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DOKSORUBISIN VE OMEPRAZOL ETKEN MADDELERININ MCF-7
KANSER HUCRE HATTI UZERINE ES ETKIN VE HUCRE ZEHIRLENME
ETKILERININ ARASTIRILMASI
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Prof. Dr. Yusuf TUTAR
Dr. Ogr. Uyesi Seving AKCAY

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen malign hastalik
tiurtidiir. Kanser tedavisinde uygulanan yontemler, yan etkiyi de beraberinde
getirdiginden yeni tedavi metodlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla iki veya daha
fazla ilacin kombine olarak kullanilmasi kanser tedavisinde etkili bir yol olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, antikanser ajan doksorubisin ve proton
pompast inhibitdrii omeprazoliin MCF-7 hiicreleri tlizerindeki ayri ayr1 ve kombine
kullanimlarinin hiicreler {izerindeki sitotoksik ve sinerjetik etkinliklerini arastirmaktir.
Ek olarak bu ¢aligma, proton pompasi inhibitdriiniin meme kanserinde kullanilan
sitotoksik ajanin etkinligini artirip artirmayacagini arastirmak igin tasarlanmigtir.
Kombine kullanimda; terapdtik etkiyi artirmak ve kemoterapotik ajana gelistirilen
direng ve yan etkileri azaltmak amaclanmistir. Bu sebeple etken maddelerin hiicreler
tizerine tekli ve kombine uygulanmasi sonucu MTT testi ile ICso dozlar belirlenmistir.
Ardindan sinerjetik etki hesaplanarak qPCR deneyleri icin RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi deneyi gerceklestirilmistir. Etken maddelerin apoptoz tizerindeki etkileri akis
sitometri ile tespit edilmistir. Doksorubisin ve omeprazol tek basma ve birlikte
kullaniminin MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki qPCR deneyi sonuglarinda anlamli degisim
gosteren mRNA’larin hangi yolakta rolii oldugu belirlenmistir. MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda apoptotik etkiye sebep olan proton pompasi inhibitdriiniin sinyal
yolaklarinda gen ifade diizeyindeki etkileri gdsterilmistir. Sonug olarak doksorubisinin
antikanser etkinliginin proton pompasit inhibitdrii ile arttigi gosterilmistir. Kombine
uygulamanin tekli uygulamaya gore hiicreler tizerinde daha gii¢lii bir sitotoksik etki
gosterdigi gozlemlenmistir. Etken maddelerin tek basina ve kombine kullaniminin hem
doz artim1 hem de zamana bagli olarak apoptozisi indiikledigi gorilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Doksorubisin, Inhibitér, Omeprazol, Meme Kanseri,
Sinerjetik Etki
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THE INVESTIGATION OF THE SYNERGETIC AND CYTOTOXIC EFFECTS
OF THE DOXORUBICIN AND OMEPRAZOLE ON THE MCF-7 CANCER
CELL LINE
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Breast cancer is the most common type of malignant disease among woman
worldwide. Since the methods used in cancer treatment bring with them side effects,
new treatment methods are needed. For this purpose, the combined use of two or more
drugs appears to be an effective way to treat cancer. The aim of this study is to
investigate the cytotoxic and synergetic effects of the anticancer agent doxorubicin and
the proton pump inhibitor omeprazole on MCF-7 cells, individually and in combination.
Additionally, this study was designed to investigate whether a proton pump inhibitor
would increase the effectiveness of a cytotoxic agent used in breast cancer. In combined
use; It is aimed to increase the therapeutic effect and reduce the resistance and side
effects developed to the chemotherapeutic agent. For this reason, IC50 doses were
determined by MTT test as a result of single and combined application of active
ingredients on cells. Then, by calculating the synergetic effect, RNA isolation and
cDNA synthesis experiments were performed for gqPCR experiments. The effects of
active substances on apoptosis were determined by flow cytometry. It was determined
in which pathway the mRNAs that showed significant changes in the gPCR experiment
results on the MCF-7 cell line were played by the use of doxorubicin and omeprazole
alone or together. The effects of the proton pump inhibitor on the signaling pathways at
the gene expression level have been demonstrated. As a result, it has been shown that
the anticancer activity of doxorubicin increases with the proton pump inhibitor. It has
been observed that combined application has a stronger cytotoxic effect on cells than
single application. It has been observed that the use of active substances alone and in
combination induces apoptosis depending on both dose increase and time.

Key Words: Apoptosis, Breast Cancer, Doxorubicin, Inhibitor, Omeprazole, Synergetic
Effect
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1. GIRIS

Viicudumuzdaki hiicreler kontrollii bir sekilde boliniir, ¢ogalir ve gorevlerini
yerine getirdikten sonra ise apoptoz denilen programli 6lim sekli ile dliime gider.
Hiicrelerin boliinme ve ¢ogalma mekanizmalarinda meydana gelen hatalar, hiicreleri
kanserlesmeye gotiiriir. Kanserlesen hiicreler, apoptoz denilen giivenli bir sekilde
ortadan kaldirilma sisteminden kagarak uzun siire hayatta kalabilme Kkabiliyeti
kazanirlar. Boylece kanser hiicrelerinin birikmesi ile primer tiimor odaklari olusur.
Invazyon yetenegi kazanan kanser hiicreleri ait olduklar1 yerlerden komsu dokulara
yayilarak kan dolasimina gecer ve metastaz denilen sekonder tiimor odaklar
olustururlar. Lodish ve ark. (2011).

Diinya Saglik Orgiitii- Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajans1 (IARC)’ nin 2020
yil1 verilerine gore Diinya’da toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi tanimlanmis ve
10,0 milyon kansere bagli oliim gerceklesmistir. Bu oliimlerin %90°1 metastaz
kaynaklidir. Metastatik hale gelen kanser hiicreleri kemoterapdtiklere direngli hale
geldiginden tedaviyi zorlastirmaktadir (Deo ve ark., 2022; Guo ve ark., 2020). Her yil
Diinya ¢apinda ise yaklasik 9.000.000 yeni kanser vakasi oldugu tahmin edilmektedir.
Kanser, gelismis iilkelerde oliim sebebi olarak ikinci sirada yer almaktadir. Ayrica
kanser kiiresel olarak Olimlerin  %10’unu  olusturmakla beraber, hastalik
arastirmalarinda en oncelikli hastaliklar arasindadir (Massardi, 2021).

Ayrica kanser; hastaligin ve tedavisinin getirdigi fiziksel, psikolojik, ekonomik ve
sosyal sorunlar ile hastalarin yasam kalitesini de 6nemli 6lgiide diisiirmekle birlikte
tilkelerin saglik sistemlerini de zorlagtirmaktadir. Tiim bu sebepler, kanseri bir toplum
sagligi sorunu haline getirmistir (Donar, 2021). Dolayisiyla kanser, hastalik
arastirmalarinda oncelikli olarak yer almaktadir.

Meme kanseri, diinyada en sik gozlenen ikinci, kadinlar arasinda ise en sik teshis
edilen kanser cesididir (DeSantis ve ark.,, 2015). Ayrica Uluslararasi Kanser
Aragtirmalart Ajansi (IARC)’ nin ¢alismalarina gore de kadinlar arasinda mortalitesi en
yiiksek olan ikinci kanser tiriidir (Orhan ve Hande, 2019). Meme kanserlerinin
cogunlugu, epitel hiicrelerden kdken alan karsinomlardan olusurken filloid tiimorler ve
bag dokusundan kaynaklanan sarkomlar da meme kanserlerinde nadiren goriilmektedir
(Feng ve ark., 2018).

Meme kanseri goriilme sikliginin artan yasam siiresi sebebiyle gelismis

tilkelerde, gelismekte olan {ilkelere kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
1



Buna karsin meme kanserinden 6liim oranlarinin gelismis tilkelerde daha diisiik olmasi
tarama ve tedavideki gelismelerin 6nemine dikkat ¢ekmektedir. (Orhan ve Hande,
2019).

Kadinlarda meme kanseri insidansi; yasam siiresinin artmasi, toplumdaki
bliylime ve gelisme, batili yasam tarzlarinin benimsenmesi ile yiikselis grafigi
cizmektedir (D'Souza ve ark., 2021). Meme kanserini tedavi etmek igin kullanilan
stratejiler, hastanin yasam kalitesini 6nemli 6lgiide diisiirmektedir. Oyleki kemoterapi,
radyoterapi ve Ozellikle koruyucu olmayan meme cerrahisini igeren geleneksel
yaklasimlar, meme kanseri tedavisi alan hastalarda agri, depresyon ve bilissel islev
bozukluklar1 gibi semptomlar ile iligskilendirilmektedir. Bununla birlikte meme kanseri
hastalarinda kemoterapi 6zelinde gen¢ hastalarda kemoterapinin tetikledigi erken
menopoz ve her yas grubunda kemoterapinin tetikledigi periferal noropati
gozlenebilmektedir (Chan ve ark., 2017). Ayrica ginlimiizde meme kanseri
insidansinda gozlenmeye baslayan artis hizinin, ilerleyen yillarda ortalama yasam
siresinin de artmast ile beraber daha fazla yilikselmesi beklenmektedir. Tim bu
nedenlerden otlirli  yenilik¢i tedavi stratejilerinin  gelistirilmesi  ve geleneksel
terapotiklerin kombinasyonlarinin ya da ilag tastyict sistemlerin kullanilmasi ile meme
kanserinde tedavi siireclerinin iyilestirilerek yan etkilerin azaltilmasi ve terapdotik
etkinligin artirilmas1 6nem kazanmaktadir.

Tiimor olusumunun molekiiler temeli ve tiplendirilmesinde son yillardaki 6nemli
ilerlemelere ragmen, yiiksek gelistirme maliyetleri ve diisiik basar1 oranlari nedeniyle
yeni terapdtik adaylari klinik 6ncesi ¢aligmalardan klinik deneylere getirmek dezavantaj
olusturmaktadir. Ilaglarmn yeniden konumlandirilmas stratejisi; mevcut olarak baska bir
tir patoloji i¢in kullanilan kimyasal bilesenler veya biyolojik maddelerden farkli
hastalik kosullarinda yararlanma siirecini gerektirir. Bu stratejinin avantaji, dnceden
kanitlanmis farmakokinetik, toksikoloji ve giivenlik verileri nedeniyle, bu tiir ilaglarin
klinik ¢alismalara muhtemelen daha hizli ve daha ucuza girmeleridir. Malign tiimorler
icin ilaglar, ilacin yeniden konumlandirilmasi ile bulunabilir. Dolayisiyla bu stratejiye
olan ilgi son yillarda giderek artmaktadir. Antineoplastik olarak kullanilmayan ilaglar
arasinda omeprazol, esomeprazol, pantoprazol, lansoprazol, rabeprazol ve ilaprazol gibi
gastrik proton pompasi inhibitér (PPI)'leri genel kullanimlar1 ile diisiik maliyetleri
acisindan avantajli goziikmektedir. Geleneksel sitotoksik ajanlarin aksine PPI'larin

kullanim1 tiimor mikrogevresini de hedefleyerek antitlimor etkinlik gdstermektedir.



Bunlarin disinda omeprazoliin ayn1 zamanda segici aril hidrokarbon reseptorii
(AHR) diizenleyicisi olmasi, meme kanseri tedavisinde doksorubisin gibi kemoterapotik
ajanlar ile kombine kullaniminin, timorlerdeki kemoterapotik ilag direncinin kirilmasi
ve metastazin onlenmesi gibi avantajlar saglayacagi c¢esitli calismalarda gosterilmistir

(Lu ve ark., 2017).

1.1. Amacg

Mevcut tez ¢alismasi, klinikte siklikla kullanilan, antikanser ajan doksorubisin
antibiyotigi ve gastrik proton pompasi inhibitdrlerinden omeprazol ilacinin MCF-7
meme kanseri hiicre hatt1 iizerine tek basina, kombine sekilde, doza ve zamana bagl
olarak kullaniminin hiicreler iizerine sitotoksik ve sinerjetik etkilerini belirlemek
amactyla yapilmistir. Ek olarak bu c¢alisma, proton pompasi inhibitérii 6zelliginde
omeprazoliin  meme kanserinde kullanilan kemoterapotik ajanin etkinligini artirip

artirmayacagini arastirmak i¢in tasarlanmastir.

1.2. Kanser

Kanser; bir doku ya da organdaki belirli hiicre gruplarinin genetik ve epigenetik
degisikliklere ugramasi sonucu hiicrelerin boliinme ve senesens kabiliyetlerinde
anormallikler goriilmesi, siradisi ¢ogalmasi ve sonug olarak saglikli dokulara giden
besin ve oksijen aligverisinin bozulmasi, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan hiicrelerin
invaziv yetenek kazanmasi, farkli doku ve organlara metastaz yapmasi ile tanimlanan

heterojen bir hastaliklar grubudur (TURK ve ark., 2020).

1.2.1. Kanserin Diger Hastahk Gruplan I¢erisindeki Yeri

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) resmi sayfasi giincel verilerine gore; diinya
genelinde oliimlerin ilk on sebebi sirasiyla iskemik kalp rahatsizliklari, inme, kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), alt solunum yollar1 enfeksiyonlari, kotii yeni
dogum kosullari, soluk borusu-brons-akciger kanserleri, demans, diyareye sebep olan
hastaliklar, seker hastaligi ve bobrek hastaliklar1 2019 yilinda diinyadaki yaklagik 56
milyon Oliimiin %55’ini olusturmaktadir. Eski yillarda mortalite agisindan oldukca
Oonem arz eden bulasici hastaliklar as1 ve diger pek cok hijyenik kosulun ¢agdas diinya
diizeninde temininin kolaylagsmasi ile 6nemini kaybetmis ve sonug olarak 2019 yilindaki
oliimlerin %74’ bulasic1 olmayan hastaliklardan meydana gelmistir. Oyleki kanser ¢ok
cesitli alt tiirleri ile birlikte diislintildiigiinde kalp damar hastaliklarindan sonra gelen

ikinci Oliimciil hastalik grubu olarak gozlenmektedir. Buna karsilik, az gelismis



tilkelerde halen basta kotii dogum kosullart olmak {izere alt solunum yollar1 hastaliklari,
diyareye sebep olan hastaliklar, sitma, tiiberkiiloz, AIDS gibi bulasic1 hastaliklar ilk on
0liim sebebi arasinda yer almaktadir. Ancak diinya genelindeki tabloya da yansiyan orta
ve c¢ok gelismis iilkelerde dogum oranlarinin azalmasi, konfor ve saglik kosullarinin
iyilesmesi ile azalan bedensel harekete ve ayrica tiim bunlarin getirdigi niifusun
yaslanmasina bagli olarak ilk on 6liim sebebi igerisinde gesitli kanser tiirleri, kalp
hastaliklar1, hipertansiyon ve demans olduk¢a 6nem kazanmistir ve ilerleyen yillarda bu
tarz hastaliklarin gériilme sikliginin artmasi beklenmektedir (WHO, 2020).

Tiirkiye’de toplam 6liim sebeplerinde ikinci sirada gelen kanser hastaligi icin
her y11 200.000'den fazla yeni tan1 alan birey saptanmaktadir. Ulkemizde en sik akciger,
meme, kolon, prostat ve mide kanserleri gdzlenmektedir (Donar, 2021). Istatistiksel
calismalara gore 2008 yilinda diinyada 8.000.000 olarak kaydedilen kanser nedenli
oliimlerin 2030 yilina kadar 11.000.000'a ulasacagi tahmin edilmektedir (Sun ve ark.,
2017). Tim bu sebeplerden Otiirii primer tiimdrleri ortadan kaldirmak ve metastazi

onlemek amaci ile etkili kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesi son derece miihimdir.
1.2.2. Karsinogenezin Genetik ve Biyokimyasal Alt Yapisi

Kanserlerin tamaminin sadece % 10-15"1 kalitimsal olarak ebeveynlerden gelen
genlerle aktarilmaktadir (CAKIR, 2012). Buna karsilik ¢ogu kanserlesme siireci, yasam
stiresi boyunca maruz kalinan ve sonucta genetik diizensizligi ve/veya epigenetik
degisimleri tesvik eden fiziksel kosullar (iyonize radyasyon, ultraviyole 1sinlar,
elektromanyetik alanda sapmalar, 1s1), kimyasal mutajenler ve biyolojik ajanlar (bazi
virlisler ve bakteriler) ya da endojen metabolizma sonucu olusabilecek spontan hasarlar
ile DNA'nin yapisinda ve/veya gen anlatiminin diizenlenmesinde meydana gelen
degisimler sonucunda olusmaktadir (Darwiche, 2020).  Ozellikle son yillarda
gerceklesen bilimsel c¢alismalarin da 1s18inda  karsinogenezin biyobelirtegleri:
mutasyonlar veya genetik diizensizlikler, hiicrelerin programli 6liimden kaginmasi,
otokrin olarak stirekli boliinme sinyali varligi, biiyiime baskilayicilarinin kaybi, anormal
telomeraz aktivitesi ile telomer uzunlugunun kisalmasi ile gerceklesmesi gereken DNA
replikasyonunun blokaji ve buna bagli olarak hiicresel senesensin ortadan kalkmasi,
hiicresel enerji sisteminin yeniden diizenlenmesi (6rnegin aerobik glikolizin tercih
edilmesi), anjiyogenezin aktiflenmesi, tiimér mikrogevresinde enflamasyonun

tetiklenmesi, malignant hiicrelerin immiin sistemden kagmasi ve invazyon ile



metastazin tetiklenmesi olarak 6zetlenebilmektedir (Sekil 1.2) ; (Hanahan ve Weinberg,
2011).
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Sekil 1.2. Kanserin biyobelirtegleri Hanahan ve Weinberg (2011)’den uyarlanmustir.

DNA onarimi ile iligkili (6rnegin BRCA1/2, ATM, ATR), DNA
replikasyonunun baskilanmasi ile iliskili (6rnegin Retinoblastoma proteini), hiicre
devrinin durdurulmasi (siklin ve sikline bagimli kinaz inhibitdrleri ve genomun
gardiyan1 olarak nitelendirilen p53) ve hiicre Oliimiinii tesvik eden proapoptotik
proteinler gibi tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonunu saglayan ya da saglikh
hiicrelerde hiicre sagkaliminda 6nemli olan protoonkogenlerin (6rnegin: antiapoptotik
proteinler, EGFR gibi biiylime faktorii reseptorleri; mitojenik sinyaller aktive edilen
kinazlar, Ras gibi bazit GTPazlar ve GTPaz aktive edici faktorlerin, steroid hormon
reseptorleri ve MYC gibi bazi transkripsiyon faktorleri) anormal aktivasyonu ile
onkogenlere doniisiimlerini saglayan mutasyonlar veya epigenetik degisiklikler
karsinogenezin ilk adimini olusturmaktadir (Darwiche, 2020).

