarlanarak tamamen ¢6ziinmesi saglanir. Bu agamadan sonra 10 ml
NaHCO; (stok soliisyon %7,5); 11,25 ml glukoz (%20'lik stok soliisyon); 2 ml HEPES
soliisyonu (stok soliisyon 2,5M) ve 0,5 ml sodyum piriivat soliisyonu (stok soliisyon 1M) ilave
edildikten sonra IN NaOH ile pH 7.1'e ayarlamr. 5 ml Penicillin/Streptomisin antibiyotik
karisim eklenir ve besiyeri hacmi otoklavlanmig dH,O ile 250 ml'ye tamamlanir. Disposable
Millipore filtrasyon sistemi ile filtre edilir. Filtre edilen besiyerinin 200 ml’sinin Gzerine 50 ml
FBS eklenir. Besiyeri +4°C'de muhafaza edilir ve kullanilacagi zaman 10 dk 37°C’de 1sitilir
(Yerlikaya vd., 2013).
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8.3. Hiicre Kiiltiirii Pasaji

4T1 meme kanseri hiicreleri 1X RPMI-1640 besiyeri icerisinde, HF90 inkiibatoriinde
37°C sicaklik ve %5 CO, kosullarinda gogaltildilar. 25 c¢cm® steril corning flasklarda stok
kiiltirler; 35 mm x 10 mm steril petri kaplarinda ise deney kiiltiirleri ¢ogaltildi. Hiicreler
logaritmik faza geldiklerinde (70-80 yogunluktayken) mikrobiyolojik giivenlik kabini i¢erisinde
hiicre pasaji yapildi. Flask icerisindeki eski besiyeri aspire edildikten sonra 4T1 hiicreleri 1 ml
PBS ile yikandilar ve sonrasinda 2 ml %0,25'lik tripsin ile 4T1 hiicreleri yaklasik 2 dakika
muamele edildiler. Tripsin muamelesi sirasinda hiicrelerin kalkip-kalkmadigin1 gérmek igin
Motic marka inverted mikroskopta hiicreler gozlemlendi. Siire sonunda tripsin vakum
pompasina bagli pastor pipet ile aspire edildi. Daha sonra hiicreler 1/10 oraninda yeni besiyeri
ile seyreltilerek yeni flaska ekildiler. Ekilen hiicrelerin ¢ogalip logaritmik faza gelmesi yaklasik
olarak 3 giinde bir gergeklestigi igin, hiicre pasaj islemi periyodik olarak 3 giinde bir
gerceklestirildi (Yerlikaya ve Erin, 2008; Okur, 2010).

8.4. Hiicre EKimi

4T1 hiicreleri (besiyeri ile 1/10 oraninda seyreltilmis) hemositometrede (thoma
laminda) inverted mikroskop altinda sayildi. 0,1 mm®deki (0,1 ul) hiicre sayist belirlendi ve
mililitredeki say1y1 bulmak i¢in 10000 ile ¢arpildi. 35 mm x 10 mm'lik bir petride 100000 hiicre
olacak sekilde hiicre ekimi yapildi (Yerlikaya ve Erin, 2008; Okur, 2010).