Onkogenler veya tiimor baskilayici genler sadece protein kodlayan genler

degildir. Yukarida deginilen ¢esitli gorevlere sahip proteinlerin transkripsiyonlarini



epigenetik olarak diizenleyen veya translasyonlarim1 engelleyen uzun kodlanmayan
RNA'lar veya mikroRNA (miRNA)'lar da onkogen ya da tiimor baskilayici gen islevi
gorebilmektedir. Diizenleyici mekanizmasi sonucunda onkogen islevi géren miRNA'lar
da onkomir adini almaktadir (Anastasiadou ve ark., 2018). Malignant hiicrelerde
anormal hiicre bdliinmesi sonucunda hiicrenin DNA hasarlarini onaracak veya
mutasyonun zararl etkilerinden kaginmak i¢in hiicre 6liimiine gidilmemesi neticesinde
replikasyon hatalarinin birikmesiyle karsinogenezi tesvik eden ilk mutasyon disinda pek
cok mutasyon gozlenmektedir. Bu baglamda mutasyona ugramasi veya epigenetik
regiilasyonu ile kanser hiicrelerinin anormal ¢ogalmasi ve klonal seg¢ilimine pozitif
anlamda etki gosteren genlere "driver (siiriicii) genler"; buna karsilik mutasyonlari veya
epigenetik degisimleri ile karsinogenez siirecine pozitif veya negatif etki gostermeyen
genlere ise "passenger (yolcu) genler" denilmektedir (Banyai ve ark., 2021).

Uzerinde meydana gelen mutasyonlar karsinogenezi pozitif anlamda tetikleyen
genlere "Mut-driver genler"; buna kargin mutasyon olmaksizin epigenetik olarak
anlatimi artarak veya baskilanarak karsinogeneze pozitif anlamda katki saglayan genlere
ise "Epi-driver genler" denilmektedir. Buna karsilik yapilan ¢alismalarda karsinogenez
esnasinda meydana gelen genetik veya epigenetik degisimlerin ¢ok az bir kisminin
driver genler iizerinde oldugu gosterilmistir (Vogelstein ve ark., 2013). Kanser genom
atlasindan gekilen, 33 kanser tipini ve bunlarin alt tiplerini temsil eden 10.000'den fazla
tiimor 6rneginin tek nokta degisimi, kopya sayist degisimi, mRNA anlatim seviyesi, gen
flizyonlar1 ve DNA metilasyonu verilerini igeren biiyiik capli bir biyoinformatik
calismaya gore driver genler % 89 oraninda bir temsille: DNA onarimi, hiicre devrinin
ilerlemesi ve kontrolii, hiicre-hiicre iletisimi, hiicre farklilasmasi veya cogalmasi,
hiicresel stres cevabi tiim bunlarin temelinde ise hiicre sagkalimi ve 6liim karar iliskili
TP53, reseptor tirozin kinaz (RTK)/ Ras, fosfatidil inositol 3-kinaz (PI3K)/Akt, STAT,
WNT, APC, MYC, transformasyon biiyiime faktori-f (TGF-f), HIPPO, NRF2,
Hedgehog gibi 6nemli sinyal yolaklari tizerinde yer almaktadir (Sanchez-Vega ve ark.,
2018).
1.2.2.1. Proto-Onkogenler ve Onkogenlere Doniisiim Mekanizmalari

Proto-onkogenler; kodladiklar1 proteinlerin islevlerine gore; biiylime faktorleri,
biliylime faktorii reseptorleri, sinyal iletici-doniistiiriicii kinazlar ve mediyatorler, niikleer
transkripsiyon faktorleri, anti-apoptotik proteinler ve genomun gardiyani timor

baskilayici protein p53'iin degradasyonunu saglayan MDM2 proteinidir. Bu zamana dek



yapilan c¢aligmalarda 50-60 civarinda onkogen tanimlanmigtir. Biiyiime faktorii olarak
kodlanan proto-onkogenlere platelet tiirevli biiylime faktoriiniin (PDGF) B zinciri ile
fibroblast tiirevli biiyiime faktorleri-4/5 (FGF 4/5)'ni kodlayan genler; biiylime faktorii
reseptOrii olarak kodlanan proto-onkogenlere 6rnek olarak epidermal biliyiime faktori
(EGF) reseptorii islevi yapan RTK aktiviteli ERBB2 (veya HER2/neu) ile interlokin igin
plazma membran1 reseptorii islevi yapan RTK; kinaz aktiviteli sinyal iletici proto-
onkogenlere 6rnek olarak SRC ve ABL tirozin kinazlari, sinyal iletici mediyator olan
proto-onkogenlere 6rnek olarak GTPaz olan Ras ve guanin niikleotid degisim faktorii
olan SOS; niikleer transkripsiyon faktorii olarak kodlanan JUN, FOS, MYC, tiroid
hormon reseptorii o ve antiapoptotik protein olan Bel 2 6rnek olarak verilebilir
(Kontomanolis ve ark., 2020).

Proto-onkogenler Sekil 1.3’te Ozetlenen farkli bigimlerde onkogenlere
dontigebilmektedir. Onkogenlerin protein iiriinlerine onkoprotein denilmektedir. Protein
kodlanan bolgelerde meydana gelen mutasyonlar amino asit degisiklikleri sonucunda
daha fazla aktiviteye sahip onkoproteinlerin sentezine neden olabilir. Ayrica promotor
veya aktivator/inibitor DNA bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar da protein
kodlayan genin anlatiminin artarak karsinogenezin tetiklenebilecegi durumlar ortaya
koyabilmektedir. DNA {izerinde hareketli elementler olan transpozonlara bagli olarak
ya da fiziksel mutajenlere bagli olarak tetiklenen parga degisimleri sonucunda protein
kodlayan veya kodlamayan bolgeler arasinda gergeklesen translokasyonlar yeni ve
aktivitesi artmis protein cesitlerinin iiretimini tetikleyebilmektedir. En sik bilinen 6rnek
ise kronik miyeloid 16semi olusumunu tetikleyen 9. ve 22. kromozomlar arasindaki
translokasyon sonucunda BCR-ABL flizyon onkoproteininin {iretilmesidir. Ayrica
hiicrelerimizde DNA replikasyonu sirasinda gerceklesen endojen hatalar ile bazi proto-
onkogenlerin amplifikasyonu sonucunda ¢ok sayida protein {retimine sebep olan
onkogenik doniisiim gerceklesebilmektedir (Sekil 1.3) ; (Nussbaum ve ark., 2015)
Onkogenik aktivasyonlar genomdaki transpozon elemanlarinin hareketi veya RNA
retrovirlislerine  bagli  olarak genoma giren hareketli elemanlar ile de
tetiklenebilmektedir. RNA retroviriisleri ayrica genomda diizenleyici bdlgelere de
girerek gen anlatimlarinin  regililasyonu ile onkogen iretimine katkida
bulunabilmektedir. DNA viriislerinin ise kendi genomlarinin kodladiklar1 bazi
onkoproteinler gesitli kanserlerin gelisimine sebebiyet verebilmektedir (Kontomanolis
ve ark., 2020).
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Sekil 1.3. Proto-onkogenlerin Onkogenlere doniisiim mekanizmalart (Thompson &
Thompson genetics in medicine 8.th edition (2015)'dan alinmistir). (Nussbaum ve ark.,
2015).

1.2.2.2. Tiimér Baskilayic1 Genlerin Inaktivasyon Mekanizmalar

Tiimo6r baskilayict genlerin iglevleri temel olarak DNA onarimi, hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesi, hiicre proliferasyon sinyallerinin kapatilmasi, hiicre
farklilagsmasi ve hiicre oliimii ile iligkilidir. Tiimor baskilayaci genlerin karsinogenezi
tetikleyebilmesi i¢in genellikle her iki allelinde nokta mutasyonlari, delesyonlar veya
anormal mitotik boliinmeler ile kaybi1 gerekmektedir. Bu duruma "¢ift vurus" veya
"Konudson hipotezi" denilmektedir. Ailevi kanser sendromlarinda timor baskilayici
genin ilk kopyasinin ebeveynlerden mutant olarak geldigi, diger kopyanin ise hayat
stirecinde mutasyonlar ile kaybmnin yasandigi kabul edilmektedir. Bu duruma
heterozigositenin kaybi1 denilmektedir. Bununla birlikte p53 proteini tetramer olarak
islev gordiigiinden dolayr TP53 genindeki tek bir alelin kaybi sonucunda tetramer
icerisinde tek bir alt iinite mutant olacagindan karsinogenez tetiklenebilmektedir. Bu
durumda karsinogenezin gelismesinde her zaman "cift vurus" hipotezinin gecerli
olmadig1 anlagilmaktadir (Kontomanolis ve ark., 2020).

Yaymlanan pek cok calisma, genetik ve epigenetik bir olayin tiimor baskilayici
gen anlatimmin kaybina yol agtigi ¢ift-vurus modelinin, insan kanserlerinde tiimdr
baskilayic1 genlerin inaktivasyonunu tam olarak agiklamadigini gostermektedir. Bu
nedenle eldeki yeni verilerin de hesaba katilmasi ile Sekil 1.4'te gosterilen "¢oklu vurus
modeli"6nerilmektedir. Bu modelde diizenleyici bolgede, transkripsiyon faktorlerini
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kodlayan bolgelerde veya tiimor baskilayici proteini kodlayan bolgede gelisen
mutasyonlar disinda bu bolgelerdeki epigenetik baskilanmalar, protein iiriinlerinin
proteozomal degradasyonu ve nukleusa gocen tiimor baskilayict genlerin nukleusa
gOciiniin bozulmasina yol agan etmenler de hesaba katilmaktadir (Wang ve ark., 2018).
Okaryotlarda transkripsiyonu diizenleyen proteinlerin; farkli baglanma veya aktivasyon
domainleri igermeleri, birden fazla alt birimden olugmalar1 ve birden fazla faktoriin
birlikte ¢alismasi sebepleri ile bu sistemdeki proteinleri etkileyecek mutasyonlar veya
post-translasyonal modifikasyonlarin 6zellikle inaktivasyonu sporadik veya ailesel
meme kanseri gelisiminde de etkili olan PTEN fosfataz'in sentezine ket vurdugu
bilinmektedir. Ornegin PTEN geninin promotoru p53 tiimdr baskilayici transkripsiyon
faktorii ile regiile edildiginden, kanser cesitlerinde kaybi en fazla gbzlenen gen olan
p53'in inhibisyonu PTEN sentezine de ket vurmaktadir (Liu ve ark., 2017).
Karsinogenezde BRCAI, p53, APC ve Rb 'min yanlis lokalizasyonunun s6z konusu
olmasi da patogenezi tesvik etmektedir. Ornegin BRCA1'in ¢ogu meme ve yumurtalik
kanseri hiicre hattinda ve primer hiicre soyunda yiliksek diizeyde sitozolde lokalize
oldugu gozlenmistir. BRCAT1 proteininin C-ucunu etkileyen germ hatt1 mutasyonlarinin,
somatik hiicrelerdeki DNA hasar1 durumunda BRCA'in niikleusa gogiinii engelledigi
belirlenmistir. Normal sartlarda BRCAI1 ile iliskili RING alan proteini 1 (BARDI,)
BRCA1 proteininin N-ucu niikleer ihra¢ sinyalini maskeleyecek sekilde onunla
heterodimer olusturarak onun niikleusta tutulmasimi saglamaktadir. p53 proteininin
lokalizasyonu da sahip oldugu niikleer ihra¢ ve niikleer lokalizasyon sinyal motiflerine
baglanan diger proteinler ve c¢esitli post-translasyonel modifikasyonlar ile
diizenlenmektedir. Bu durumda niikleusa alim faktorlerinin miktarinin azalmasinin ve
niikleer ithrag faktorlerinin artmasinin karsinogenez ile uyumlu oldugu sdylenebilir. p53
protein miktarinin  diizenlenmesi ise, icerisinde c¢esitli endojen veya viral
onkoproteinlerinde bulundugu E3 ubikuitin ligaz ailesi tarafindan proteozom sistemine

yonlendirilmesi ile gergeklestirilmektedir (Sekil 1.4) ; (Wang ve ark., 2018).
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Sekil 1.4. Tiumdr baskilayict genlerin inhibisyonunda ¢oklu vurus modeli (Wang ve
ark., 2018)

Z.L.2.2.3. Tiumor Baskilayici Genler ile Kalitimsal ve Ailesel Kanser Sendromlarinin
Hiskisi

Tiimor baskilayici genlerin inhibisyonuna neden olan mutasyonlar kalitimsal
veya ailesel kanser sendromlarina sebep olabilmektedir. Kalitsal kanser sendromlarinda
belirli genlerin kayiplarinin tek basina yiiksek penetransi olmakla birlikte ailesel kanser
sendromlarinda daha fazla sayida ancak penetranslar1 diisiik gen mutasyonlarimin ve
cevreye bagli olarak epigenetik etkilerin karsinogenezisin gergeklesmesine etkisi daha
yiiksektir. Ailesel kanser sendromlar1 genellikle orta yaslarda kendini gosterirken
kalitimsal sendromlar genellikle daha gen¢ yasta kendisini gostermektedir. Ailesel
kanser sendromlar1 yaklasitk % 10-15 civarinda insidansa sahip iken, kalitimsal
sendromlarin insidansit % 5 civarindadir (Lalloo ve Evans, 2012). Hiicre devri ve
DNA onarimmu islevleri ile iliskili olan meme kanseri iliskili gen 1/2 (BRCA1/2)'leri
ailesel meme ve yumurtalik kanseri; genomun gardiyani olarak bilinen, hiicre devri

diizenlenmesi ve programli hiicre 6liimii tiplerinden apoptozun aktivasyonunda rol alan
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TP53 ve kontrol noktasi kinaz 1/2 genleri (CHECK 1/2) olduk¢a nadir gozlenen "Li-
Fraumeni sendromu” ile ; hiicre devri diizenlenmesi ve replikasyon fazina gegiste
onemli olan RB1 geni ailesel retinoblastoma ile; DNA yanlis eslesme onarimindan
sorumlu MSH2 ve MLH1 genleri ise kalittimsal non-polipozis kolorektal kanser
(HNPCC); DNA'daki ¢ift zincir kiriklari ile aktive olan ve hiicre devrini durduran ATM
serin/treonin kinaz ise Ataksi-Telanjicktazi sendromlar ile iliskilidir (Rahner ve
Steinke, 2008); Wang ve ark. (2018).

1.2.3. Hiicre Oliimii ve Karsinogenez iliskisi

Son yillardaki ¢alismalar sonucunda, 6ncesinde yalnizca programlanmis hiicre
6lumii olarak da bilinen apoptoz veya kontrolsiiz hiicre 6liimii nekrozdan ibaret sanilan
hiicre 6limi cesitlerine otofaji, nekroptozis, onkozis, piroptozis, ferroptozis, mitotik
katastrofi ve noronal toksisite gibi programli ya da kontrolsiiz hiicre oOliimii
mekanizmalar1 eklenmistir. Ayrica apoptozun birkag alt tipi oldugu ve apoptoz, nekroz
ve otofaji arasinda konusma noktalar1 oldugu gosterilmistir. Apoptoz, bir dizi enzimatik
stirecle birlikte DNA'nin ip merdiven gorinimii seklinde kesilmesi ve apoptotik
vezikiillerin ekstraselliiler alana sacgilmasi ile karakterize edilmektedir. Sonu¢ olarak
cevredeki dokulara minimum zarar verilmesi ile hasarli hiicreler viicuttan
temizlenmektedir. Bununla birlikte nekroz, genellikle, hiicre igeriginin ¢evre dokulara
dagilmas1 ve enflamasyonun tetiklenmesi ile sonug¢lanmaktadir. Otofaji ise normal
sartlar altinda proteozom sistemi ile birlikte hiicrenin temizlik ve geri doniisiim
mekanizmasini olusturan, farkli alt tipleri olan ve ayrica gerektiginde hiicre Sliimiinii
devreye koyabilen bir sistemdir (D’arcy, 2019).
1.2.3.1. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz tetiklenmesi asamasinda igsel ve digsal yolak olarak iki ana kisma
ayrilmaktadir ancak bu iki mekanizma alt yolaklarda baglanarak ortak bir sonucun
gelismesine neden olmaktadir. Apoptozun dissal yolak araciligi ile tetiklenmesi immiin
sistem hiicreleri aracilig1 ile parakrin veya jukstakrin olarak sunulan 6liim ligandlarinin
hedef hiicrenin plazma membrani iizerindeki 6liim reseptorlerini aktive etmesi ile 6lim
sinyalleri bir dizi adaptor protein, kinaz ve proteazlar ve niikleazlar araciligi ile hiicre
niikleusuna kadar iletimini saglayan siireci baglatmaktadir.

Apoptoz tetiklenmesi asamasinda igsel ve digsal yolak olarak iki ana kisma
ayrilmaktadir ancak bu iki mekanizma alt yolaklarda baglanarak ortak bir sonucun

gelismesine neden olmaktadir. Apoptozun digsal yolak aracilig ile tetiklenmesi immiin
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sistem hiicreleri araciligi ile parakrin veya jukstakrin olarak sunulan 6liim ligandlarinin
hedef hiicrenin plazma membrani iizerindeki 6liim reseptorlerini aktive etmesi ile 6lim
sinyalleri bir dizi adaptor protein, kinaz ve proteazlar ve niikleazlar araciligi ile hiicre
niikleusuna kadar iletimini saglayan siireci baslatmaktadir.

Apoptozun igsel yolaktan tetiklenmesi ise ¢evresel ve metabolik stres kosullari
tarafindan mitokondri membraninda por olusturabilecek pro-apoptotik proteinlerin
aktivasyonu ile baglayan ve mitokondri membranindaki reaktif bazi bilesenlerin
sitoplazmaya salinarak proteazlardan bagimsiz ya da proteazlarla dolayisiyla da dissal
yolakla baglantili olarak niikleusa iletilen bir sinyal kaskadini ihtiva etmektedir (Sekil
1.5). Carneiro ve El-Deiry (2020); (D’arcy, 2019).
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Sekil 1.5. Apoptozun molekiiler mekanizmast D’arcy (2019)'dan uyarlanmistir.
Apoptoz bagslica igsel ve digsal yolaklar aracilig ile tetiklenebilmektedir.