8.5. MTT Testi

4T1 meme kanseri hiicreleri 35 mm x 10 mm steril kaplarin igerisinde 37°C ve %5 CO,
saglayan HF90 inkiibator icerisinde logaritmik faza gelinceye kadar inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler bortezomib ve cisplatinin farkli konsantrasyonlari veya onlarin kombinasyonlari ile 24
saat boyunca muamele edildiler. Siire sonunda besiyerleri 15 ml’lik tiiplere aktarildi ve 2700
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildiler. Bu esnada her bir petriye 1,5 ml MTT’li besiyeri
ilave edildi. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatantlar atildi, petriden alinan yaklasik 200 pl
MTT’li besiyeri kullanilarak 15 ml’lik tiipteki pelet (¢6ken hiicreler) kaldirilip ¢oziildi, ilgili
petriye akratildi ve petri hafif¢e karigtirildi. Tiim petriler tasima kabina konuldu, karistirild,
etraflar1 aliiminyum folyo ile 151k gegirmeyecek sekilde tamamen kaplandi ve inkiibatorde 4 saat
siireyle inkiibe edildi. inkiibasyondan sonrasinda petrilerdeki besiyerleri yeni 15 ml’lik tiiplere
aktarildi ve 2700 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu sirada her bir petriye 200 pl %3
SDS ve 1 ml 40 mM HCl/izopropanol ilave edildi ve oda sicakliginda g¢alkalayici lizerinde 15
dk siireyle inkiibe edildi. Santrifiijjden sonra siipernatantlar atildi ve petriden yaklasik 200 pl
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almip 15 ml’lik tiipteki pelletler kaldirilip ¢6ziildi ve ilgili petriye aktarildi (bu islem 15 dk
inkiibasyon esnasinda yapildi). Bu siire sonrasinda 45°’lik agiyla tutulan petri igerisinde
pipetleme ile homojenizasyon gergeklestirilerek ornekler ependorf tiiplerine aktarildi. Ependorf
tiipler 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (sivinin tamamen homojen olup, varsa tortularin
dibe ¢okmesi igin santrifiij edilir). Bu islem sonrasinda siipernatant atilmaz, tamami saklanir,
kullanilirken homojen kisimdan kullanildi. Elde edilen tiim sivi igerisinde MTT oldugu igin
cabuk bozulmaktadir ve uzun siireli saklamaya uygun degildir. Dolayisiyla 6rnekler hemen
spektrofotometrede okundu. Spektrofotometre Olgiimiinde kullanilacak numuneler igin yeni
ependorflar isaretlendi. Santrifiijden sonra ependorflarin siipernatantindan 100 pl homojenat
alinarak 900 pl HCl/izopropanol/SDS karisimi (%3 SDS + 40 mM HCl/izopropanol) ile
seyreltildi (1/10 seyreltme) ve tiipler karistirildi. Hazirlanan 6rnekler spektrofotometrede 570
nm dalga boyunda okundu (Yerlikaya ve Erin, 2008; Cavga, 2013).

8.6. Koloni Olusumu I¢in Yumusak Agar Testi

60 x 15 mm steril petri kaplarina esit miktarda (100000) 4T1 meme kanseri hiicresi
ekildi ve logaritmik faza gelinceye kadar hiicreler inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 10 nM
bortezomib, 1 uM cisplatin veya 10 nM bortezomib + 1 uM cisplatin kombinasyonu ile 24 saat
stireyle muamele edildiler. 30 x 15 mm’lik steril petri kaplar1 %0,5 agar + 1X RPMI-1640 +
%10 FBS (base agar) ile kaplandi ve katilasmalar1 beklenildi. flag¢ muamelesi sonrasinda
hiicreler kaldirildi ve hiicre sayimi gergeklestirildi. Her bir muamele i¢in 5000 hiicre iceren 0,75
ml 2X RPMI-1640 + %20 FBS besiyeri bir tiip igerisinde 0,75 ml %0,7 agaroz ile karistirildi
(top agar). Hazirlanan her bir ilgili muameleye ait top agar 30 x 15 mm’lik petrilerdeki base
agarin iizerine ilave edildi ve katilagmasi saglandi. Daha sonra petriler {i¢ hafta boyunca 37°C ve
%5 CO, saglayan inkiibator igerisinde inkiibe edildi ve bu siire igerisinde {i¢ giinde bir
besiyerleri degistirildi. Siire sonunda petriler %10 ethanol igerisinde hazirlanmis %0,1’lik
kristal viyole (0,5 ml) ile 1 saat siireyle boyandilar. Boyama sonrasinda, petrilerdeki koloniler
sayim i¢in belirgin hale gelinceye kadar PBS ile iyice yikandi. Yikama islemi sonrasinda her bir

muameleye ait kolonilerin fotograflar ¢ekildi (Yerlikaya vd., 2013).
8.7. Kaspaz-3 Aktivite Deneyi