Apoptozun dissal yolaktan tetiklenmesini saglayan ligandlarin baslicalar1 ¢esitli
immiin sistem hiicrelerince sunulan tiimor nekrozis faktor (TNF), TNF ile iliskili
apoptozu indiikleyen ligand ve apoptotik antijen 1 (FAS) reseptorii ligandi (FasL)'dir.
Bu ligandlarin reseptorleri 6liim iliskili domain araciligi ile adaptor proteinler araciliyla

sistein-aspartat spesifik proteaz 8 (kaspaz-8)'in aktivasyonunu saglamaktadir. Kaspazlar
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birbirlerini keserek aktive eden proteazlardir ve sonucta kaspaz 3 araciligi ile
endonukleazlarin aktivasyonu ile DNA kesilimi, proteazlarin aktivasyonu ile ise hiicre
iskeleti ve diger protein birimlerin yikilimi tesvik edilmektedir. Ayrica DNA onarimini
saglayan Poli-ADP-Riboz polimeraz (PARP)'in kesilimi de tesvik edilerek DNA
onarimi engellenmektedir. i¢sel yolakta ise strese hassasiyet gdsteren p53 gibi proteinler
sayesinde B-hiicre lenfoma 2 (Bcl 2) ailesinden olan antiapoptotik ve pro-apoptotik
proteinlerin birbirleriyle fiziksel olarak etkileserek yarisan oranlarinda apoptoz lehine
bir sapma meydana getirilerek mitokondri membranindan: kaspaz 9'un aktivasyonunu
saglayacak apoptozom kompleksinin bileseni sitokrom C ve kaspazdan bagimsiz olarak
DNA'nin parcalanmasina vesile olan endoniikleaz G'nin salinimi gergeklesmektedir.
Kaspaz 9'un igsel yolaktan aktivasyonu ile Kaspaz 3' {in aktivasyonu sonucunda
kromatin ve hiicre iskeleti kondenzasyonu tetiklenmektedir (Sekil 1.5). Ayrica apoptoz
yolaklarinin hiicre sagkalimi ve cogalmasi ya da ilag direnci gibi diger sinyal
mekanizmalariyla konusmasi da hiicre 6liimii kararini etkileyebilmektedir (Carneiro ve
El-Deiry, 2020); Pfeffer ve Singh (2018).
1.2.3.2. Karsinogenezde Apoptozdan ve immiin Yanittan Kacimlma
Mekanizmalari

Onkogenler ve timor baskilayicilar; timor metabolizmasini  yeniden
programlarken, timor mikrogevresi veya terapinin dayattigi stresler (pH, hipoksi, besin
yoksunlugu, radyasyon, 1s1 ve ila¢g direnci) ayrica metabolizmayr yeniden
diizenleyebilmekte ve yeni metabolik bagimliliklar yaratabilmektedir. Apoptozun
kendisi enerjiye ihtiya¢ duyan bir stlire¢ oldugundan besin onciillerine ulasim ve onlarin
metabolizmasit apoptozu diizenleyen etmenlerdendir. Glutamin ve glikoz gibi
metabolitlerin spesifik Bcl 2 proteinlerinin anlatimlarmi ve baglanma 6zelliklerini
diizenleyerek igsel yolaktan apoptozu diizenledikleri tartisilmaktadir. Bu nedenle
tiimorlerin metabolizmaya bagimliliklarin1 hedeflemek terapdtik ¢aligmalar agisindan
umut vermektedir. Kanser hiicrelerinde pro-apoptotik Bcl2 iiyelerinin anlatimlar
azalirken ya da bu genlerin mutasyon veya epigenetik olarak kaybi avantaj
sagladigindan klonal olarak segilirken anti-apoptotik proteinlerin anlatimlar1 pozitif
olarak diizenlenmektedir. Ayrica ¢ogu karsinogenez siirecinde kaybedilen p53, normal
hiicresel kosullarda pro-apoptotik proteinlerin anlatimlarini tetiklemekteyken eksikligi
durumunda kanser hiicrelerinde apoptoza karsi direng tesvik edilmektedir Chlebowski
ve ark. (2005); (Sharma ve ark., 2019). Ornegin meme kanseri hiicrelerinde apoptozu

inhibe eden faktorler olan Bcl 2 ve survivin'in anlatimlarmin arttigi, buna karsin
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apoptozda ¢ok 6nemli role sahip kaspaz anlatimlarinin ise diistiigii gozlenmistir (Wang
ve ark., 2017).

Kanser hiicrelerinin digsal yolaktan apoptoza karsi direng gelistirilmesine yol
acan tiimor aracili immiin kagisin baglica mekanizmalari: tiimor antijenlerinin eksikligi
veya modifikasyonlari, immiin sistemdeki T hiicrelerine antijen sunumunda kullanilan
major doku uyumluluk proteini 1 (MHC 1)'nin diisiik anlatim1 veya antiapoptotik
fonksiyonlar ile iligkilidir. Tiimor iliskili antijenlerin herhangi bir modifikasyonu veya
mutasyonu, tiimor hiicrelerinin immiinojenisitesini degistirerek farkli kanser alt
tiplerinin farkli immiin tepki vermesine sebep olabilmektedir. Meme kanseri
hiicrelerinde genel anlamda; hiicrenin kendi oliimi i¢in gerekli Fas anlatiminin
azalirken karsidaki immiin sistem hiicresini 6ldiirmek i¢in sunulan Fas-L anlatiminin
arttig1 gosterilmistir. Ayrica normal sartlarda konak¢i bagisiklik sistemi tarafindan
dogal katil ve sitotoksik T hiicrelerine sunularak otoimmiiniteden kaginilmasina yol
acan insan lokosit antijeni -G (HLA-G)'nin meme kanseri hiicrelerinde anormal
anlatiminin immiin yanittan kacinilarak hastaligin kotii  seyretmesi ile iligkisi
gosterilmistir. Bununla birlikte tiimor mikrogevresinde bulunan tiimér iligkili lenfositler
ve diizenleyici T hiicreleri salgiladiklar1 sitokinler ile antijen sunumunu
diizenlemektedirler. Timor kaynakli enflamasyonu baskilamak igin diizenleyici T
hiicrelerinin immiin baskilayici sitokinleri salgilamasi da kanserde immiin kagisa sebep

olan bir etmendir (Bates ve ark., 2018); Wang ve ark. (2017).

1.2.4. Karsinogenezde Hedefe Yonelik Terapotik Stratejiler

Meme kanseri de dahil olmak {izere ¢cogu karsinogenezde genel hedefe yonelik
terapotik stratejiler malignant hiicrelerde: enerji metabolizmasinin bozulmasini; hiicre
sagkalimmi tetikleyen biiylime faktorii sinyallerinin engellenmesini; hiicre devrinin
akigin1 saglayan sistemlerin inhibisyonunu, replikatif senesensin saglanmasini; DNA
onariminin engellenmesini;  anjiyogenez, invazyon ve metaztazin inhibisyonunu;
timoriin immiin sistemden kacisinin engellenmesini ve bu kacis1 tetikleyecek
mikrogevre enflamasyonun baskilanmasini ve apoptozun tesvikini hedeflemektedir. Bu
baglamda epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR), sikline bagimli kinaz
(CDK)'lar1, sitototiksik T lenfosit iliskili protein 4(CTLA4)", telomerazi, aerobik
glikolizi, PARP"1, vaskiiler-endotelyal biiyiime faktorii VEGF sinyalini ve hepatosit
bliylime faktorii reseptorii (HGFR)'nli hedefleyen monoklonal antikor (mAb)'lar veya

kiiclik molekiillii inhibitorler ile antiapoptotik Bcl-2 proteinlerini saf dis1 birakacak olan
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apoptozu tesvik eden Bcl-2 proteinlerini taklit eden ajanlarin gelistirilmesi son yillarda
onem kazanmistir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

1.3. Meme Kanseri

Meme kanseri ¢ogunlukla memenin lobiilleri ve kanallarindan kaynaklanmakta
olan; molekiiler diizeyde ise somatik gen mutasyonlari, kopya sayis1 degisiklikleri ve
kromozom yapisal yeniden diizenlemeleri sonucunda yiiksek genomik kararsizlik ile
karakterize edilen heterojen bir hastalik grubudur (Testa ve ark., 2020). Diinyada her
yil 1.500.000'dan fazla kadin meme kanserine yakalanmaktadir. Buna karsin meme
kanseri insidansi ve mortalite oranlart diinya lizerinde iilkeden iilkeye degiskenlik

gostermektedir (Sun ve ark., 2017).

1.3.1. Diinya'da ve Tiirkiye'de Meme Kanseri
1.3.1.1. Meme Kanseri

Epidemiyolojik olarak, Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika'da meme kanseri
insidans1 en yiiksek; Giliney Avrupa ve Giiney Amerika orta derecede; Asya ve
Afrika'da ise dislik insidans oranlari goriilmektedir. Cin, genel olarak diisiik meme
kanseri insidans alanina dahil olmasina ragmen, biiylik ve orta biiyiikliikteki sehirlerde,
kirsal ve i¢ bolgelere gore daha yiiksek bir insidansa sahiptir. Bu da meme kanserine
yatkinlikta genetigin yani sira ¢evresel faktorlerin de etkili oldugunu gostermektedir
(Massardi, 2021). Asya'da her 35 kadindan birinde gézlenen meme kanseri, gogunlukla
Giliney Asyanin gelismekte olan ilgelerinin yogun niifuslu bolgelerinde gézlenmektedir
(Akram ve ark., 2017). Ornegin Endonezya'da her yeni kanser tamisindan % 41.6's1
meme kanseri vakasidir (Massardi, 2021). Hawai, Kaliforniya ve Kanada da en yiiksek
meme kanseri insidans oranlar1 gozlenmektedir.

Meme kanseri insidanslar diisiik olan Japonya, Singapur ve Cin'de ise 1975'ten
bu yana sosyoekonomik agidan batili tarzda bir yasam big¢imi segildiginden meme
kanseri insidansi artmaktadir. Bununla birlikte meme kanserindeki en yiiksek insidans
artislart Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Ispanya ve Isveg'te gdzlemlenmistir
(Aslan, 2007). Oyleki ABD'de 2017 yilinda 250.000'den fazla yeni vaka tespit edilmistir
ve yapilan istatistiksel ¢alismalara gore ABD'de tiim kadinlarin % 12'sinde yasamlarinin
herhangi bir kisminda meme kanseri teshis edilecektir (Waks ve Winer, 2019).
Tiirkiye’nin dogusunda meme kanseri insidanst 50/100 000 iken, batisinda bu oran

20/100 000 olarak bildirilmektedir (Kaplan ve ark., 2011).
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Bununla birlikte 1994 yilinda iilkemizde ortalama 24/100.000 meme kanseri
insidansinin yillar i¢inde artarak 2015'te 43.8/100.000 'e ulastigt hem de ortalama
goriilme yasmin giderek diistiigii gozlenmektedir (Ozmen ve ark., 2019). Ornegin
Kuzey Avrupa iilkelerinde meme kanseri vakalarinin % 70'1 50 yas iizerinde iken,
tilkemizde menopoz 6ncesi donem olan 50 yas altinda meme kanseri goriilme siklig1
tim vakalarin % 50'sidir (Kozan, 2016). Ayrica Bati iilkelerinde 40 yasin altindaki
meme kanseri vakasi oran1 tim meme kanseri vakalarinin % 5 ila % 7'si civarinda iken
Tiirkiye'de ise tim meme kanseri vakalarinin % 20'si 40 yasin altindadir (CABUK ve
ark., 2014).

1.3.1.2. Meme Kanseri Mortalitesi

Diinya'da kansere bagli dliimlerin besinci en yaygin nedeni meme kanseridir.
Muhtemelen meme dokusu hayati devam ettirebilmek icin zorunlu bir organ
olmadigindan meme kanserinde sag kalim oranlar1 metastaz olmadig siirece yiiksektir
(Feng ve ark., 2018). Gelismis iilkelerdeki iyilestirilmis tedavi yontemleri ve erken
teshis, hastalarin sag kalim oranlarini arttirmistir. Oyleki 1990'lardan beri meme kanseri
mortalite oranlari % 25 azalmistir (Yue ve ark., 2013). Buna karsin gelismekte olan
tilkelerde ve 6zellikle de az gelismis iilkelerde; hastaligin gec teshis edilmesi, onkolojik
altyapmin yetersiz olmasi ve uygun maliyetli tedavi rejimlerine ulasilamamasi
nedeniyle sagkalim oranlar1 daha duisiiktiir
(Sharma, 2021). Cin ve Japonya gibi Asya iilkeleri, Amerika Birlesik Devletleri ve
Kuzey Avrupa iilkelerine kiyasla daha diisiik meme kanseri mortalitesi gostermektedir
(lacoviello ve ark., 2020). Yapilan istatistiksel bir ¢alismada Tirkiye'de 1987-2008
yillart arasinda 23.000 meme kanseri 6liimii meydana geldigi, bununla birlikte bu
aralikta yillik 6lim oranmin 100.000 kadindan 11.9 oldugu belirlenmistir. Ayrica
Tiirkiye'de meme kanseri mortalitesinin 2003 yilindan itibaren artti§1 ancak bu artigin

daha ziyade 65 yas altinda oldugu anlasilmistir (Dogan ve Toprak, 2014).

1.3.2. Saghkhh Meme Dokusunun Yapisi ve Fizyolojik Diizenlenmesi
1.3.2.1. Memenin Histolojisi ve Anatomisi

Meme asimetrik bir bag dokusu igerisinde yer alan tiibiilo-alveolar bir organdir.
On gogiis duvarinda bulunan meme; deri, deri alti dokusu ve meme dokusundan
olusmaktadir. Meme dokusunun yapist Sekil 2.5'te gosterilmistir. Kadinlarda meme
dokusu gelisimi embriyonik evreden hamileligin basina degin devam eden, modifiye

olmus ve son derece Ozellesmis bir ter bezi cesididir. Epitel doku toplam meme
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hacminin % 10-15'ini kaplamakta, geri kalan kismi ise stromal elemanlardan
olugsmaktadir. Meme bezindeki iki temel hiicre yapisindan biri olan bazal hiicreler diiz
kas aktininin anlatimini gerceklestirmekte ve meme bezinin yapisindaki liimen hiicre
tabakasini ¢evrelemektedir. Diger temel hiicre yapisi luminal hiicreler ise meme
kanallar1 ile alveollerin liimenini kaplamaktadir ve Iuminal hiicreler hormon
reseptorlerinin anlatimi bakiminda pozitif ya da negatif olabilmektedir. 15-20 lobdan
olusan meme dokusunda her bir lob 20 ila 40 lobiile ayrilmaktadir. Her bir lob biiyiik
bir siit kanalina bosalmaktadir. Siit veren kanallar areolanin altinda siit veren bir siniise
genisler ve daha sonra daralmis bir delikten meme ucuna agilir. Loblar bosluklar ise yag
dokusu ile doludur (Sekil 2.5). Memeden ¢ekilen lenfatik sivinin % 75'inden fazlasi
aksiller lenf diiglimlerinden ge¢mektedir. Aksiller bolgede 20 ile 30 civarinda lenf
diiglimii bulunmaktadir (Ellis ve Mahadevan, 2013; Feng ve ark., 2018; Pandya ve
Moore, 2011).

Pektoralis major

Pektoralis mindr

Yag dokusu

Lobuller
Kanallar

Areola

T~Meme basi

Sekil 1.6. Memenin anatomik ve histolojik yapist (Feng ve ark., 2018)’den alinmstir.
1.3.2.2. Meme Dokusunun Hormonal ve Parakrin Diizenlenmesi
Progesteron, androjenler ve  Ostrojenler steroid yapili  hormonlar
kategorisindedir. Bu steroid hormonlar kolesterol iizerinden sirasiyla progesteron,

androjenler ve Ostrojenler olmak iizere ara molekiiller aracilig1 ile sentezlenmektedir.
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Androjenlerin Gstrojenlere doniisiimiinden aromataz enzimi sorumludur. Kadinlarda
endojen Ostrojenler hamilelik disinda menopoz Oncesi donemde genellikle
yumurtaliklarda iiretilmektedir. Kan plazmasinda bulunan ii¢ Ostrojen formu Ostron
(E1), B-ostradiol (E2) ve ostriol (E3)'diir. En ¢ok salgilanan 0&strojen formu
yumurtaliklar tarafindan B-6stradioldiir. Ostrojen potansiyeli diger iki formdan oldukca
fazla olan E2 bu nedenle ana dstrojen hormonu olarak kabul edilmektedir. E2 sentezi
menars ile menopoz arasinda oldukca yliksektir ancak menopoz sonrasinda miktarinda
biiyiik diisiis yasanmaktadir (Massardi, 2021).

Hamilelik esnasinda meme biiylimesini tesvik eden baslica faktorler Gstrojen,
progesteron, biiyiime hormonu, prolaktin ve plasental hormonlardir. Dogumdan sonra
Ostrojen ve progesteron seviyeleri diismekte; bu asamada prolaktin, bilylime hormonu
ve insiilin ile birlikte siit iiretimi ve salgilanmasina yardim etmektedir. Oskitosin ise
emzirme esnasinda sinirsel uyarim yolu ile siitiin salgilanmasini diizenlemektedir.
Menopozun baslangicinda Ostrojen ve progesteron seviyesindeki iistsel azalis meme
dokusunda glandular doku miktarinda azalis ve yag dokusu miktarinda artisa sebep
olmaktadir. Sonucta meme tiimdrlerinin mamografi ile tespiti menopoz sonrasinda
kolaylasmaktadir. Endokrin faktorlerin yaninda meme dokusu icerisinde hiicre
boliinmesini ve farklilagsmasini diizenleyen, uyarici veya inhibe edici bir dizi parakrin
faktor vardir. Bu parakrin diizenleyiciler; insiilin benzeri biiylime faktorlerini, EGF ve

TGFp'y1 icermektedir (Bistoni ve Farhadi, 2015; Ellis ve Mahadevan, 2013).

1.3.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserine neden olan pek cok risk faktorii bulunmaktadir. Bu risk
faktorleri cesitli kategoriler altinda simiflandirilabilir. Ancak genis kapsamiyla
onlenemez, onlenebilir ve yari-onlenebilir risk faktorleri olarak {i¢ ana gruba ayirmak
miimkiindiir; bununla birlikte bazi risk faktorleri halen tartisiilmaktadir (Tablo 1.2.).

Onlenebilir risk faktdrlerinden olan ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapmak ya
da hi¢ dogum yapmamak, bebek emzirmemek, ge¢ yasta menopoza girmek, uzun siireli
dogum kontrol hapi kullanimi, obezite, menopoz sonrasi diizenli fiziksel egzersiz
yapmamak ve sismanlik, iyonize radyasyona maruz kalmak, koltuk alt1 ter dnleyici
losyon kullanmak, sigara igmek, alkol kullanmak, meyve/sebze/balik tiikketiminin az
olmasi, fazla kahve igmek ve yagli diyetin meme kanseri riskini arttirdigr pek g¢ok
calismada gosterilmistir.  Onlenemez risk faktorleri ise genetik risk faktorleri,

demografik risk faktorleri ve kisisel saglik gecmisi ile alakalidir. Yar1 onlenebilir risk
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faktorlerine ise menopozdan sonra kanda yiiksek miktarda Ostrojen, androjen veya
prolaktin bulunmasi gibi hormonal risk faktorleri; erkeklerde jinekomasti ve testikiiler
anormallikler, diyabet, karaciger hastaliklari, ¢esitli pestisit ve mutajenik ajanlara maruz
kalmak, emzirme siiresinin disiikliigii, sosyo-ekonomik faktorler, mesleki risk
faktorleri, glinlik yasamdaki stres ve bunlarla iligkili olarak uykunun siiresi ve
kalitesindeki bozukluklar 6rnek verilebilir. Buna karsin, onlenebilir risk faktorlerinden;
kiirtaj, ovulasyonu arttirict ilag kullanimi, fazla kahve tiiketilmesi, fazla cep telefonu
kullanimi, 6nlenemez risk faktorlerinden; kan grubu, ilk menarsin goézlendigi yas ve yari
Onlenebilir risk faktorlerinden uyku siiresinin az olmasi gibi olasi risk faktorlerinin
meme kanseri lizerindeki etkinlikleri tizerindeki g¢aligmalarda heniiz herkesin kabul
ettigi ¢cikarimlara varilamamastir.