Steril petri kaplarina (35 x 10 mm) esit sayida hiicre (100000) ekildikten sonra hiicreler
logaritmik faza geldiklerinde bortezomib, cisplatin veya bortezomib + cisplatin kombinasyonu
ile muamele edildiler. [lag muamelesinden sonra hiicreler 1 ml PBS ile yikandilar. Hiicrelerin

tizerine BD Pharmingen fluorometric caspase-3 assay Kkitine ait hiicre lizis soliisyonu ile
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hiicreler lizis edildiler. Elde edilen homogenat 12000 rpm’de 5 dk +4°C’de santrifiij edildi ve
kullanilicaya kadar supernatant -80°C’ye kaldirildi. Esit miktarda protein ile kaspaz-3 aktivitesi
olgebilmek igin "Bio-Rad Protein Assay" metodu ile protein tayini yapildi. Kaspaz-3
aktivitesinin dlciilmesi BD Pharmingen firmasimin protokoliine gore gergeklestirildi. Ornekler,
tampon soliisyon ve kaspaz-3 substrati (Ac-DEVD-AMC) belirtilen uygun oranlarda karistirildi
ve tiipler 37°C %5 CO, ortam saglayan inkiibatorde 2 saat siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda
SmartSpec Versaflour florometre kullanilarak 380 nm eksitasyon ve 460 nm emisyonda
olgtldiler (Yerlikaya vd., 2012; Cavga, 2013).

8.8. Protein Tayini

Protein miktarlar1 Bio-Rad Protein Assay ile belirlendi. Bio-Rad boyasi 1/5 oraninda
seyreltildi (40 ul boya + 160 ml dH,0). Hazirlanan boya filtre kagidiyla filtre edildi. 1 pg/pl’lik
140 ul bovine serum albumin (BSA) hazirlandi. Kor, standartlar ve numuneler Cizelge 8.1.7¢
gore hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 5 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra UV
spektrofotometrede standartlarin ODsgs koriine kars: dl¢iimii gergeklestirildi. Orneklerin protein
miktarlar1 i¢in de aym sekilde absorbans degerleri 6lgiildii (Bradford, 1976; Okur, 2010).

Cizelge 8.1. Bradford Macro- Assay metodunda kullanilan numunelerinin hazirlanigi.

Tiip dH,O (u1) Protein (ul) Bio-Rad Boyasi (ml)

1 (Kor) 800 — 2,5

2 (Std 1) 799 1 2,5
3 (Std 5) 795 5 2,5
4 (Std 10) 790 10 2,5
5 (Std 20) 780 20 2,5
6 (Std 40) 760 40 2,5
7 (Numune) 795 5 2,5
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8.9. istatistiki Analizler

Istatistiki analizler, GraphPad Prism 3.03 programu kullamlarak yapilmistir. Deney
sonuglar1 ortalama = SEM seklinde sunuldu. Deneylerin istatistiki analizleri one-way ANOVA
metodu kullanilarak Bonferroni veya Newman-Keuls ¢oklu karsilastirma testleri ile belirlendi.
p < 0,05 degerler onemli kabul edildi (Yerlikaya ve Dokudur, 2010).

8.10. Caliymalarda Kullanilan Soliisyonlar

PBS; dH,0 igerisinde 4 gr sodyum kloriir; 0,1 gr potasyum kloriir; 0,72 gr sodyum fosfat ve
0,12 gr potasyum fosfat ¢oziiniir. 1 M HCI kullnilarak pH 7,4’e ayarlanir. Soliisyonun son
hacmi 500 ml olacak sekilde dH,O ile ayarlanip otoklavlanir. + 4 °C’de muhafaza edilir.

1 X tripsin; 5 ml 10 X tripsin + 45 ml PBS.

MTT; 250 ul FBS; 49,750 ml RPMI-1640 besiyeri igerisine ilave edilir. RPMI-1640 + %0,5

FBS besiyeri igerisine 0,025 gr MTT konulur ve ¢éziinmesi i¢in iyive karigtirilir.
%3 SDS; 1,5 gr SDS son hacim 50 ml olacak sekilde dH,O igerisinde ¢oziiliir.

40 mM HCl/izopropanol; 2 ml 1 M stok HCI + iizerine 48 ml izopropanol.