(Brown ve ark., 2020; Dogan ve Toprak, 2014; Giordano, 2018; Kapoor ve ark., 2021,
Momenimovahed ve Salehiniya, 2019; Parida ve Sharma, 2020).

Tim bu kaynaklardan yararlanilarak meme kanseri risk faktorleri Tablo 1.2'de

Ozetlenmistir.
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Tablo 1.2. Meme kanserinde 6nlenebilir, 6nlenemez ve yari 6nlenebilir risk faktorleri

ONLENEBILIR RISKLER ~ONLENEMEZ YARI-ONLENEBILIR TARTISMALI RiSKLER
RISKLER RISKLER
Dogum kontrol haplari Cinsiyet (kadin olmak) Menapozdan sonra kanda Kan grubu

AlKkol tiiketimi

Cep telefonu kullanim

siireleri

Evlilik, ilk hamilelik ve

dogum yaslari

Ovulasyonu uyaran ila¢

Kkullaninm
Fazla kahve tiiketimi
Dogum ve Kkiirtaj sayisi

Menapoza ge¢ yasta
girmek

Menapozdan sonra

hareketsiz yasam tarzi

Iyonize radyasyona

maruz kalma

Az ya da hi¢ meyve-sebze

ve bahk tiiketimi
Sigara icmek

Koltuk alt1 ter 6nleyici

losyon kullanim
Obezite veya kotii diyet

Menopozdan sonra fazla

kilolu olmak

BRCA 1/2 ve diger baz

gen mutasyonlari

Etnik koken (6rnegin
Afrikali Amerikan

olmak)

Aile hikayesinde meme

kanseri bulunmasi
Kanser oykiisii olmasi
iyi huylu meme tiimérii
Yaslanmak

Yiiksek kemik

yogunlugu
Uzun boylu olmak

Yiiksek meme dokusu

yogunlugu
Kan grubu

ilk menars gozlenme

yasinin Kiiciik olmasi

Lobiiler in situ

karsinoma

Erkeklerde Klinefelter

sendromu

yiiksek ostrojen

seviyesi(menopoz sonrasi

hormon takviyesi)

Kanda yiiksek miktarda
androjen veya prolaktin

seviyesi

Kisa periyotta ya da hic

emzirme

Erkeklerde jinekomasti ve

testikiiler anormallikler

Meslek (gece ¢calismak veya

vardiyalh is, mutaenik
kimyasallara ve
radyasyona maruz
kalmak)

Uyku siiresi ve Kkronik
uykusuzluk

Cevre ya da yiyecekler
aracith@r ile mutajenik
kimyasallara (Ornegin
pestisitlere) maruz kalmak,

hava kirliligi

Sosyo-ekonomik faktorler

(gelir, egitim, vb.)

Giinlik yasamda stres
diizeyi (drnegin: is kaybi,
yas, yakimm kaybetme
korkusu, bosanma, gecim

sikintisi)

Diyabet

Karaciger hastahiklar

Diisiik yapmak veya

kiirtaj

ilk menarsin gozlendigi

yas

Ovulasyonu uyarici

ilaglar
Fazla kahve tiiketimi

Cep telefonu kullamm

siiresi

Uyku siiresi
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1.3.3.1. Demografik Risk Faktorleri

Cinsiyet:

Meme kanseri genellikle kadinlarda, bunun yaninda yaygin olmasa da erkeklerde de
gozlenmektedir. Oyleki tan1 konulan 100 meme kanseri vakasindan 1'i erkek bireydir ve
meme kanseri erkeklerde tiim kanserlerin % 1'inden azini temsil etmektedir. Bir erkek
icin yasam boyu meme kanseri riski, bir kadin i¢in olan 1:8'e kiyasla 1:1000
oranindadir. Buna karsin  "Siirveyans, Epidemiyoloji ve Nihai Sonuglar
(SEER)"programindan elde edilen veriler, yasa gore diizeltilmis meme kanseri insidansi
1975'te genel popiilasyonda 100.000 erkek basina 0.85 vakadan 2011'de 100.000'de
1.43 vakaya yiikselmistir (Giordano, 2018).

Yas:

Kadinlarda meme kanseri insidans orani yasla birlikte artmakta, ortalama menopoz
yasinda (45-55) maksimum olmakta, sonrasindan sabit kalmakta veya diismektedir.
Ornegin 2016'da meme kanserine baglt 6liimlerin % 99.3"i 40 yas iizerinde, % 71.2'si
de 60 yas tizeri kadinlarda gozlenmistir (Sun ve ark., 2017). Ancak genglerde riski daha
diisiik gozlenen meme kanseri s6z konusu oldugunda genellikle daha agresiftir, lenf
nodlarina metastaz oranlar1 daha yiiksektir ve sag kalim oranlan diisiiktiir
(Momenimovahed ve Salehiniya, 2019). Erkeklerde de meme kanseri yasla iliskili bir
hastaliktir ve insidans oranlari yasla birlikte istikrarli bir sekilde artmaktadir. Ortalama
tan1 yasi olan 67, erkekler igin kadinlara gore yaklasik 5 yas daha biiyiiktiir (Giordano,
2018).

Aile Hikayesi:

Tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik 1/4’iinde meme kanseri vakalar aile igerisinde
sikca gozlenmektedir. Ornegin anne veya kiz kardesinde meme kanseri goriilen
kadinlarda risk 1,75 kat; iki veya daha fazla birinci dereceden akrabasinda meme
kanseri goriilen kadinlarda ise 2,5 kat ve lizerinde artmaktadir. Ayrica babasi veya erkek
kardesinde meme kanseri goriilen kadinlarda da meem kanseri riski artmaktadir (Feng
ve ark., 2018). Bunun yaninda birinci derece akrabalarinda yumurtalik ya da erken
baslangicli prostat veya sarkoma goriilen kadinlarin da meme kanseri riski artmaktadir
(Lalloo ve Evans, 2012). Ayrica birinci dereceden akrabasi olan erkeklerde meme
kanseri riski iki katina ¢gikmaktadir (Giordano, 2018).
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Etnik Koken:

Beyaz kadinlarin meme kanseri insidansi siyahi, Hispanik ve Asyali kadinlardan biraz
daha fazladir. Ornegin programindan elde edilen verilere gore yasa gore diizeltilmis
meme kanseri insidanst 100.000 kiside; beyaz kadinlar igin 141, Afrika kokenli
Amerikalilar i¢in 122, Asyali/Pasifik adalilar i¢in 97, Hispanikler ve Amerikan
Kizilderilileri/Alaska yerlileri i¢in 58'dir. Buna karsin siyahi kadinlarda 45 yasin altinda
niikleer dstrojen reseptorii (ER) negatif teshis edilen daha agresif, daha ileri evre meme
kanseri gelisme olasilig1 ve buna bagli olarakta meme kanseri mortalite oranlar1 daha
yiiksektir (Chlebowski ve ark., 2005). Ayrica siyahi erkekler meme kanseri agisindan
Hispanik olmayan beyaz erkeklere gore daha fazla risk altinda goériinmektedir
(Giordano, 2018). Ayrica kalitimsal ve ailesel meme kanserinde inaktivasyonu sikca
gozlenen BRCA geni mutasyonlarinin Dogu Avrupa kokenli Yahudiler'de daha sik
gozlendigi belirlenmistir (Feng ve ark., 2018).

1.3.3.2. Genetik Risk Faktorleri

Yapilan cesitli caligmalar sonucunda kalitimsal ve ailesel meme kanserinde
BRCAL, BRCAZ2 ve TP53 % 40-85'lik yasam boyu kanser risk oranlariyla yiiksek riskli
genler; PALB1, BRIP, ATM ve CHEK2 dahil olmak iizere orta riskli genler (% 20-40
risk) ve biiyiik Ol¢iide genom ¢apinda iliskilendirme g¢alismalart (GWAS) yoluyla

tanimlanan bir dizi diisiik riskli genler tespit edilmistir (Lalloo ve Evans, 2012).
BRCA1 ve BRCA2 :

Kalitsal meme kanserlerinin yaklasik % 20-25'i, tim meme kanserlerinin ise %
5-10'u tiimor baskilayict BRCA1/2 mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Kadinlarda
Oomiir boyu kanser gelisimi riskinin BRCA1 gen mutasyonununa sahip bireylerde % 50-
55, BRCA2 gen mutasyonuna sahip bireylerde ise % 45 oldugu gosterilmistir (Feng ve
ark., 2018). Ayrica kadinlar ve erkeklerde meme kanseri igin baslica ortak genetik risk
faktorii BRCA2 geni mutasyonlar1 olarak bildirilmistir. Ancak BRCA 2 mutasyonu
kaynakli erkeklerde Omiir boyu meme kanseri riski yalnizca % 6.8'dir
(Momenimovahed ve Salehiniya, 2019). Otozomal-dominant olarak kalitilan
(BRCA1/2)'ye bagh kalitimsal meme ve yumurtalik kanserlerinin insidanst 1:500 ila
1000 arasinda degisirken, otozomal resesif olarak kalitilan Ataksi-Telanjiektazi' nin
insidansi 1:40.000 ila 1:100.000 arasinda degismektedir.
Bu baglamda kalitimsal meme ve yumurtalik kanserinin HNPCC ile birlikte sik

gozlenen kalitimsal kanser sendromlart oldugu belirtilmistir (Rahner ve Steinke, 2008).
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Diger Onemli Tiimér Baskilayic1 Genler:

Tiimdr baskilayici proteinleri kodlayan genlerden en onemlilerinden olan TP53
meme kanserlerinin yaklasik % 30'unda mutanttir. ATM mutasyonlar1 6zellikle 50 yas
alt1 kadinlarda meme kanseri riskini 5 ile 9 kat arttirmaktadir. E -kaderini kodlayan
CDH1'in lobiilar meme karsinomlarinin % 85'inde inativasyonu s6z konusudur. RB
inaktivasyonu meme kanserlerinde % 25-35 oraninda gozlenirken, PTEN inaktivasyonu
da yaklasik % 33 oraninda belirlenmistir (Sun ve ark., 2017). Bunun yaninda PTEN
genindeki % 80 oraninda germ-hatti olarak bulunabilen ve otozomal dominant
aktarilabilen bazi mutasyonlar Cowden hastaligi denilen; meme kanseri gelisim
morbiditesi % 85 olan nadir ailesel kanser sendromuna sebep olmaktadir (Kimura ve
ark., 2017). Ayrica CHEK2 geni mutasyonlarinin meme kanseri riskini yaklagik 2 kat
arttig1 gézlenmistir (Feng ve ark., 2018).

Onemli Onkogenler:

Insan EGFR 2 (HER2) onkogeninin anlatiminin meme kanserlerinin yaklasik %
20'sinde artarak PI3K/Akt/mTORI sinyal yolagi iizerinden kanser kok hiicrelerinin
boliinmesini uyardif1 belirlenmistir. Ayrica insan EGFR 1 (Herl) anlatiminin da
enflamatuvar meme kanseri olgularinin % 30'undan fazlasinda artarak PI3K, Ras-Raf-
MAPK ve JNK yolaklar: tizerinden karsinogeneze yardim ettigi gozlenmistir. Yiiksek
evreli, invaziv meme tliimorlerinde MYC transkripsiyon faktoriiniin anlatimi artmustir.
Meme kanserinde mutasyonu % 5'ten daha az oranda gozlenen Ras GTPaz'in anlatimi
ise hem baslangi¢ evresindeki hem de ileri evre meme kanseri hiicrelerinde artmistir.
Siklin D1 onkogeninin anlatimindan artis ise meme kanserlerinin % 50 sinde

gozlenmistir (Feng ve ark., 2018; Sun ve ark., 2017).

1.3.3.3. Hormonal ya da Reprodiiktif Risk Faktorleri

Meme kanserinde hormonal risk faktdrleri dogum kontrol hapi kullanimu,
menopoz sonrast hormon kullanimi ve oviilasyonu tetikleyici ilaglarin kullanimidir.
Oyleki eksojen Ostrojenler oral dogum kontrol haplar1 ya da menopoz siireci veya
sonrasinda hormon replasman terapisi ile viicuda alinmaktadir. Buna karsin Ostrojen
hormonu ovulasyonu bastirdigindan meme kanseri risk faktorleri arasinda halen
tartismali  olan oviilasyonu tetikleyici ilaglar tarafindan viicutta arttirilmasi
hedeflenmemektedir (Momenimovahed ve Salehiniya, 2019). Ozellikle 10 yildan uzun
dogum kontrol hap1 alanlarda ve hormon replasman tedavisi gorenlerde meme kanseri

risklerinin artti§1, buna karsin hormon alimi kesildikten 2 yil sonra meme kanseri
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riskinin azaldigi belirlenmistir (Sun ve ark., 2017). ). Meme kanserinde kesinlesmis ya
da olast reprodiiktif risk faktorleri dogum sayist ve emzirmenin az olmasi, ilk
hamileligin gec¢ yasta olmasi, menars yasinin kiiciik olmasi, menopoza gec¢ girmek,
spontan diisiikler ve kiirtajdir (Momenimovahed ve Salehiniya, 2019). Endojen veya
eksojen Ostrojenlerin her ikisi de meme kanserinde bir risk faktoriidiir. Bununla
baglantili olarak reprodiiktif risk faktorlerinin meme kanseri gelisimini tetiklemesi ER

varlig1 veya yoklugu ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir belirlenmistir (Sun ve ark., 2017).

1.3.4. Meme Kanseri Patofizyolojisi

Meme kanserinin baslamasi ve ilerlemesinde onemli olan, meme kanserlerinde
anormal aktive olan sinyal yolaklar1 ve bilesenleri: ER, HER2, kanonikal Wnt/B-
katanin, siklin D1 ve CDK4/6, Notch sinyali, Sonik Hedgehog sinyali, meme timorii
kinaz (reseptdr olmayan tirozin kinaz) ve PI3K/Akt/mTOR sinyalidir. Kanallar, lobiiller
veya aradaki doku gibi memenin farkli bolgelerinde ortaya c¢ikabileceginden bir¢ok
meme kanseri tirii vardir. Karsinomlar, lobiilleri kaplayan hiicrelerden ve siit
yapimindan sorumlu terminal kanallardan olusan memenin epitelyal bileseninden
kaynaklanmaktadir ve meme kanseri tiplerinin cogunlugunu olusturmaktadir. Buna
karsin primer meme kanserlerinin % 1'inden azini olusturan sarkomlar, memenin
miyofibroblastlar1 ve kan damar1 hiicrelerini igeren stromal bilesenlerinden
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte meme kanserlerinde farkli bireyler arasindaki
tiimdrlerde ve ayni bireydeki tek bir tiimor icerisindeki hiicrelerde tiimor heterojenitesi
s6z konusudur. Aym bireydeki tek bir tiimdrdeki farkli heterojen tiimor topluluklar
etkili kisisellestirilmis tip 6niinde biiyiik engel teskil etmektedir (Akram ve ark., 2017;
Feng ve ark., 2018).

1.3.4.1. Meme Kanserinin Hiicresel Kokenleri

Meme kok hiicreleri meme bezinin gelisiminde ve yenilenmesinde oldukca
onemliyken son yillarda yapilan ¢aligmalarda tiimorler igerisinde kanser kok hiicreleri
olarak tanimlanan yeni bir malignant hiicre grubu kesfedilmistir ve bu alt grubun az
sayidaki hiicre poiilasyonlariyla immiin sistemi baskilanmis farelerde yeni timor
olusumunu tetikledigi gosterilmistir. Kanser kok hiicrelerinin saglikli dokudaki kok,
projenitdr veya farklilasmis hiicrelerden tiireyebilen; kendini yenileme yetenegine sahip,
ayrica kemoterapi ya da radyoterapi gibi geleneksel tedavilere direngli hiicre
popiilasyonlar1 oldugu belirlenmistir. Sonugta kanser kok hiicrelerinin karsinogenezin

baslamasinda, sonrasinda immiin sistemden kacista ve hastaligin yeniden
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niiksetmesinde etkili hiicre soylar1 oldugu diisiiniilmiistiir. Bazal kok hiicrelerden ziyade
luminal projenitor hiicrelerden kaynaklanmasi daha yiiksek oldugu belirtilen kanser kok
hiicrelerinin kendini yenilemesinde ve invazyonunda Wnt, Hedgehog , PI3K/Akt ve
HIF gibi sinyal yolaklar1 rol oynamaktadir (Feng ve ark., 2018; Sun ve ark., 2017).
Meme kanserinin nasil basladig1 ve karsinogenez siirecinin nasil ilerledigine dair
iki hipotetik teori ortaya atilmistir (Sekil 1.7). Buna gore ilk teori kanser kok hiicresi
teorisi (Sekil 1.7 A) ve diger teori ise sitokastik teoridir (Sekil 1.7 B). Kanser kok hiicre
teorisine gore; tiim meme kanseri alt tipleri, ayn1 saglikli luminal veya duktal kok
hiicrelerden, duktal, alveolar ya da miyoepitelyal projenitor hiicrelerden veya bunlardan
farklilasmig hiicrelerden tesadiifi mutasyonlar araciligi ile gelisen kanser kok
hiicrelerinden tiiremektedir. Bu hipoteze gore kanser kok hiicreleri; genetik ve/veya
epigenetik transformasyonlar araciligi ile farkli meme kanseri alt tiplerini olusmaktadir
(Sekil 1.7 A). Sitokastik teoriye gore ise her meme kanseri alt tipi; ayn1 kok, projenitor
veya farklilasmis hiicrelerde biriken mutasyonlar ve epigenetik degisimler ile
transforme olmaktadir. (Sekil 1.7 B). Buna karsin her iki hipotez de pek ¢ok bilimsel
calisma ile desteklense de meme karsinogenezini tam olarak acgiklamaya yetmemistir

(Feng ve ark., 2018; Sun ve ark., 2017).
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Meme Kanseri Alt Tipleri

A K&k hiicreler, Meme Kanseri
Projenitér hiicrelar i 2
s A e raler @ Bazal Benzeri Tiimérler
Farkhilagmis hlicreler ° o ER(-), PR(-), HER2(-)
® @ Luminal Timérler
D —— -
o Q. @ ER(+), PR(+), HER2(-)
@ €] HER2 Tiimérler
. . ER(-), PR(-), HER2(+)
B
) Bazal Benzeri Tiimérler
® {+— 9 @ ER(-), PR(-), HER2(-)
& ® ‘ ® 9 Luminal Tiimérler
N ) ER(+), PR(+), HER2(-)
- HER2 Tiimérler
® @ ® ER(-), PR(-), HER2(+)
e Tesaanl \ Karsinagenetik Genetik ve Epigenetik
Mutasyonlar Faktorler Yo ddnigiim olaylan

Sekil 1.7. Meme kanserinin baslama ve ilerlemesinde kanser kok hiicresi ve sitokastik

teoriler (Sun ve ark., 2017)’den alinmistir.

1.3.4.2. Meme Kanserinde Invazyon ve Metastaz

Timor hiicreleri ayrica biiylimelerini, sagkalimlarini  ve boliinmelerini
desteklemek i¢in tiimor mikrogevresini de doniistiirebilmektedir. Normal ve tiimorle
iliskili mikrogevreler arasinda ayni genlerde farkli DNA metilasyon durumlarn
belirlenmistir, bu da tiimér mikrogevresindeki epigenetik modifikasyonlarin
karsinogenezi tegvik ettigini gostermektedir (Sun ve ark., 2017). Meme kanserinde tek
bir timor igerisindeki hiicre popiilasyonu heterojenligine muhtemelen meme
kanserlerinde epigenetik, genetik ve mikro-gevresel degisiklikler tarafindan
yonlendirilen fenotipik plastisite, kanser kok hiicrelerinin klonal evrimi ve epitelyal-
mezenkimal ge¢is neden olmaktadir. Hastalarin bir kisminda ilk tanidan sonra yil
icerisinde, diger bazilarinda ise ilk tanidan 10 yildan fazla siire ge¢gmesinin ardindan
uzak meme kanseri teshisi konulan kadinlarin % 30'unda metastatik meme kanseri
gozlenmesi beklenmektedir (Feng ve ark., 2018).

Timor oncelikle kanal icinde yayilmakta, daha sonra ise kanal duvarini ve g¢evresini

derinin Oniine, pektoralis kasinin arkasina ve gogiis duvarma dogru invaze etmektedir.
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Meme kanseri metastazlar aksiller lenf diiglimlerine ve ayrica lenfatik kanallardan kan
damarlarina invazyona kadar gelisebilir ve akcigerlere, kemiklere, karacigere, beyine,
plevra zarina ve adrenallere yayilabilmektedir. Meme kanserlerinde oransal olarak en

fazla kemiklere metastaz gozlenmistir (Massardi, 2021).

1.3.4.3. Ostrojenin Karsinogenezdeki Rolii

Meme kanseri risk faktorleri i¢erisinde en dnemli grup hormonal risk faktorleri,
meme kanseri gelisimine en fazla katkida bulunan hormon da &strojendir. Oyleki tan1
koyulan meme kanseri vakalarmi yaklasik % 951 hormona bagimhidir (ERGUC ve
ORHAN, 2019). Ostrojenin meme kanseri gelisimine katkisi reseptdr bagimli veya
reseptor bagimsiz sekilde dstrojenin metabolizmasi ile olusan mutajenler araciligi ile
olabilmektedir. Ostrojenin reseptore bagimli karsinojenik etkisi temelde hiicre
cogalmasini ve buna bagli olarak mutasyonlar1 tetiklemesi araciligi ile olmaktadir.
Ayrica anti-apoptotik proteinlerin anlatimlarinin tetiklenmesi veya apoptozu tesvik eden
proteinlerin anlatimlarinin baskilandig1r epigenetik benzeri modifikasyonlar ile de
karsinogeneze takviyede bulunmaktadir. (Sekil 1.8). (Massardi, 2021).

Ostrojen reseptorleri: niikleer dstrojen reseptdrleri ERo ve ERP ile meme
kanseri hiicrelerinin % 50'sinde ER anlattmi durumundan bagimsiz olarak
sentezlenebilen plazma membrani {izerindeki G-protein baglantili Gstrojen reseptorii
(GPER1)'diir. Meme kanseri hiicrelerinde ERa anlatimi yiiksek iken ERP anlatimlar
diisiik olarak gozlenmistir. insan meme kanserlerinde klinik olarak anlamli diizeyde
ERa anlatim1 % 80 oraninda goriiliirken, progesteron reseptorii (PR) anlatimi % 55
civarindadir. Ostrojen yoklugunda 1s1 sok proteinleri tarafindan inaktif tutulan niikleer
hormon reseptorleri dstrojen varliginda homodimer ya da heterodimerler olusturarak
aktive olmakta ve DNA iizerindeki Ostrojen cevap elementi denilen bolgeye baglanarak
belirli genlerin anlatimlarini diizenlemektedirler. Bu niikleer hormon reseptorleri bazen
niikleus disinda plazma membrani altinda Ostrojenle baglanarak MAPK, AKT, Ras,
Insiilin benzeri bilyiime faktdrii reseptorii ve EGFR gibi sinyal kompleksleri ile
etkileserek Ostrojen sinyali ile biiyiime faktorli sinyallerini entegre etmektedirler. Bu
birlikteliklerde ERa genellikle hiicre sagkalimi, ERp ise apoptoz ile iliskili genleri
aktive etmektedir. ERa ve ERP ayrica mitokondride de bulunarak dogrudan veya
dolayli olarak magentaz siiperoksit dismutaz enziminin aktivasyonu yoluyla apoptozun
inhibisyonunu tetiklemektedirler (Sekil 1.8). Ostrojenin ayrica GPER1 araciligi ile
EGFR, MAPK, PI3K ve NF-«B sinyal yolaklarin1 aktive ederek 6zellikle ER negatif
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olan timorlerde IL-8 salgilanmasi araciligi ile meme kanseri metastazini aktive ettigi
gosterilmistir. Bunun yaninda Ostrojenler reseptdorden bagimsiz olarak oksidatif
metabolizmalar ile olusan: 2,3 veya 3,4 katekol oksitlendiginde 2,3 ya da 3,4 kinonu
olusturarak; 4-hidroksi katekol ise redoks dongiilii o-kinonu olusturarak; DNA'da tek
zincir kirilmalari, baz oksidasyonu, DNA apiirinasyonu ve DNA aduktlarinin olusumu
gibi oksidatif hasarlara neden olmaktadirlar. (Sekil 2.7). (Massardi, 2021; Yager ve
Chen, 2007; Yue ve ark., 2010).
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Sekil 1.8. Ostrojenin meme kanseri gelisiminde reseptore bagimli ve reseptdr bagimsiz
rolleri (Massardi, 2021)

1.3.5. Meme Kanserinin Alt Tipleri

Genellikle karsinom olan meme kanserleri patolojik ozellikler ve invazivlik
derecesine bagl olarak invaziv olmayan (in situ), invaziv ve metastatik olmak iizere 3
temel alt gruba ayrilmaktadir. Meme kanserleri cogunlukla invaziv duktal karsinom ve
non-invaziv duktal karsinom in situ igeren adenokarsinomlardir. Invaziv duktal
karsinom, teshis edilen tiim vakalarin % 75-80'ini olusturan en yaygin meme kanseri alt
tipidir (Jagadish ve ark., 2016). invaziv lobiiler karsinom ise % 10-15'lik oranryla meme
kanserinin ikinci en yaygm tiiriidiir. Invaziv duktal karsinom genellikle 50'li yaslarda

ortaya ¢ikarken invaziv lobiiler form ise 60'li yaslarin basinda gozlenmektedir. Bu iki
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yaygin goriilen formun disinda klinik ortamda nadir birkag meme kanseri tipi
gozlenmektedir. Nadir meme kanseri tipleri: tim meme kanserleri icerisinde % 1- % 5
civarinda goriilen invaziv enflamatuvar meme kanseri ile daha az siklikta goriilen;
erkek, cocuk ve ergenlerde meme kanseri; memede Paget hastaligi, papiller karsinoma,
filloid tiimdrler, ve memede anjiyosarkomadir. Meme kanserinin, tiimdrlerin gen
anlatim profillerine gore molekiiler/igsel siniflandirilmasi ise tanimlanan 5 ana tipi

icermektedir (Dai ve ark., 2015; Feng ve ark., 2018).

1.3.5.1. Luminal A Tip

Tiim meme kanserlerinin % 40'm1 igeren, en sik gdzlenen bu alt tipte tipte: ER
anlatimi pozitif (ER+), PR anlatimi1 pozitif veya negatif (PR+ veya PR-), HER2 anlatim1
negatif (HER2-) ve hiicre ¢cogalmasi belirteci olarak kullanilan niikleer Ki67 seviyesi
ise disiiktiir. Diisiik dereceli (evre 1/2) ve yavas bdliinen bu alt tipteki tiimore sahip

hastalarin mortalite orami disiiktiir (Dai ve ark., 2015; Feng ve ark., 2018).

1.3.5.2. Luminal B Tip

Evre 2/3 meme kanserini temsil eden ve hasta sag kalim oranlar1 Luminal A'dan
diisiik olan bu tip tim meme kanserleri igerisinde yaklasitk % 10-20'lik bir yer
kaplamaktadir. Bu tip ER+ olmakla birlikte PR ya da HER2 anlatimlar1 vardir veya
yoktur, bununla birlikte Ki67 seviyeleri yliksektir. HER2+ olan alt tipi daha kotii bir
hastalik seyri gostermektedir (Dai ve ark., 2015; Feng ve ark., 2018).

1.3.5.3. HER2 Overeksprese Tip

HER2+, ER-, PR- meme kanseri, tim meme Kkanserlerinin % 5-15'ini
olusturmaktadir. Bununla birlikte klinik olarak HER2 overeksprese alt tip ile HER2+
timdr aym anlama gelmemektedir. Oyleki HER2+hiicrelerin % 50'si HER2
overeksprese iken geri kalani ise ¢ogunlukla luminal alt tiplidir (Feng ve ark., 2018).
HER2 gen amplifikasyonu/HER2 asir1 ekspresyonu ve yaygin p53 mutasyonlari
sonucunda agresif hiicre ¢ogalmasi, anjiyogenez, metastaz ve apoptozdan kacis
nedeniyle meme kanseri evre2/3"i temsil HER2 overeksprese tipte, luminal alt tiplere

gore sag kalim oranlar1 daha disiiktiir (Eyermann ve ark., 2021).

1.3.5.4. Normal-Benzeri Tip
Nadiren goriilen bu alt tip; ER, PR ve HER2 genotipleri acisindan Luminal A tipine
esdegerdir ancak gen anlatim profilleri agisindan Luminal A tipinden farklilik

gostermektedir. Ki67 seviyesi de Luminal A tipi gibi diisiik olan ve evre 1/2/3 meme
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kanserini temsil edebilen bu alt tipin hasta sagkalim oranlar1 Luminal A tipinden

disiiktir (Dai ve ark., 2015).
1.3.5.5. Bazal-Benzeri Tip

ER-, PR-, HER2-, bazal belirte¢ + immiinohistokimyasal profili ve {i¢lii negatif
meme kanseri (TNBC) olarak da bilinen bu alt tip; evre 3 meme kanserini temsil
etmekte ve tiim meme kanseri vakalarmin % 15-20'sini olugturmaktadir. BRCA1 gen
mutasyonu olan kadinlarda ve siyahi kadinlar arasinda daha yaygin olan, ayrica 40 yasin
altindaki kadinlarda daha sik gelisebilen bu alt tip diger meme kanseri tiplerinden daha
agresif davranir ve tedavilere karsi daha direnglidir. Uglii negatif tipte en yaygin
histoloji invaziv duktal karsinomdur, ancak nadir bir histolojik alt tip olan mediiller
karsinom da genellikle iiclii negatiftir. Yapilan son c¢alismalar, epigenetik
diizenlemelerin ve kodlamayan RNA'larin 6zellikle i¢lii negatif meme kanserinin
heterojenligine ve metastatik yonlerine katkida bulunabilicegini gostermektedir (Akram

ve ark., 2017; Dai ve ark., 2015; Feng ve ark., 2018).

1.3.6. Meme Kanserinin Evreleri

Meme kanseri evrelendirmesi tlimoriin boyutuna, tiiriine ve kanserli hiicrelerinin meme
dokusuna ne derece niifus ettigine gore yapilmaktadir. Bununla birlikte Amerikan Ortak
Kanser Komitesi (AJCC) ve Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi (UICC) Tiimér, Nod ve
Metastaz (TNM) meme kanseri evreleme sistemine goére meme kanserinin Klinik

evrelendirilmesi su sekildedir:

Evre 0:

Malignant hiicreler saglikli meme dokusu hiicreleri ile birlikte karsinogenezin
kokenlendigi meme bolgesi (kapsiil) icerisinde (in situ) bulunmaktadir. Malignant
hiicrelerin ¢evre dokulara invazyon yaptigina dair herhangi bir gosterge olmayan bu
asamaya invaziv olmayan agama denilebilir. Bu evredeki bir tiimdre 6rnek olarak DCIS
verilebilir.

Evre 1:

Invaziv meme karsinomu olarak da tanimlanan bu evrede mikroskobik invazyon
miimkiindiir. Bu evre kendi icerisinde 1A ve 1B olarak iki kisma ayrilmaktadir.

1A kategorisinde 2 cm'den kiigiik veya esit biiyiikliikte primer invaziv ancak lenf

nodlarma sigramamis tiimorler tanimlanmaktadir. 1B kategorisi ise 2 cm'den kiiciik

30



veya esit primer tiimdrleri olan ya da olmayan ancak boyutu 0,2 mm'den biiyiik 2
mm'den kiigiik lenf nodu mikrometastazlari iceren yapilar tanimlanmaktadir.

Evre 2:

Kendi igerisinde 2A ve 2B olmak iizere iki kategoriye sahiptir. Evre 2A belirtilen ii¢
sekilde olabilir: birinci durumda tiimor aksiller lenf diigiimlerinde veya sentinel lenf
diigiimlerinde bulunur, ancak memede bulunmaz; ikinci durumda 2 cm veya daha kii¢iik
olan tiimor lenf bezlerine yayilmistir tiglincii durumda ise 2 cm'den biiylik ancak 5
cm'den kiiclik yada esit boyutta timdr vardir ancak lenf nodu metastazi yoktur. Evre
2B'de ise: seviye 1/2 lenf nodu metastazina sahip 2 cm'den biiylik ancak 5 cm'den kiigiik
veya esit boyutta timor vardir ya da 5 cm'den biiyiik ancak lenf noduna metastaz
olmamuis tiimorler s6z konusudur.

Evre 3:

Kendi igerisinde ii¢ kategoriye ayrilmaktadir. Evre 3A kendi icerisinde farkli tipleri
olmakla birlikte daha ¢ok memede tiimor bulunmayan ancak aksiller ya da sentinel lenf
nodunda bulunabilen duruma goére herhangi bir boyutta veya 5 cm'den biiyiik olabilen
tiimdrleri temsil etmektedir. Evre 3B: herhangi bir boyutta gogilis duvar1 veya deri
invazyonu olan, meme derisinde kirmizilagsma, 1sinma ve sisme yada iilsere sebep olan,
fazla sayida aksiller ya da sentinel lenf noduna metastaz etmis olan timor icermektedir.
3C evresi ise 3B'den daha fazla sayida aksiller ya da sentinel lenf diigiimlerine ve hatta
kopriiciik kemigi ¢evresindeki lenf diigiimlerine metastaz edebilen degisken boyuttaki
tiimorleri temsil etmektedir.

Evre 4:

Ileri evre metastatik kanser asamasini temsil eden bu evrede timor akcigerler, kemikler,
karaciger, beyin gibi pek ¢ok organa yayilmistir (Akram ve ark., 2017; Feng ve ark.,
2018).

1.3.7. Meme Kanseri Tamis1 ve Onlenmesi

Meme kanseri tanisinda elle muayenenin faydasi tartismalidir, ¢linkii 6lim
oranlarindaki azalis ile bu muayene sekli arasinda bir iliski bulunamamistir. Hastaligin
teshisi ve ¢esitlerinin tespitinde ultrason, niikleer tipta tek foton emisyonlu bilgisayarl
tomografi (SPET) ve pozitron emisyon tomografisi (PET/CT), manyetik rezonans
gorlintiilleme (MRI) ve dijital mamografi gibi fiziksel yontemlerin disinda; kandan sivi
biyopsisi veya meme ya da lenf nodu biyopsisini takip eden immiinohistokimya gibi

molekiiler biyoloji yontemleri ile Ca 15-3, Ca 27-29, ER, PR ve HER2 gibi tiiméor
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belirtegleri incelenerek kanserin alt tipi ve evresi belirlenebilmektedir (Akram ve ark.,
2017).

Meme kanserine karsi koruyucu oOnlemler: elle memenin muayenesi, 40
yasindan sonra diizenli olarak mamografi c¢ektirmek, aile hikayesinde meme ve
yumurtalik kanseri varsa genetik test yaptirmak, miimkiinse bebek emzirmek ve kiirtaj
yaptirmamak, iyonize radyasyondan, eksojen hormon takviyesinden ayrica igcki ve
alkolden kaginmak, fazla fiziksel aktivite yapmak, menopoz sonrast D vitamini
takviyesi almak, saglikli bir diyet uygulamak, antioksidan kullanimi, normal kiloyu
korumak ve kaliteli uyku i¢in cabalamaktir. Ayrica mastektomi ve/veya yumurtaliklarin
alinmasi (ooferektomi), her iki memede de kanser gelistirme riskini onemli Olgiide
artiran zararli mutasyonlara sahip kadinlar igin koruyucu bir durumdur. ilerleyen
donemlerde kanser asilar1 (6rnegin HER2 asis1) ve kisisellestirilmis tibbin gelismesi,
meme kanserine karsi koruyucu dnlemler alinmasina yardim edecektir (Sauter, 2018).

1.4. Meme Kanseri Tedavisinde Geleneksel ve Yenilikci Yaklasimlar

Antik Misir'da ortaya ¢ikan meme kanserinin bilinen en eski tanimlarindan bu
yana, insanlar kendilerini meme kanserini ortadan kaldirma yollarin1 bulmaya
adamislardir (Feng ve ark., 2018). Meme kanseri tedavi stratejileri tiimoriin molekiiler
karakteristigi ve evresine ya da hastanin tedavilere toleransina bagli olarak; cerrahi,
radyoterapi ile hormonal tedavi, kemoterapi ve hedefe yonelik stratejiler gibi sistemik
tedavileri igermektedir. Geleneksel tedaviler baglica kemoterapi, radyoterapi ve bazi
cerrahi yontemleri igermektedir. Bunun disinda hormon reseptdrii pozitif tlimorler i¢in
hormon tedavisi; bununla birlikte mAb'lar, kii¢iik molekiil inhibitorleri, termal ablasyon
ve manyetik hipertermi ve kombine tedaviler gibi yenilik¢i tedaviler; ayrica epigenetik
diizenleyiciler, RNA miidahalesi teknikleri, gen tedavisi ve genetik miihendisligi
yontemleri ile immiin sistemin timore karsi yonlendirilmesi, onkolitik virtisler ya da
bakterilerin kullanim1 ve nanopartikiillerin kullanimi1 gibi gelismekte olan yontemlerde

meme kanseri i¢in kullanilan veya gelistirilen tedavi stratejileridir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Meme kanserinde gelencksel ve yenilikgi tedavi yaklagimlari

(https://www.hbku.edu.ga/: Katar Biyomedikal Arastirma Enstitiisii resmi sayfasindan

alinan figiir tizerinden uyarlanmistir.)