%0,1 Kristal viyole; 0,05 gr toz kristal viole 5 ml ethanol ile ¢oziiniir ve daha sonra iizeri son
hacim 50 ml olacak sekilde dH,O ile tamamlanir (Okur, 2010; Cavga, 2013).

8.11. Calismalarda Kullanilan Cihazlar

e Mikrobiyolojik (Lamin Air Flow) giivenlik kabini.

e Motic marka inverted (ters) mikroskop.

e Motic marka mikroskop kamerasi.

e HF 90 marka karbondioksit (CO,) inkiibatorii.

e BIO-RAD marka Smart SpecPlus model spektrofotometre.
o |IKA marka RCT basic model siticili manyetik karistirici.
e Jenco marka pH metre.

e GFL marka 2001/4 model saf su cihaz:.

e Wisd marka calkalayici.



Wisd marka calkalamali su banyosu.
ALP marka otoklav cihazi.

Hettich marka santriftjj.
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9. SONUCLAR

Bu tez ¢alismamizin amaci, proteozom inhibitérii bortezomib ve kemoterapotik ajan
cisplatinin 4T1 meme Kkanseri hiicrelerindeki etkilerini incelemektir. Cisplatinin 4T1
hiicrelerindeki ICsq degerini ve sagkalimi hesaplamak i¢in, farkli konsantrasyonlardaki cisplatin
(0,01 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM; 10 uM; 50 uM; 100 uM veya 200 pM) ile hiicreler 24 saat
muamele edilerek MTT testi yapildi. MTT testi ile elde edilen sonuglarin GraphPad Prism 3.03
progranu ile istatistiki analizi yapildi. Istatistiki analizin sonucuna gore cisplatinin ICs, degeri
14,2 uM olarak bulundu (Sekil 9.1). Elde ettigimiz bu sonug¢ bize cisplatinin 4T1 hiicreleri

izerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 9.1. Cisplatinin 4Tl hiicrelerindeki ICsy degeri ve % sagkalim grafigi. Farkh
konsantrasyonlardaki cisplatin ile 24 saat siire ile muamele edilen hiicrelerin 1Csy degeri MTT
testi ile tespit edildi.

Sekil 9.2’de 10 nM bortezomib, 1 uM cisplatin veya 10 nM bortezomib + 1 puM
cisplatin kombinasyonu ile 24 saat muamele edilen 4T1 hiicrelerinin morfolojileri inverted
mikroskopta 10X’lik objektif ile incelendiginde kontrol grubundaki hiicrelerin petriyi tamamen
doldurdugu ve hiicrelerin petri kabinin tabanina yapisik oldugu goriilmektedir. Bortezomib ve
cisplatinin ayr1 ayr1 muamelelerine bakildiginda hiicrelerin kontrol grubuna gore kismen az
oldugu; fakat ¢ok biiyiik bir fark olmadig1 gézlenmistir. Bortezomib + cisplatin kombinasyonu
inverted mikroskopta incelendiginde ise hiicre sayisinda 6nemli miktarda azalma oldugu ve
tutunma kaybi meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 9.2). Hiicrelerin morfoloji ve sayisinda

meydana gelen bu degisiklik bize 4T1 meme kanseri hiicrelerinin DNA sentezini bloke ederek
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hiicre boliinmesini durduran proteozom inhibitdrii bortezomib ve cisplatine karst hassas
oldugunu gostermistir. Bu sonug bize bortezomib ve cisplatinin birlikte kombinasyonunun 4T1

hiicrelerine kars1 daha etkili olacagi fikrini vermistir.
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Sekil 9.2. Bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun 4T1 hiicre morfolojisi tizerine etkisi.
Hiicre morfolojileri Motic marka inverted mikroskop kullanilarak 10X objektif ile incelendi ve
kaydedildi.