1.4.1. Meme Kanseri Tedavisinde Geleneksel Yaklasimlar

1.4.1.1. Cerrahi Yontemler

Cerrahi yontemler eskiden kullanilan total mastektomi gibi memenin tamaminin
alinmasi ve sonradan gelistirilen memedeki kanserli bolgenin az sayidaki saglikli hiicre
ile birlikte alinmasina ise lumpektomi denilmektedir. Her iki durumda da metastaz s6z
konusu ise meme dokusu ile birlikte gevresindeki lenf diigiimleri de alinabilmektedir.
Yeniden eksizyon tedavisi ise kanserli doku tamamiyla alinamamigsa cerrahi sinirlarin
korunmasi1 miimkiinse lumpektomi veya gerekirse total mastektomi yapilmaktadir.
Bunun disinda ooferektominin meme kanserinde alternatif bir adjuvan tedavi yontemi
oldugu ozellikle BRCA 1/2 geni mutasyonu tasiyan bireylerde sagkalimi artirmasi ile
gosterilmistir. Ooferektomi ayrica radyasyon veya luteinize hormon salgilatict hormon
analoglarinin kullanimu ile de gergeklestirilebilmektedir (Akram ve ark., 2017; Harbeck
ve Gnant, 2017; Luveta ve ark., 2020).
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1.4.1.2. Radyoterapi

Yiiksek enerjili iyonize radyasyonun kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in tiimorli
bolgeye yonlendirilmesi prensibine dayanan bu yontem son yillarda oldukca
gelistirilerek hedef disi veya bystander etkisi denilen saglikli dokularinda hasar
gdrmesinin &niine gecilmeye baslanmustir. Oyleki brakiterapi veya hizlandirilmis kismi
meme 1sinlamasi denilen yontem ile tim meme 1sinlamasinin 6niine gecilmekte ve
ayrica gereken radyoterapi seanst sayist da azaltilabilmektedir. Son yillarda total
mastektomi gereksinimi azaltmak i¢in O6zellikle meme kanserinin erken evrelerinde
lumpektomi ve radyoterapinin birlikte kullanilmasi 6nemli bir strateji haline gelmistir.
Bu stratejide lumpektomi sonrasinda geride kalan kanserli hiicreler radyoterapi ile
temizlenmektedir. Ancak tim bu gelismelere karsin radyoterapi halen ikincil kanser
gelistirme riskini artirmasi nedeni ile tartismaktadir (Akram ve ark., 2017; Harbeck ve
Gnant, 2017).

1.4.1.3. Kemoterapi ve Meme Kanserinde Kullanilan Antineoplastik Ajanlar
Cogunlukla sitotoksik, bazen sitositatik ve nadiren de hiicresel farklilasmay1
tesvik eden etkilere sahip bazi kimyasal ajanlarin; tiimdriin cerrahi operasyon Oncesi
kiigiiltiilmesi, cerrahi ameliyat ya da radyoterapi sonrasinda destekleyici olarak veya
cerrahi miidahale olmaksizin tek basina bu ajanlarin etkisi ile tlimoriin kontrolii amaci
ile farkli stratejilerdeki kullanimlarina kemoterapi denilmektedir. Kemoterapide
kullanilan kimyasal ajanlar; kemoterapdtik, antineoplastik veya anti-timor ajanlar
olarak adlandirilmaktadir. Meme dokusuna mastektomi/lumpektomi ya da radyoterapi
uygulanmadan once timori kiiciiltmek i¢in kullanilan kemoterapdtiklere neoadjuvan;
cerrahi islem sonrasi kullanilan tedavide veya radyoterapiye eslik eden
(kemoradyoterapi)  antineoplastiklere ise adjuvan denilmektedir. Indiiksiyon
kemoterapide ise temel tedavi kemoterapidir, yani tedaviye baslanirken cerrahi islem ya
da radyoterapi planlanmamaktadir (Goldner ve ark., 2021; Harbeck ve Gnant, 2017).
Kemoterapotik olarak kullanilan 100'den fazla ajan bulunmaktadir. Bu ajanlar
genellikle bitki veya mantarlardan elde edilen organik bilesikler ile bazi inorganik
konjugatlardir. Kemoterapdtik ajanlar etki mekanizmalarina gore ve bilesenlerine gore;
doksorubisin gibi antrasiklin yapidaki antitiimér antibiyotikler, antimetabolitler,
siklofosfamid gibi DNA alkilleyici ajanlar, yine DNA'da hasar olusturan platin bazl
ajanlar, bitki alkoloidlerinden paklitasel (taksol) ve vinblastin gibi anti-mitotik ajanlar

ve DNA topoizomeraz inhibitorleri olarak siniflandirilabilirler (Baudino, 2015).
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Meme kanseri tedavisinde kullanilan baglica antineoplastikler: dosetaksel,
paklitaksel, sisplatin, karboplatin ve lipozomal doksorubisin (Doxil)'dir. Bununla
birlikte metastatik meme kanseri ve ikincil kanser meme kanseri gelisimi durumunda

kombine tedaviler daha ¢ok tercih edilmektedir (Akram ve ark., 2017).

1.4.1.4. Meme Kanserinde Endokrin Terapiler

Hormon reseptorii pozitif olan tiimorlerde kullanilabilen bu strateji i¢in meme
kanserinde baslica Ornekler secici ER modiilatorleri (SERM)'nin ve aromataz
inhibitorlerinin kullanirmidir. ERa ve PR pozitif meme kanserlerinde hormon tedavisi
secenegi oldukca onemlidir. SERM'ler o6zellikle meme kanseri dokusunda Ostrojen
antagonisti etkiye sahiptir, bununla birlikte bazilar1 rahim gibi diger bolgelerde Ostrojen
gibi davranmaktadir. Ancak Faslodex gibi bazi ilaglar tamamen anti dstrojenik etkiye
sahiptir ve meme dokularinda anti neoplastik aktiviteler gostermekle birlikte rahim ve
kemikler {izerinde osteoporoz gibi olumsuz etkilere sebep olabilmektedir. SERM
grubundaki tamoksifen ve raloksifen icerisinden tamoksifen 1998 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan ER pozitif meme kanserinde
adjuvan terapi i¢in onaylanmistir. Buna karsin Ostrojen sentez yolaginin son
reaksiyonunu katalize eden aromatazi hedefleyen inhibitrlerin  kullaniminin
Tamoksifen kullanimima gére meme kanseri riskini daha etkin bir sekilde diistirdiigii
gosterilmistir. Oyleki letrozol, eksamastan ve anastrozol dahil iigiincii nesil aromataz
inhibitorleri gliniimiizde kullanilmaktadir (Akram ve ark., 2017; Bhardwaj ve ark.,
2019; Fleisher ve ark., 2017; Goldner ve ark., 2021).

1.4.2. Meme Kanseri Tedavisinde Yenilikc¢i ve Gelismekte Olan Statejiler

Meme kanserinde hedefe yenilik¢i ve gelismekte olan teknolojilerde baslica
amaglardan birisi; kanser hiicrelerine yonelik olmayan geleneksel tedavilerde ayni
zamanda saglikli hiicrelerinde hedef alinmas ile gelisen toksisiteyi onlemektir. Ayrica
malignant hiicrede karsinogenezin tetiklenmesi ve ayrica invazyon ile metastazin
gelisimi  asamalarinda tiimorii  destekleyici durumlara yol agan belirli hiicresel
bilesenlerin bu aktivitelerini; gen anlatimmin DNA seviyesinde diizenlenmesi,
transkripsiyon, translasyon, protein aktivitesi veya metabolit aktivitesi gibi belirli
seviyelerde engellemek ya da ayni seviyelerde hiicre devrinin kontrolii, hiicre 6limii
gibi anti-timor aktivitelerden sorumlu bilesenleri aktive ederek hedefe yonelik, daha
etkili ve kalict sonuglar elde edilmek istenmektedir. Bu baglamda genomik,

epigenomik, transkiptomik, proteomik ve metabolomik alanlardaki ¢aligmalar ile meme
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kanseri alt tiplerindeki spesifik hedefler belirlenerek bu hedeflere yonelik stratejiler
gelistirilmektedir. Bu stratejiler ve belli basli amaclar1 su sekildedir: gen terapisi ile
onkogenlerin inhibisyonu veya tiimor baskilayicilarin aktivasyonu; histon deasetilaz
(HDAC) inhibitorleri ile apoptotik ve timor baskilayict genlerin aktivasyonu; RNA
miidahalesi saglanarak belirli tiimorojenik proteinlerin sentezinin engellenmesi;
onkolitik patojenleri yardimi ile malignant hiicrelerin toksisite aracili 6limii veya lizisi;
genetik mithendisligi yontemleri ile T hiicrelerinin rekombinant sitokinler yardimi ile
immiin sistemden kagan timdre yonlendirilmesi veya tiimor antijenlerinin belirlenmesi
ile gelistirilen asilar ile kansere karsi 6n koruma ve tekrarlamalarin oniine gecilmesi;
monoklonal antikorlarin, kiigiik molekiil inhibitorlerinin veya aptamer teknolojilerinin
kullanimi ile dogrudan hedef bazi reseptoérlerin, immiin kontrol noktasi bilesenlerinin,
hiicre devri diizenleyicilerinin enzimler ve 1s1 sok protein (HSP)'lerinin inhibisyonu;
nanobiyoteknoloji ile gelistirilen ilag ve tasiyici sistemler ile kanser hiicrelerinin ya da
spesifik bilesenlerin hedeflenmesi; termal ablasyon ve manyetik hipertermi ile ise
geleneksel tedavilerinin etkinliklerinin arttirilmasi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda
kombine tedaviler denilen geleneksel tedaviler ile yenilik¢i stratejileri bir araya getiren
ana tedavi, neoadjuvan ve adjuvan terapileri bir araya getiren stratejiler giiniimiizde
sik¢a uygulanmaktadir (Damaskos ve ark., 2017; Fleisher ve ark., 2017; Foulon ve ark.,
2020; Garcia-Aranda ve Redondo, 2019; Lin ve ark., 2010; Pucci ve ark., 2019).

FDA onayli olarak meme kanserinde kullanilan mAb'lara 6rnek olarak:
herseptin; kiiclik molekiil inhibitorlere SERM grubu tamoksifen ve HER1/2'nin tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eden labatinib 6rnek verilebilir (Baudino, 2015). Bununla
birlikte meme kanserinde tiimoriin molekiiler tipi ve evresine gore farkli
kemoterapoétikler, radyoterapi, hormon tedavisi ve yenilik¢i yaklasimlar bir arada
kullanilabilmektedir. ilaglarin ikili veya iiglii kemoterapdtik kombinasyonlarin meme
kanserinde 10'dan fazla olan Orneklerinden birisi; DNA sentezini inhibe eden
gemsitabin ve mitotik inhibitor paklitakselin kombinasyonudur. Meme kanserinde ilag
tasiyict nanoteknoloji  sistemleri ise kuantum noktalari, karbon nanotiipler,
nanopartikiiller, polimerik miseller, lipozomlar ve dendrimerlerdir (Dhankhar ve ark.,
2010; Fisusi ve Akala, 2019).

1.5. Antrasiklin Tiirevi Antibiyotiklerin Meme Kanseri Tedavisindeki Onemi
Antrasiklin tiirevi antibiyotiklerin; anti metabolit, DNA alkilleyici ya da antimitotik

ajanlar olan siklofosfamid, metotreksat, florourasil veya dokataksel kullanimlarina goére
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mortalite oranlarini diisiirmede 6nemli bir avantajla meme kanserinde adjuvan tedavisi
icin standart bir yaklasim oldugu polikemoterapi ¢aligmalari ile belirlenmistir (Aniogo
ve ark., 2017).

1.5.1. Doksorubisin’in Molekiiler Yapisi ve Antineoplastik Etkisi

1950'i yillarda baslayan toprak bakterilerinden etkili bir antikanser ajan elde
edilmesi amaglanan c¢aligmalar ile Streptomyces peucetius bakterisindeki kirmizi
pigmentlerden izole edilen bilesenlerin antikanser ajan olarak kullanimi diistiniilmiistiir
ancak daunorubisinin ad1 verilen bu yeni bilesenin 1967'de dliimciil kardiyak toksisite
iiretebilecegi anlasilmistir. Bunun iizerine gram pozitif bakteri grubu olan Streptomyces
spp.'de genetik modifikasyonlar yapilarak daha sonra doksorubisin (Sekil 1.10) olarak
adlandirilan Adriamisin adli bir bilesik iiretilmistir. Bu yeni bilesen yiiksek bir terapdtik
indekse sahip olmakla birlikte kalpte, kemik iliginde ve bobreklerde akut veya kronik
toksik etkileri belirlenmistir. 2000'den fazla analogu {iretilen doksorubisinin yan
etkilerini azaltmak amaciyla gelistirilen ¢cogu formiilasyon igerisinde doksorubisin
hidrokloriiriin lipozomal enjeksiyonu, klinik onay alan ilk lipozomal kapsiillii
antineoplastik ajandir (Rivankar, 2014).

Doksorubisin; daunorubisin, idarubisin, epirubisin ve mitoksantron gibi diger
antrasiklin tiirevi antibiyotikler ile benzer yapidadir. Bu genel yapida: seker grubu bagl
olmayan fi¢ liyeli bir antrasen halkasina sahip mitoksantron harig, aglikon veya seker
parcasina bagli dort liyeli bir antrasen halka kompleksi bulunmaktadir. Bununla birlikte
doksorubisin, daunorubisinin hidroksillenmis analogudur (Sekil 1.10). Amfoterik yapisi
geregi hem plazma proteinlerine hem de plazma membranlarima baglanabilen ve
hiicreye pasif difiizyon ile giren ilacin endozom, lizozom ve nukleus gibi asidik
organellere afinitesi vardir. ilacin kolay niifuz etme &zelligi meme, 16semi ya da
lenfoma gibi ¢ok cesitli kanserlerin tedavisinde ¢ok yonlii kullanimina izin vermektedir

(Alshammari ve ark., 2017; Aniogo ve ark., 2017).
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Sekil 1.10. Doksorubisinin molekiiler yapisi (Alshammari ve ark., 2017)’ dan alinmistir.

1.5.2. Doksorubisin Tesvikli Hiicre Oliimiiniin Mekanizmasi

Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda en 6nemli etkisini hiicre dongiisiiniin replikasyon
faz1 (S Fazi) lizerinde gerceklestirdigi gosterilen doksorubisin (Dox)'in hiicre 6limii
tizerindeki tetikleyici etkisi farklt mekanizmalar ile belirlenmektedir. Bu mekanizmalar
Dox'un: ¢ift sarmal yapidaki DNA'da baz ciftleri arasinda girerek replikasyon ve gen
anlatimin1 engellemesi, DNA replikasyonunda olusan DNA {ist donlimlerini ¢dzen
enzim olan DNA topoizomeraz 2 (TI-2) enzimini inhibe etmesi, kalsiyum homeostazini
bozmasi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) {ireterek plazma membrani lipidlerinin
peroksidasyonuna yol agmasidir (Sekil 1.11). (Alshammari ve ark., 2017); Rivankar
(2014).

Dox, guanin bazi ile hidrojen bag1 yapmasi nedeniyle DNA {izerinde daha ¢ok
guanin-sitozin zengin bolgelere girmektedir. Ayrica Dox oksijen molekilii (O2)
varliginda; sitokrom P450 (Cyt P450) rediiktaz enzimi tarafindan katalize edilen
elektron indirgeme reaksiyonunu etkileyerek ve nitrik oksit sentaz (NO) enzimi ile
etkilesime girerek mitokondri ya da sitoplazmada ROS cesitlerinden siiperoksit anyonu
(O2) ve radikali iiretimini tetiklemektedir. Bu iki oksijen tiirevi mitokondri islev
bozukluklarina neden olmasi disinda birbiri ile tepkimeye girerek hidrojen peroksit
(H20>) tiretmektedir. Dox'un demir (Fe) varliginda H2O2'nin DNA igin ¢ok zararli olan
hidroksil radikali (OH) fretimini tesvik ederek ve aymi zamanda mitokondride
olusturdugu hasarlar sonucunda sitozole salinan diger ROS bilesenleri ile DNA'ya zarar
vermesi s0z konusudur. Fenton reaksiyonlari ile ROS olusumunu tetikleyen Fe'nin
hiicredeki ve ekstraselliiler alandaki tasiyict ve depo proteinleri olan ferritin ve

transferrinin sentezi, bu proteinleri kodlayan mRNA'lar iizerinde bulunan demire

38



duyarli baglanma elementi ile hiicre i¢i Fe konsantrasyonuna bagli olarak akonitaz-1
enzimi tarafindan diizenlenmektedir. Oyleki normal sartlarda sitrik asit dongiisii enzimi
olan Akonitaz enziminin bu formu hiicre i¢i Fe konsatrasyonu diisiikken ferritin ve
transferrin mRNA'larindaki demire duyarli baglanma elementine baglanarak bu
mRNA'larn translasyonlarini 6nlemekte ya da artirmaktadir.

Ancak Dox; akonitaz-1 enzimine baglanarak bu proteinin, artan hiicre igi
konsantrasyonlarinda Fe'ye baglanmasimi engelleyerek hiicre iginde Fe depolayan
ferritinin translasyonunu normal sartlarda artmasi gerekirken inhibe etmektedir. Ayrica
normal sartlarda artan Fe konsantrasyonunda anlatimi azalmasi beklenen transferrinin
translasyonunun devam ederek hiicre i¢i Fe seviyesinin artmasina devam etmesine yol
acmaktadir. Sonucta artan ROS {iretimi de DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonuna
katkida bulunarak hiicre oliimiinii tesvik etmektedir (Sekil 1.11). (Aniogo ve ark.,
2017; Khan ve ark., 2017).
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Sekil 1.11. Doksorubisin tesgvikli hiicre 6liimiinii tetikleyici mekanizmalar1 (Aniogo ve
ark., 2017)’ dan alinmistir.

1.6. Proton Pompasi Inhibitorlerinin Meme Kanseri Tedavisinde Kullanimi
1980'lerin sonunda piyasaya siiriilen proton pompa inhibitorleri (PPIs), gastrik
H*/K*-ATPaz1 inhibe ederek gastrik asit salgilanmasini engellemektedir. Dusiik
seviyedeki yan etkileri ve diger ilaglarla etkilesimlerinin diisiik olmas1 nedeniyle PPIs;
gastrodzofajeal reflii hastaligi, peptik {iilser hastalig1 ve steroid yapida olmayan anti-
inflamatuar ilag kullanimina bagli gelisen gastropati gibi ¢esitli asit-peptik

bozukluklarin gelismis tedavisine olanak saglamistir. PPIs'nin zayif bazik yapisi onlarin
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proton pompalarinin luminal ylizeyinde yiiksek derisimlerde birikmesine yol acarak
terapotik etkinliklerini artirmaktadir. PPI ¢esitlerinden omeprazol, lansoprazol,
rabeprazol ve yakin zamanda onaylanmis esomeprazol benzer etkinlige sahiptir (Shin ve
Sachs, 2008; Vanderhoff ve Tahboub, 2002). PPIs ayrica vakuolar ATPaz (V-ATPaz)
inhibitorleri olarak da etki etmektedir, bundan dolay1 tiimoérlerin asidik mikro ¢evresini
etkileyebilecekleri diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda PPI'larin meme, mide,
kolorektal, 6zofagus ve pankreas kanserleri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinde

metastazi ve kemoterapotik ilag direncini azalttigi gosterilmistir (lhraiz ve ark., 2020).