Elde edilen morfoloji sonuclarin1 desteklemek ve farkli ilag konsantrasyonlarinin 4T1
hiicreleri iizerindeki etkilerini ve % sagkalim oranlarim analiz etmek i¢in 35 x 10 mm!lik
petrilerde logaritmik faza gelene kadar ¢ogaltilan 4T1 hiicreleri 10 nM bortezomib, 50 nM
bortezomib, 1 uM cisplatin, 5 uM cisplatin veya bunlarin kombinasyonlari ile 24 saat siireyle
muamele edildiler. Daha sonra MTT testi gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar GraphPad
Prism 3.03 programu ile istatistiki olarak degerlendirildi. Sekil 9.3’de goriildiigii iizere, kontrole
gore 10 nM bortezomib hiicre sayisinda %44’°liik (p < 0,001); 50 nM bortezomib ise %66’ lik (p



36

< 0,001) bir azalma meydana getirmistir. 1 uM cisplatinin kontrole gore etkili olmadigi (p >
0,05); fakat 5 uM cisplatinin kontrole gore istatistiki olarak anlamli sonug¢ verdigi tespit
edilmistir (p < 0,001). Bu sonuglar bize bortezomibin 4T1 hiicrelerinde daha sitotoksik bir ajan
oldugunu gostermektedir. 10 nM bortezomib + 1 uM cisplatin kombinasyonu kontrole gore ve
tek tek ilag muameleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespi edilmistir
(kontrole gére ve 1 uM cisplatine gore p < 0,001; 10 nM bortezomibe goére p < 0,05). 10 nM
bortezomib + 5 uM cisplatin kombinasyonunun ise daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir (kontrole, 10 nM bortezomibe ve 5 uM cisplatine gére p < 0,001). 50 nM
bortezomib + 1 uM cisplatin kombinasyonu, kontrole gore ve tek basma uygulanan 1 pM
cisplatine gore anlamli sonug¢ verirken (p < 0,001); monoterapi olarak uygulanan 50 nM
bortezomib ile karsilastirildiginda ise anlamli bir fark vermemistir (p > 0,05). Kontrole,
monoterapilere ve kombinasyon tedavilerine gore istatistiki olarak en etkili ve anlamli sonucu
ise 50 nM bortezomib + 5 uM cisplatin kombinasyonu vermistir. Bununla birlikte 50 nM
bortezomib + 5 pM cisplatin kombinasyonu, 50 nM bortezomib + 1 uM cisplatin
kombinasyonuna gore daha etkili olmasina ragmen istatistiki a¢idan aralarinda anlamli bir fark

goriilmemistir (p > 0,05) (Sekil 9.3).
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Sekil 9.3. Farkli konsantrasyonlardaki bortezomib ve cisplatin kombinasyonlarimin 4T1
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi. 4T1 hiicreleri 10 nM bortezomib, 50 nM bortezomib, 1 uM
cisplatin, 5 uM cisplatin veya kombinasyonlar1 ile 24 saat muamele edildikten sonra MTT testi
gergeklestirildi ve GraphPad Prism 3.03 programu kullanilarak istatistiki analiz gergeklestirildi.
Kon, kontrol; Bor, bortezomib; Cis, cisplatin.
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MTT testi sonuglarim dogrulamak ve bu sonucu daha iyi anlayip net fikir yiiriitmek i¢in
bortezomib, cisplatin ve kombinasyonlarinin 4T1 hiicrelerinde koloni olusumu {iizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in yumusak agar testi yapilmaya karar verildi. Bu deney igin 4T1
hiicreleri 10 nM bortezomib, 1 uM cisplatin veya 10 nM bortezomib + 1 uM cisplatin
kombinasyonu ile 24 saat siireyle muamele edildi. Daha sonra Materyal ve Metot kisminda
anlatildign sekilde yumusak agar testi gerceklestirildi, koloniler kristal viyole ile boyandi ve
fotograflar1 ¢ekildi. Elde edilen koloni goriintiileri incelendiginde, bortezomib ve cisplatin
monoterapilerinin kontrole gore koloni olusumunu azalttigi goriilmektedir. Bunun yaninda
bortezomib + cisplatin kombinasyonunun monoretapilere goére daha da etkili oldugu

anlasilmaktadir (Sekil 9.4).

Kontrol 10 nM Bortezomib

1 uM Cisplatin 10 nM Bortezomib + 1 uM Cisplatin

Sekil 9.4. Bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun 4T1 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
yumusak agar testi ile goriintiilenmesi. Ug haftalik ila¢ muamelesi sonrasinda 4T1 hiicreleri
kristal viyole ile boyandi ve koloniler goriintiilendiler.
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Daha sonra her bir muameleye ait kolonlerin sayimi gerceklestirilmis ve elde edilen
sonuglarin GraphPad Prism 3.03 programu kullanilarak istatistiki analizi gergeklestirilmistir.
Sekil 9.5'te goriildiigii tizere koloni analiz sonuglar1 incelendiginde kontrol grubuna gore 10 nM
bortezomib muamelesinin istatistiki agidan anlamli bir etki meydana getirdigi gorilmektedir (p
< 0,001). 1 uM cisplatin muamelesi ise bekledigimizin aksine yumusak agar deneyinde
bortezomibe gore ¢ok daha biiyiik bir sitotoksik etkiye yol agmustir (kontrole gore p < 0,001; 10
nM bortezomibe gore p < 0,001). 10 nM bortezomib + 1 uM cisplatin kombinasyonunda koloni
sayisinda 10 nM bortezomib monoterapisine gore istatistiki olarak son derece 6nemli bir azalma
meydana gelirken (p < 0,001); 1 uM cisplatin monoterapisine gore ise nispeten daha az etkili
olmakla birlikte istatistiki acidan anlamli bir azalma tespit edilmistir (p < 0,05). Bu sonuglar
bize cisplatinin bortezomibin etkisini gii¢lendirdigini gostermektedir. Cisplatinin bu deneyde
asirt etkili olmasinin muhtemel sebebi ise yumusak agar deneyinde muhtemelen geri
doniisiimsiiz etki mekanizmasindan dolay1 asir1 toksik etki meydana getirmesinden dolayi

olabilir.
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Sekil 9.5. Bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun etkisinin koloni assay ile belirlenmesi.
Her bir petrideki koloni sayisi belirlendi ve GraphPad Prism 3.03 programu yardimryla istatistiki
analizler yapildi. Kon, kontrol; Bor, 10 nM bortezomib; Cis, 1 uM cisplatin.

Bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun sitotoksik etki mekanizmasini aydinlatmak

icin Kkaspaz-3 aktivitesi deneyi yapildi. Kaspaz-3, apoptotik yolda gorev alan efektor
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kaspazlardan bir tanesidir ve aktivasyonu sonucunda apoptotik kaskat (zincirleme reaksiyon)

baslatilmakta ve sonucunda hiicre dliimii ger¢eklesmektedir.

35 x 10 mm steril petri kaplarma 100000 4T1 hiicresi ekildikten sonra hiicreler
logaritmik faza geldiklerinde 10 nM bortezomib, 1 uM cisplatin veya 10 bortezomib + 1 uM
cisplatin kombinasyonu ile 24 saat muamele edildiler. Ilag muamelesinden sonra Materyal ve
Metot kisminda anlatildigr sekilde hiicrelerin lizisi gergeklestirildi, protein miktar tayini yapild,
BD Pharmingen kaspaz-3 substrati uygulandi ve sonrasinda SmartSpec Versaflour florometre
kullanilarak 380 nm eksitasyon ve 460 nm emisyonda kaspaz-3 aktivitesi 6lgtildi. Sekil 9.6°da,
10 nM bortezomib ile yapilan muamele sonucunda kaspaz-3 aktivitesinin kontrole gore 4,3 kat
arttig@1 gortlmektedir. 1 uM cisplatin monoterapisi ise kontrole gore kaspaz-3 aktivitesinde 1,9
kat artisa neden olmustur. 10 nM bortezomib + 1 uM cisplatin kombinasyonu ise kontrole gore
7,9 kat artis meydana getirmistir. Bu sonuglar bize bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun
monoterapilere gore kaspaz-3 aktivitesini Onemli bir sekilde arttirdigii ve dolayisiyla
apoptozisi daha fazla uyararak 4T1 meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimiinii daha fazla tesvik