1.6.1. Omeprazol’iin Molekiiler Yapis1 ve Farmakolojik Aktivitesi
5-Metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridinil)-metil]siilfinil]-1H-

benzimidazol (Omeprazol), PPI tipi ilaglarin 1989 yilinda piyasaya siiriilen ilk tipidir.
Sekil 1.12"'de yapis1 gosterilen ve tek kiral merkeze sahip olan omeprazoliin S ya da R
izomerlerinden her ikisi de aktif olmakla birlikte S izoformu daha yavas metabolize
olmaktadir. Benzimidazol halkalar1 (N-H, C=C-N ve S-C=N) ve S=0 grubundan olusan
molekiiliin reaktif kismi, benzimidazol halkasindaki bir asit grubudur (Vrbanec ve ark.,
2017).

Sekil 1.12. Omeprazoliin molekiiler yapisi (Vrbanec ve ark., 2017) 'dan alinmistir.

Yapilan cesitli ¢aligmalarda Omeprazol'iin gastrointestinal sistemi koruma
mekanizmasmin ayrica HSP70 ve TGF-B anlatimlarini arttirmasiyla iligkili oldugu
gozlenmistir. Bunun yaninda omeprazoliin antiapoptotik etkinliginin kaspaz-3
seviyesinin ve mitokondriyal kalsiyum seviyelerinin azalmasi ile; antienflamatuar
etkinliginin ndtrofillerin infiltrasyonunu azaltmasi1 ve anti enflamatuvar interlokinleri
arttirmast ile; antioksidan etkinliginin ise siiperoksid dismutaz enziminin aktivasyonu ve
lipid peroksidasyonunun azaltilmasi ile iligkili oldugu farkli ¢alismalarda belirlenmistir
(Paz ve ark., 2020).
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1.6.2. Proton Pompasi inhibitorlerinin Antikanser Etkisi

PPI'larin antikanser ajan olarak kullanilma ihtimalleri ilk olarak V-tipi
ATPaz'lar1 adrenal kromafin graniillerinde inhibe ettiklerinin gosterilmesi ile ve insan
bagirsak epitel bariyeri hiicrelerinin Oliimstizlestirilmesi ile elde edilen in vitro
kosullarda kemorezistansi saglayan gecirgen glikoproteinleri (P-gp) inhibe ettiklerinin
(Sekil 1.13) belirlenmesiyle diisiiniilmiistiir. PPI'larin V-tipi ATPaz'lar1 inhibe etmesi
sonucunda: malignant hiicrelerde pH homeostazisinde bozulma ile mitokondriyal
fonksiyon bozukluklarini ve ROS {iretimini tetiklenmesi sonucunda; ayrica da lizozomal
pH'm degismesi ile otofajik siireclerin engellenmesi yoluyla hiicre o6liimiinii
tetikleyebilecegi ongorilmiistir (Lu ve ark., 2017). Ayrica yapilan diger pek cok
calisgma sonucunda, V-tipi-ATPaz inhibisyonunun veya lizozomlar iginde birikimin,
kanserli hiicreleri sitostatik kemoterapilere karsi duyarli hale getiren bir mekanizma
oldugu belirlenmistir (Lee ve ark., 2015). Oyleki PPI inhibitorleri someprazol veya
pantoprazoliin kullaniminin, kronik miyeloid 16semi hiicre hattt K562'min BCR-ABL
fiizyon proteini inhibitdrii olan kemoterapotik imanitibe karsi duyarliligini artirdigt
gosterilmistir  (ErgUL ve ErgUL, 2018). Sonu¢ olarak PPI'larin  kombine

kemoterapilerde kullanilabilecegi hipotezi desteklenmistir.

1.6.2.1. Proton Pompasi Inhibitérlerinin Sinyal Yolaklar1 ve Hiicre Oliimii
Uzerindeki  Etkisi

Yapilan pek c¢ok ¢alisma sonucunda, PPI'larin V-tipi-ATaz ve P-gp disinda;
LRP6/Wnt/B-katenin, rapamisinin memeli hedefi (mTOR), hipoksi ile indiiklenebilir
faktor 1-alfa (HIF-1a), P-gp ve MAPK alt ailesi (p38 ve ERK) dahil olmak iizere, timor
asiditesi etkisine direkt dahil olan yolaklar ya da piriivat kinaz'in M2 izoformu (PKM2),
T hiicre orjinli protein kinaz (TOPK), AHR ve yag asidi sentaz (FASN) gibi asidite ile
alakasiz proteinlerle de etkilesime girebildigi gdzlenmistir (Sekil 1.13). Oyleki Wnt
yolaginin inhibe olmasi ile B-kateninin GSK3f tarafindan fosforilasyonu onun yikimin
tetikleyerek nukleusa gd¢mesini engellemektedir. Sonugta hiicre devrinin devam
etmesini tetikleyen transkripsiyon faktorleri Tcf4 ve c-MYC ile siklinD1 ve invazyonda
etkili matriks metalloproteinaz 7 (MMP-7) gibi proteinler sentezlenememektedir. Bunun
yaninda IL-6 sinyalinin inhibisyonu ile STAT3 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu
engellenerek sagkalimi ve hiicre devri devamliligini tetikleyen siklin B, p21, survivin ve
IL-6 proteinlerinin sentezleri inhibe edilmektedir. Ayrica bu etkilere HIF1a sinyalinin
inhibisyonu da eklenince hiicre devrinin durdurulmasi, hiicre boliinmesinin inhibisyonu

ve AHR yolagmin inhibisyonun da dahil olmas ile epitelyal mezenkimal doniisiim
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(EMT) , dolayisiyla da metastaz inhibe olmaktadir. Ribozomal bir proteini fosforile
eden kinaz p70-s6K ve oOkaryotik translasyon baslatma proteinine baglanan protein
4EBPI1 iizerinden hiicresel protein sentezinin ve otofajinin diizenlenmesinden sorumlu
mTOR sinyal yolaginin inhibe olmasi ile protein sentezi ile hiicre bdliinmesi inhibe
olmakta ve ayrica siirekliligi hiicre 6liimiinii aktive eden otofaji tetiklenmektedir. Bunun
yaninda sirasiyla hiicre devrinin diizenlenmesi, yag asidi sentezi ve hiicresel solunum
yolaklarim1 diizenleyen TOPK, FASN ve PKM2'nin inhibisyonu da otofajinin
tetiklenmesi ve hiicre devrinin durmasmna katkida bulunmaktadir. Ayrica hiicre
sagkalimi ve boliinmesinden sorumlu ERK1/2 sinyalinin inhibisyonu ile hiicresel stres
cevabindan sorumlu p38'in aktivasyonu hiicre boliinmesinin inhibisyonu ve apoptozun
tesvikine neden olmaktadir (Sekil 1.13). (Jin ve ark., 2014; Lu ve ark., 2017; Udelnow
ve ark., 2011).
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Sekil 1.13. Proton pompasi inhibitorlerinin antineoplastik etkinlikleri ile iliskili olarak
diizenledikleri hiicresel sinyal yolaklar1 (Lu ve ark., 2017)'dan alinmistir.

1.7. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatt1 ve Karakteristik Ozellikleri
1973 yilinda Dr. Soule ve Michigan Kanser Vakfi (MCF)'ndaki arkadaslari

tarafindan 69 yasindaki metastatik meme kanseri hastasi bir kadmin akciger zarlar

arasinda biriken sividan izole edilen bu hiicre hatti; in vitro ¢alismalarda ER+, PR+,
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HER2-,BRCA1 geni dogal tip genotipi ve invaziv duktal adenokarsinom orijini ile
Luminal A tipi meme kanserini temsil etmektedir. MCF-7 agresif olmayan, invazyon
ve metastaz yetenegi diisiik, E2 duyarlilig1 yiiksek, ERa anlatimi yiliksek ancak ERf
anlatim1 diisiik, Ostrojen yoksunlugunda ER anlatimini arttiran ve boliinme hizi azalan
bir hiicre hattidir. MCF-7 ana soylarinda PR anlatimi yiiksek iken secici ER modiilatorii
olan tamoksifene direncli hiicre soylarinda PR anlatimi zayiftir veya yoktur. MCF-7
hiicrelerinin E2'ye duyarliligi otokrin insiilin benzeri biliylime faktorii tip 1'in
salgilanmasimma bagimlidir. Bununla birlikte anjiyogenezi tesvik eden vaskiiler-
endotelyal biiylime faktorii anlatimlarinin MCF-7 hiicre hattinda, ii¢lii negatif (ER-,PR-
,HER2-) ve BRCA1 geni dogal tip olan invazyon ve metastaz kabiliyeti yliksek MDA-
MB-231 hiicre soyuna gore diisiik oldugu gosterilmistir (Comsa ve ark., 2015; Dai ve
ark.,2015).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Mevcut tez calismasi ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalar gegmisten giiniimiize
incelenmis olup elde edilmis bulgu ve sonuglarin arastirilan konu etrafinda yeniden

degerlendirilmesi yapilmistir.

2.1. Etken Maddelerin Hiicre Hatlarina Tekli Uygulanmasi ile lgili Calismalar
AbuHammad ve Zihlif (2013), MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda yaptiklari

calismada Doksorubisine karsi gelisen ilag¢ direncinin; ilacin digsariya pompalanmasini
saglayan proteinler ile hiicre dongiisii, apoptoz ve DNA onariminda 6nemli rol oynayan
genlerin anlatimlarindaki degisiklikler ile iligkili oldugu gosterilmistir.

Sharifi ve ark. (2015), MCF-7 hiicre hattina uygulanan Doksorubisinin,
antiapoptotik Bcl-xL seviyesini azaltirken; apoptoz tesvik eden Bax proteini seviyesini
ve kaspaz-9 anlatimlarini arttirdigi gézlenmistir.

Jin ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada, pankreas kanseri hiicrelerinin en yiiksek
diizeyde invaziv alt tipinde (QM-PDA), secici aril hidrokarbon reseptorii (AHR)
modiilatorii oldugu belirlenen omeprazoliin, genomik olmayan bir sekilde Aril
Hidrokarbon reseptorii (AHR) yolagina etki ederek invazyonu engelledigi gosterilmistir.

Pilco-Ferreto ve Calaf (2016), meme kanseri hiicre hatlarindan Luminal A tipini
temsil eden MCF-7 ve tiglii negatif tipi temsil eden MDA-MB-231 hiicre hatlart ile ti¢li
negatif ancak karsinojenik olmayan MCF-10F hiicre hatlariyla yapilan galismalarda,
Dox’un  MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-apoptotik Bcl-2 iiyelerinin
anlatimimi azaltip, apoptozu tesvik eden Bcl-2 proteinlerinin ve ayrica kaspaz
proteazlarin anlatimlarmi arttirdigi; ayrica NF-kB ve siiperoksit dismutaz 2 protein
anlatimlarimi diizenleyerek oksidatif stresi etkiledigi gosterilmistir.

Zhang ve ark. (2017), yapmis olduklar1 ¢alismada, kanser tedavisinde adjuvan
ilag olarak omeprazoliin KRT (kemoradyoterapi) etkinligini artirmada ve rektum
kanseri niiksilinii azaltmada sinerjik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Hou ve ark. (2017), yemek borusu kanseri gelisim i¢in dnemli bir risk faktorii
olan Barrett 6zofagusu hastaligi, Barrett 6zofagusu hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmada
omeprazol kullanimmin spesifik bir miRNA’nin anlatimini diizenleyerek hiicre
boliinmesini inhibe ettii ve hiicre devrini GO0/Gl konumunda durdurdugu
gosterilmistir.

Punia ve ark. (2017), ¢alismis oldugu acetinin akciger kanseri hiicrelerinde daha

diisiik konsantrasyonlarda doksorubisinin sitotoksisitesini artirdigini ileri siirdii.
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Khan ve ark. (2017), MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ile yaptiklar: ¢aligmada,
bir antimetabolit olan azasitidin kullaniminin hiicreleri Doksorubisine karsi direngli hale
getirdigi gozlenmistir.

Sakagami ve ark. (2017), oral keratinosit toksisitesinin ¢ogu antikanser ajaninin
yeni bir yan etkisi oldugunu ileri siirmiistiir. Toplam 11 antikanser ilaci benzer
keratinosit toksisitesi gosterdi. Sasa senanensis Rehder'in yapraklarinin alkali 6zii, hiicre
bliylimesini tegvik ederek doksorubisinin neden oldugu keratinosit sitotoksisitesini

kismen hafiflettigi gozlenmistir.

2.2. Kemoterapotik Ajanlarin Proton Pompasi Inhibitérleri ile Hiicreler Uzerine

Kombine Uygulanmasi ile Tlgili Cahsmalar

Udelnow ve ark. (2011), yiiksek oranda kemorezistan tiimor olan pankreatik
kanser hiicre hatlar1 MiaPaCa-2, ASPC-1, Colo357, PancTu-1, Pancl ve Panc89' na
yapilan c¢aligmalarda PPI'lar omeprazol ve pantoprazol ile kematerapdtik ajanlar
gemsitabin ve 5-florourasil'in farkli kombinasyonlari uygulanmistir. Sonug¢ olarak,
omeprazoliin kemoterapotik ajanlar ile kombine kullaniminin pankreas kanseri
hiicrelerinin cogalmasini engelleyip, otofaji yolagini tetikledigi ve apoptozu indiikledigi
gosterilmistir.

Jin ve ark. (2014), Gglii negatif MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine
uygulanan omeprazol dahil segici Aril Hidrokarbon Reseptorii (AHR) inhibitorleri
kullanilan c¢alismada; omeprazolin CXCR4 ve MM9 ifadelerinin transkripsiyon
seviyesinde inhibisyonu yoluyla meme kanseri hiicre istilasim1 azalttigi, hayvan
modelinde akcigere metastazi 6nemli dl¢lide engelledigi gosterilmistir.

Lee ve ark. (2015), epitel kokenli ovaryum kanseri igin yapilan bir ¢alismada,
kemorezistan in vitro ovaryum kanseri hiicre hatlarinda ve kemorezistan hayvan
modellerinde paklitaksel ile birlikte omeprazol kullanilmasinin ilag direncini kirarak in
vitro modellerde apoptozu tesvik ettigi, in vivo modellerde ise timor agirliginda 6nemli
oOl¢iide azaltmaya neden oldugu belirlenmistir.

Pilco-Ferreto ve Calaf (2016), yaptiklart g¢alismada, meme kanseri hiicre
hatlarindan Luminal A tipini temsil eden MCF-7 ve tiglii negatif tipi temsil eden MDA -
MB-231 hiicre hatlar ile ti¢lii negatif ancak karsinojenik olmayan MCF-10F hiicre
hatlartyla yapilan ¢alismalarda, Dox’un MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-

apoptotik Bcl-2 iiyelerinin anlatimini azaltip, apoptozu tesvik eden Bcl-2 proteinlerinin

46



ve ayrica kaspaz proteazlarin anlatimlarmi arttirdigi; ayrica NF-xB ve siiperoksit
dismutaz 2 protein anlatimlarin1 diizenleyerek oksidatif stresi etkiledigi gosterilmistir.

Liu ve ark. (2017), meme kanseri hastalarinda up regiile edilen ve meme kanseri
bliylimesini, invazyonunu ve migrasyonunu destekleyen bir adipokin olan resistin’in
Dox ile uygulanmasinin yeni bir strateji olabilecegini diisiinmiis ve meme kanseri
hastalarinda  doksorubisin ~ bazli kemoterapiye direncin iistesinden gelmek
amaclanmistir. Bunun neticesinde resistin antagonizmasinin AMPK/mTOR/ULK1 ve
JNK sinyal yolaklari, resistin tedavisi ile aktive edilmistir. Ayrica resistinin, otofaji
indiiksiyonu yoluyla Dox kaynakli apoptoza direng sagladigini da gostermislerdir.

Paskeviciuté ve Petrikaité (2019), yaptiklar1 calismada ti¢lii negatif miirin meme
kanseri hiicre hatt1 4T1 kullanilarak iki ve ii¢ boyutlu kanser modellerinde omeprazol
veya lansoprazol kullaniminin, zayif bazik antikanser ilag doksorubisinin ya da
lipozomal formunun hiicre igerisine tasinmasini belirli kosullar altinda arttirdigi
gozlenmigtir.Hem Omeprazol hem de Lansoprazoliin asidik kosullarda Dox’un
kendisinin de lipozomal formunun da iletimini artirdigi goriilmiistiir.

Mohammadian ve ark. (2020), HSP90 inhibitorlerinin Doksorubisin ile kombine
kullanimlarinin MCF-7 hiicre hattinda; anjiyogenezi tetikleyen VEGF  anlatimim
azalttig1 ve apoptotik etkinligi arttirdig1 belirlenmistir.

Ihraiz ve ark. (2020), yaptiklar1 ¢alismada; MCF-7, T47D ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatlarina omeprazoliin de icerisinde bulundugu ti¢ PPI ajaninin her
birini doksorubisin ile tek basina ve kombine olarak kullanmiglardir. Sonug olarak, tiim
hiicre hatlarinda doksorubisin ile kombinasyonun hiicre c¢ogalmasin1i ve  gdog¢iinii
engelledigi, apoptozisi 6nemli Olclide indiikledigine ilave olarak sinerjetik bir terapotik
etkinlige neden oldugu belirlenmistir.