edebilecegini gostermektedir.
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Sekil 9.6. Bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun kaspaz-3 aktivitesi tizerindeki etkisi. 10
nM bortezomib, 1 uM cisplatin veya 10 bortezomib + 1 uM cisplatin kombinasyonu ile 24 saat
muamele edilen hiicrelerin lizisi yapildi, protein miktar1 belirlendi, BD Pharmingen kaspaz-3
substrati uygulanarak SmartSpec Versaflour florometre iizerinde 380 nm eksitasyon ve 460 nm
emisyonda kaspaz-3 aktivitesi 6lgiilerek belirlendi. Kon, kontrol; Bor, 10 nM bortezomib; Cis, 1
uM cisplatin.
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10. TARTISMA

Hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde boliinmeyi siirdiirerek ¢ogalmasi ve normal doku ve
organlar1 sarmasi hali olan kanser; kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime yol acan
hastaliktir. Kanser tarih boyunca canlilarda sik karsilasilan bir problem olmustur ve tarihgesi
M.O. 3000 yilina kadar uzanmaktadir. Yiizden fazla tiirii vardir. Higbir canli DNA’s1 birbirine
benzemedigi i¢in kanser kisisel ve kompleks bir hastaliktir. Bu nedenle aym tedaviye farkli
cevaplar alinmasi beklenen bir sonugtur (Baykara, 2016). Endoskopik teshis igin gerekli olan
ultrasonografi, fiberoptik cihazlar, anjiyografi ve bilgisayar destekli tomografi timor teshisi ve
bulundugu yerin incelenmesi i¢in kullamilan cihazlardan bazilaridir. Patolog tarafindan
yapilacak histolojik inceleme teshis igin en Kkesin sonucu vermektedir. Kanser ig¢in en g¢ok
kullanilan tedavi yontemleri ise kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi operasyondur. Kok hiicre
nakli, hormon tedavileri, asilar ve gen terapileri gibi yontemler de kanserin tiiriine ve hastanin
ihtiyacina y6nelik olarak tercih edilebilecek yontemlerdendir (Kirdar, 1979; Baykara, 2016).
Bunun disinda da kanser tedavisi i¢in yeni metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu g¢alismada,
meme kanserinde yeni bir kemoterapik yol gelistirmek i¢in anti-kanserojenik bortezomib ve

cisplatin ajanlarinin 4T1 meme kanseri hiicrelerindeki etkileri incelenmeye karar verilmistir.

Cisplatin ile ilgili daha 6nceki ¢alismalara bakildiginda MCF-7 hiicrelerinde cisplatinin
ICso degerinin 43,5 uM olarak bulundugu goriilmektedir (Basma vd., 2005). Bizim yaptigimiz
caligmalarda ise 4T1 hiicrelerinde cisplatinin ICsy degeri 14,2 uM olarak tespit edildi. Bu
degerler bu ¢alismadaki 4T1 meme kanseri hiicreleriyle kiyaslanabilir niteliktedir. Daha &nceki
calismalarda 4T1 hiicrelerinin, p53-null (p53-yoksun) hiicreler oldugunu ortaya konulmustur
(Yerlikaya ve Erin, 2008). Mevcut ¢alisma verilerimizde ise bu anti-kanser kemoterapotik
ajanlarin, 4T1 hiicrelerinde p53-bagimsiz bir sekilde hiicre oliimiini  uyarabilecegini
gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismadaki sonuglar bize bortezomib + cisplatin kombinasyon
tedavisinin monoterapilerden daha etkili oldugunu isaret etmektedir. Cisplatin siklikla
kullanilan anti-kaserojen bir ajan olmasina ragmen elimizdeki veriler, bortezomib ve cisplatin
kombinasyonunun hayvansal timér modellerinde kullanilan metastatik 4T1 meme kanser
hiicrelerinde daha Once denenmemis oldugunu ortaya koymaktadir (Yerlikaya vd., 2013).
Ayrica, bortezomib ve cisplatin kombinasyonunun etkisi diger kanser hiicreleri i¢in de
denenmemistir. Ancak, EMT-6 meme karsinomas: ile ilgili Teicher ve arkadaslarimin yaptigi
¢alisma bortezomibin ve cisplatinin tiimér hiicrelerinin 6limiinii arttirdigini ortaya koymustur
(Teicher wvd., 1999). Baska bir c¢aligmada ise Richardson ve arkadaslar1 proteozom

inhibisyonunun kanser tedavisi {izerine etkisini arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda,
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benzer sekilde 20S proteozom inhibisyonu ile 60 tiimér hiicre hattindaki timor gelisiminin
engellenmis olmasi arasinda giiclii bir korelasyon (r* = 0,92) oldugunu ortaya koymuslardir

(Richardson vd., 2005).

MTT testinin sonuglartyla kiyaslandiginda, yumusak agar analizinde cisplatin
monoterapisinin daha az etki gostermesi bekleniyordu (yani petrilerde daha fazla koloni
olusmasi). Ancak, Sekil 9.5’de de goriilecegi gibi cisplatin ile tedavi edilen petrilerde sadece
%24 kolonilesme gozlenmistir (bu da cisplatinin MTT deneyine gore daha etkili oldugunu
gostermektedir). Bunun sebebinin de yumusak agar deneyinde hiicrelerin geri doniistimsiiz bir
sekilde hasar gormesi olabilecegi diisiiniilmektedir. 10 nM bortezomib ile muamele edilmis
petrilerde %72 koloni olusumu gozlemlenmistir. Bizden 6nce yapilan Adams ve Kauffman’in
caligmasinda ise bortezomibin bir ¢ok kanser hiicre tipine karsi etkili oldugu, PC-3 prostat
kanseri hiicrelerinin biiylimelerine engel oldugu ve apoptozisi tetikledigi goriilmiistiir. Ayni
caligmada topoisomerase I inhibitor CPT-11 ile kombinasyonun LoVo kolon kanseri ksenograft
modelinde tiimor biiyiimesinin anlamli derecede durdurdugu tespit edilmistir (Adams ve
Kauffman, 2004). Bu da bizim ¢alismamiza benzer sekilde bortezomibin kanser tedavisinde
etkin oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonu¢ MTT testi ile elde edilen sonuclarla tutarl
cikmustir. Bortezomibin, 26S proteozomunun yiiksek oranda segici ve tersine gevrilebilir bir
inhibitori oldugu bilinmektedir (Mimnaugh vd., 2004). Bu nedenle, yumusak agar deneyinde
kolonilerin sayisi ile cisplatin igin elde edilen MTT sonuglar1 arasindaki kismi farklilik ilaglarin
tersine ¢evrilebilirligi ile agiklanabilir. Benzer sonuglar diger geri doniisiimsiiz ilaglarda da elde

edilebilir ve kullanilan testler, ilaglarin bu tiir etkileri igin goz Oniine alinabilir niteliktedir.

flag direnci ise kanserin kemoterapik tedavisindeki en temel komplikasyondur ve bu
direng timor hiicrelerinin anti-kanser ilaglara bagl tedavisine cevap vermemesi halinde ortaya
¢tkmaktadir (Brabec ve Kasparkova, 2005; Torigoe vd., 2005). Kombine tedaviler yoluyla
birden fazla hiicresel yolun aym anda hedeflenmesi durumunda (&rnegin bu c¢aligmada
kullanildigr gibi ubiquitin-proteozomal yol ve DNA replikasyonu) ilag direnci

mekanizmalarinin gelismesi daha efektif bir sekilde engellenebilir.

Bu c¢alismada ortaya koyulan sonuglar, p53-null olan 4T1 hiicrelerinin bortezomib ve
cisplatin ile apoptozisin p53-bagimsiz indiiksiyon mekanizmasinin a¢iklanmasinda kullanilabilir
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma sonu¢ olarak, bortezomib + cisplatin
kombinasyonunun ilgili monoterapilere kiyasla daha etkili oldugunu, meme kanseri tedavisinde
yeni bir yaklasim sunabilecegini ve bu yiizden daha fazla laboratuvar ve klinik galismalarin

yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmustir.
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