(Wang ve ark., 2021), MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 insan meme
kanseri hiicre hatlarina omeprazoliin de igerisinde bulundugu farkli PPI ajanlar1 Dox ve
radyoterapi ile kombine olarak uygulanmistir. Sonugta, DNA hasar onarimini arttirarak
ila¢ ve radyoterapiye diren¢ saglanmasina neden olan FASN’yi etkili bir sekilde inhibe

ettigini ve meme kanseri hiicresinin hayatta kalmasini baskiladigi gosterilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma kapsaminda yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalari, Saglik Bilimleri

Universitesi Hamidiye Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Yusuf TUTAR

tarafindan saglanmstir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Hiicre Serisi

Calismalarimizda American Type Culture Collection (ATCC)’den temin edilen

insan meme kanser hiicresi MCF-7 kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.1. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlarin Isimleri ve Markalari

Cihaz Ismi Cihaz Markasi
Sogutmali Santrifiij Sigma

RNA izolasyon Kabini Euroclone
Mikrosantrifij Weightlab
Nanodrop Thermo

RT PCR Roche
Biyogiivenlik Kabini Euroclone Safemate Eco
Hiicre Goriintiilleme Mikroskobu ZOE, BIORAD
CO2 Inkiibator RHCBI

Su Banyosu Thermomac

+4 Buzdolab1 Ugur

-20 Buzdolab1 Ugur

-86 Buzdolab1 Binder
Otomatik Pipet Seti Eppendorf

Flow Cytometry

Beckman Coulter

3.1.3. Kullanilan Malzemeler

Tablo 3.2. Kullanilan Malzemeler ve Markalari

Malzemeler Markalari
DMEM Biochrome
DMEM-F12 Lonza
RPMI Lonza
MEGM Lonza
Bullet Kit Lonza
Fetal Bovine Serum Biochrome
Tripsin/EDTA %0.25 Gibco
Penisilin/Streptomisin Gibco
Vi-Cell Reagents Beckman Coulter
Dimetil Siilfoksit Sigma
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | BD

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche
PBS Dulbecco’s Gibco

96 Well Plates Greiner
Cell Culture Flasks 75 cm? Greiner
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3.1.4. Kitler

Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Kitler

innuPREP RNA Mini Kiti 2.0
SensiFAST cDNA Sentez Kit
ApopNexin Annexin V FITC Apoptosis Kit

3.2. Metot
3.2.1. DMEM Besiyeri Hazirlanmasi
50 ml FBS (Fetal Bovine Serum), 5 ml Penisilin/Streptomisin, 445 ml DMEM

eklenerek hacim 500 ml’ye tamamlanmistir. 0,22 um por ¢apl filtre ile steril edilerek

+4°C’de saklanmustir.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

MCF-7 dogal tip meme kanseri hiicreleri (ATCC No; HTB 22), DMEM
besiyerinde (% 10 sigir fetiis serumu (FBS) ve 10 U/ml penisilin/streptomisin
antibiyotik) , % 5 CO; bulunan ve 37°C sartlarin1 olusturan hiicre inkiibatoriinde (Hera
Cell 1501, Thermo), %95 nem ortaminda biiyiitiilmiistiir. Hazirlanmis olan besiyeri 0.22
um’ lik filtrelerden gegirilip +40°C sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2.3. Si1v1 Azottan Hiicre Acilmasi

Kullanilan hiicrelerin genomlarina, metabolik aktivite veya temel fizyolojik
ozelliklerinin zarar gormeden uzunca bir siire saklanabilmesi icin siv1 azot ile -196°C’de
uygun tekniklerle dondurulmalar gerceklestirilmistir. Diislik pasaj sayilarina sahip sivi
azotta dondurulmus olan hiicrelerin agilmasi, hem yapilan deneyler i¢in hiicrelerin kisa
siirede kullanilabilmelerini saglarken hem de caligmalar sirasinda olusabilecek olan
kontaminasyon, stres faktorleri yolu ile hiicre kaybmin sonrasinda kullaniimasi
saglanmistir. Hiicreler siv1 azottan ¢ikarildiktan sonra hizlica eritilerek uygun besiyeri
igerisine aktarilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, 2000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ¢oktiiriilen pellet kismi hiicreleri igerirken, iist
fazda sivi azotta dondurulmak amaciyla besiyerine eklenen dimetilsiilfoksit bulunur.
Dimetilsiilfoksit, hiicrelerde toksik etki olusturarak stres faktorii olabileceginden iist
fazin atilmasi gergeklestirilir. Kalan pellet iizerine 1 ml uygun besiyeri eklenerek 25
pelletin homojen olarak dagitilmast saglanmis olup homojenize edilen hiicre

stispansiyonu T25-T75'lik flaska ekilmistir. Ekimi yapilan hiicreleri mikroskopta
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goriintiilerine bakilarak yogunluklar1 ve morfolojileri gézlemlenir. T25-T75'lik flasklar
%5 COg, 37°C sicakliga sahip inkiibatore alinmistir.

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Uremekte olan hiicre pasajlari, %80-90 yogunluga (confluent) ulasinca yeniden
pasajlandi. Bu amagla iiremekte olan hiicreler istenen ¢ogunluga ulastiginda Flasklarin
icerisindeki besiyeri pipetle alinarak steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) (25 cm? igin 2
ml) ile yikandi. Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicrelerin yapistiklar1 alandan
kaldirilmasi i¢in 3 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde 10 dk bekletildi.
Tim yiizeye yapisik olan hiicrelerin kaldirilmasinin ardindan siispansiyon halindeki
hiicre+tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml hacimli bir tlip icerisine alindi. Sollisyonun
tizerine tripsin inhibisyonu i¢in tripsin hacminin 2 kati medyum eklendi. Tiipe alinan
siispansiyon 1300 rpm de 10 dk santrifiij edildi, ardindan tripsin EDTA soliisyonu
uzaklastirild1 ve hiicreler taze hiicre medyumu ile siispanse edilerek 3 adet 25 cm? ’lik
flaska boliinerek yeniden pasajlandi. Yeniden pasajlanan hiicreler 37°C’de, %S5 CO:2

ortaminda inkube edildi.

3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilan hiicreler santrifiij edildi ve tripsin,
besiyerinden uzaklastirildi. Ardindan hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile sulandirilarak
sayildi. Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeri ile inhibe edildi. Hiicreler
pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilip bir falkon tiipe aktarildi. Uzerine 2-
3 ml daha medyum ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 1300 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek slipernatant uzaklastirildi.  Pellet 900 pl hiicre medyumu ile
sulandirilarak sayildi. Dondurma tiipleri igerisine 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO) ve
900 pl hiicre medyumu ile siispanse edilen hiicre soliisyonu eklendi. Tiipler dondurma
kabina yerlestirilerek -80°C’de derin dondurucuda gerektiginde kullanilmak {izere

saklandi.
3.2.6. Hiicre Sayimm

1 ml kiiltir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
ependorf tiipe konuldu ve iizerine 90 pl tripan blue boyasi eklenerek karistirildi. Bu
karistm Neubauer lami {izerine konularak 5 bolmedeki hiicreler sayildi, daha sonra
bulunan bu sayr -sulandirma miktar1 x 50 000- sayisi ile ¢arpildi. Sonug olarak 1 ml

medyumda ka¢ milyon hiicre oldugu bulundu. Boylece ekim yapilacak say1 belirlenip
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hiicrelerin petriye ekimleri yapildi. 100 mm’lik kiiltiir petrisine 5x10° hiicre ve 96

kuyucuklu kiiltiir plaginin her kuyucuguna 5000 hiicre transfer edildi.

3.2.7. Hiicrelerin Plakalara Ekimi

Onceden sayilmis ve besiyeri ile diliisyonu yapilmis olan hiicreler 96
kuyucuklu plakalar icerisine her kuyucukta 5 x 10% hiicre 100 pl igerisinde olacak
sekilde ekilecektir. Ekilen bu hiicreler plaka yiizeyine 24 saat icerisinde tutanacaklar ve
ertesi glin belirlenen konsantrasyonda dozlama yapilarak inkiibasyona birakilacaktir.
Klinik etken maddeler hiicre hatt1 lizerinde farkli konsantrasyonlarda ve  farkh
inkiibasyon siirelerinde in vitro olarak antikanser aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica
saglikli hiicrelerde toksik etkisini gorebilmek icin saglikli epitel hiicrelerinde de

toksisite deneyleri yapilmistir.

3.2.8. Hiicre Canliiginin Belirlenmesi (MTT) Analizi

MTT analizi, formazon boyalarmin ya da MTT azalmasina bagli olarak
enzimatik aktivitenin kolorimetrik dl¢climiine dayanan hiicre ¢ogalma miktariin tespit
edildigi bir yontemdir. Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir terapotik ajanin
hiicre lizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir. Doksorubisin
ve omeproliin MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki olas1 sitotoksik etkisi MTT Kkiti ile iiretici
firmanin kullanim talimatina gore uygulandi. Yontem MTT ajani ile inkiibe edilen
hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Olusan renk degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif
hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu
bilesiklerin absorbans degeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile
orantilidir. MTT analizi i¢in; 96’lik plak kuyucuklarinda bulunan 100 pl medyum ve
hiicre karisimi iizerine, hazirlanmis tiazolil mavi tetrazolium bromid soliisyonundan 10
ul ilave edildi. Bu soliisyon ilavesini takiben 96’lik plak inkiibatore alinarak 3 saat
bekletildi. Ug saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyinde bulunan medyum bir
pipet ile alinarak MTT ¢o6ziicli soliisyonundan 100 pl ilave edildi ve 20 dk daha
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu
spektrofotometre ile 570 nm absorbans degerinde 6l¢iimleri 3 tekrarli olarak yapildi. 28
Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre viabilite egrisi
belirlenerek %350 baskilayici konsantrasyon (ICsp) degeri logaritmik egim grafigi ile

hesaplanda.
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3.2.9. MCF-7 Hiicrelerinden RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in analytik jena firmasina ait “innuPREP RNA Mini Kiti 2.0”
kullanilmistir. 400 pl Lysis Solution RL eklenen hiicre pelleti oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edildi. Hiicre pelletini pipetledikten sonra oda sicakliginda 3 dakika daha inkiibe
edildi. Izolasyondan sonra protokolde vurgulandigi gibi hiicre kiimeleri gériilmedi.
Pargalanmis numuneyi aktardigimiz spin filtresi D yi alica tiipe yerlestirdikten sonra 2
dakika 11.000 x g'de (~11.000 rpm) santrifiijlendi. Filtre D uzaklastirildi. Elimizde
RNA y1 igeren siiziintii kaldi. Yeni alic1 tiipiine dondiirme filtresi R yerlestirildi. Elde
ettigimiz RNA igeren siiziintiiye esit hacimde yaklagik 400 pl %70 etanol eklendi ve
birka¢ kez pipetlendi. Pipetajdan sonra numune dondiirme filtresi R ye aktarilarak
11.000 x g'de (~11.000 rpm) de 2 dakika santrifiijlendi. Alic1 Tiipii siiziintiiyle birlikte
atildi ve Dondiirme Filtresi R'yi yeni bir Alici Tiipiine yerlestirildi. Uzerine 500 pl
Yikama Soliisyonu HS ekleyip 11.000 x g'de (~11.000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi.
Tekrardan alic tiipii ve siiziintii atildi. Spin filtresi R yi yeni alic1 bir tiipe yerlestirildi.
Uzerine 700 pl Washing Solution LS eklenip, 11.000 x g'de (~11.000 rpm) 1 dakika
santrifiijlendi. Spin filtresi R yeni alic1 tiipiine yerlestirildi. Etanolii uzaklastirmak i¢in
3 dakika boyunca 11.000 x g'de (~11.000 rpm) santrifiijlendi. Alici tiipti atildiktan
sonra spin filtresi R yeni bir eliisyon tiipiine yerlestirildi. Uzerine 3080 ul RNaz’s1z Su
eklenip 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1 dakika 11.000 x
g'de santrifiij (~11.000 dev/dak) edildi.

3.2.10. RNA Konsantrasyonunun Olciilmesi

Izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonlart ve safliklarinin belirlenmesi igin
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’de 15181 sogurma (O.D) dlglimii yapilmistir. 260
nm’deki RNA maksimum absorbans degeri ile 280 nm’deki RNA maksimum absorbans
degerleri oranlanip  hesaplanarak RNA saflik derecesi bulunmustur. Olgiimler

Nanodrop cihazi kullanilarak yapilmaigtir.
3.2.11. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA Sentezi i¢in Meridian firmasina ait , SensiFAST c¢cDNA Sentez Kiti ”
kullanilmistir.  {lk  olarak kullanilmadan once vorteks ve santrifiij yapilan
sollisyonlardan buz {izerinde ana karigim hazirlandi. Karisim nazikge karistirildi. Cihaz
da kit protokoliine gore termal dongii ayarlandi. 4 pL'ye kadar (1/5 hacim) cDNA sentez
reaksiyon iiriinii 20 puL hacimli qPCR da kullamldi. Istege gore reaksiyon iiriinii 10
mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA da seyreltilebilir. Alternatif olarak, reaksiyon
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iirtinii veya seyreltilmis cDNA 4 °C'de 1 hafta veya uzun siireli depolama igin -20 °C
de saklanabilir.
3.2.12. Proton Pompasi Inhibitorii ile Doksorubisinin Sinyal Yolaklarinda
Meydana Getirdigi Gen Degisiminin Belirlenmesi

Tablo 4.2°de verilen genlere ait ifade diizeyleri ger¢cek zamanli PCR(qPCR) ile
belirlenmistir. Amplifikasyonlar 20 pL toplam reaksiyon hacmi igerisinde, cDNA,
bolgeye 0zgli ileri-geri yonlii primerler, SYBRGreen Master Mix kullanilarak
geceklestirilmistir.

Gen ifadelerini normalize etmek i¢cin GAPDH ve ACTINB genlerine 6zgi
primerlerin de ifade diizeyleri belirlenmistir. QPCR yonteminin gergeklestirilmesi igin
kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullari sirasiyla Tablo 3.4 ve Tablo 3.5te

verilmigtir.

Tablo 3.4. QPCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Ik hacim
SYBR green master mix 10 pl
Primerler 1pl
cDNA 6rnegi 1pl
Steril su 8l
Toplam hacim 20 ul

Tablo 3.5. QPCR Kosullar1

Zaman Sicakhik Dongii

5 dk 95°C 1

15 sn 95°C 40

30sn 60 °C Floresan Okuma

3.2.13. Hiicre Oliimiiniin Akis Sitometri ile Belirlenmesi

Hiicre hatlarina  uygulanan ajanlarin  hiicreler  {izerinde  apoptotik
etkisinin gosterilebilmesi i¢in “Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit” (Sigma-
Aldrich) ve PI boyama teknigi kullanilacaktir. Membran fosfolipidlerinden biri olan
fosfotidilserin, hiicrenin plazma membraninin sitoplazma kismina bakan i¢ yliziinde

oldugu halde, apoptotik siirecin baglamasi ile hiicrenin plazma membraninin dis
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yiizeyine ¢ikmaya baglar. Komsu hiicreler, iizerinde fosfotidilserin olan hiicreleri
fagosite eder. Apoptozun bu fizyopatolojik ozelliklerinden yararlanilarak apoptotik
hiicreler tespit edilebilmektedir.

Anneksin V, hiicrenin dis ylizeyinde ortaya c¢ikan fosfotidilserine baglanabilen bir
protein oldugundan hiicre yiizeylerine Anneksin V baglanma orani, o hiicre
toplulugundaki apoptoza ugramis hiicrelerin oranini verecektir. Hiicreler santrifiij
edilerek tizerine binding buffer eklenecek ve homojenize edilecektir. Homojenize
edilen hiicrelerde 100 pl alinacak ve iizerine 5 pul Annexin V eklenecektir. 15 dakika,
karanlikta, +25 °C’ de bekletilen hiicreler flow sitometri ile analiz edilecektir. Nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi gibi flow sitometride
ikinci boya olarak 5 pl propidyum iyodiir eklenecektir. Hiicre dongiisii, kanser
hiicrelerindeki anormal DNA hiicre dizilerini tanimlamak, iliskili DNA indeksini
tahmin etmek ve bu hiicre dizilerindeki hiicre fazi dagilimini belirlemek icin
kullanilacaktir. Hiicreler, 5 dakika boyunca 500 g'de santrifiijlenecektir. Santrifiij
isleminden sonra siipernatant uzaklastirilacaktir. Pellete 1 ml tampon soliisyon
eklenecek ve 5 dakika 500 g'de santrifiijlenecektir. Hiicre konsantrasyonu daha sonra
1x106 hiicre/ml'ye ayarlanacaktir. Daha sonra A sollisyonu (spermin tetrahidrokloriir
deterjan tamponunda tripsin) eklenecek ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilecektir. Daha sonra 200 pl B soliisyonu (spermin tamponunda RNase A ve
tripsin inhibitdr) eklenecektir. Inkiibasyon bittikten sonra iizerlerine C soliisyonu
(spermin buffer i¢cinde Propidiumiodide (PI)) eklenerek 10 dakika karanlikta bekletilir.

Daha sonra filtrelenecek ve hiicreler flow sitometrisi ile analiz edilecektir.

3.2.14. Istatistiksel Analiz

Kantitatif veri analizi i¢in normal dagilima uygun olup olmadigi kolmogrov
simirnov testi ile incelenmistir. Sonuglar; ortalama, + ortalamalarin standart hatasi
olarak gosterilir. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (One-way
ANOVA), ardindan ¢oklu Kkarsilastirma Student-Newman-Keuls testi ve ikili
karsilagtirmalar i¢in Student t testi kullanilmistir. Bu testler GraphPad Prism 5.0
Yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. 0.05'ten kiigiik P degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Gen ekspresyon analizleri 22T hesaplamasi kullanilmis olup

istatistikleri Reactome veri tabani ile tamamlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. MCF-7 Hiicrelerindeki Hiicre Canlihig

Doksorubisinin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde; 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nM dozlarda incelendi.
Omeprazol apoptotik etkileri ise 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 uM dozlarda incelendi.
Elde edilen sonucglar dogrultusunda her bir etken madde i¢in optik yogunluk (OD)
grafikleri GraphPad Prism 5.0 istatistik programinda degerlendirilerek ¢izilmistir. Her

bir inkiibasyon siiresinde hiicre canliligini %50 oraninda azaltan doz (ICso)

hesaplanmustir.
4.1.1. Doksorubisinin Tek basina MCF-7 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkilerinin
MTT Testi ile Gosterilmesi

Doksorubisinin, 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MCF-7
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkili oldugu belirlenen

konsantrasyonlar sirasiyla 10.89, 10.49 ve 40.33 nM’dir.

MCF7_Doksorubisin 24s. MCF7_Doksorubisin 48s.

MCF7_Doksorubisin 72s.
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Sekil 4.1. Doksorubisinin 100-3.125 nM arasinda uygulanan dozlarinin 24 (a), 48 (b) ve

72 (c) saatlik inkiibasyon siirelerinde MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlilifina etkisi
(p<0.01)

4.1.2. Omeprazoliin Tek Basina MCF-7 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkilerinin
MTT Testi ile Gosterilmesi
Omeprazoliin, 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon stireleri sonunda MCF-7

hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkili oldugu belirlenen

konsantrasyonlar sirastyla 1.562, 1.89 ve 4.89 uM’dir.
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Sekil 4.2. Omeprazoliin 100-3.125 uM arasinda uygulanan dozlarinin 24 (a), 48 (b) ve

72 (c) saatlik inkiibasyon siirelerinde MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi
(p=0.01)

4.1.3. Doksorubisin ve Omeprazol Kombinasyonunun MCF-7 Hiicrelerinde 48.saat
Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

MCF-7 hiicrelerinde doksorubisin ile omeprozoliin farkli konsantrasyonlarinin
tekli uygulamalar1 ve kombin uygulamalarinin % inhibisyon sonuglart Tablo 4.1." de
verilmigtir.

MTT sonuglarina gore, MCF-7 hiicrelerine 12.5 nM konsantrasyondaki doksorubisin +
omeprazol kombinasyon (12.5nM + 3uM) gruplarinda, kontrole goére % hiicre
inhibisyon oran1 %54.95; ila¢ etkilesim katsayis1 (CDI) ise 1.469613 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna gore % hiicre canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel
olarak *p < 0.005 olarak anlamli bulunmustur.

Tablo 4.1: Omeprazol ve doksorubisinin MCF-7 hiicre hattindaki % sinerjetik

inhibisyonu (ortalama + standart sapma), n=>5, p<0.005, kontrol:%0.1 DMSO, CDI <
1 sinerjizm, CDI < 0.7 gii¢lii sinerjizm, CDI = 1 additiflik ve CDI > I antagonizm

Konsantrasyon
Hiicre Hatt: Omeprazol/Doksorubisin % Inhibisyon
(UM/nM) CDI
3/50 60.26 + 0.4280 1.611627
3/25 58 +0.4261 1.551184
3/12.5 54.95 + 0.4045 1.469613
MCF-7
3/6.25 57.2 +£0.4164 1.529789
3/3.125 61.82 + 0.4357 1.653349
3/0 0 -
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4.2. Doksorubisin ve Omeprazoliin PCR Array Deneylerinin Degerlendirilmesi

Bu calisma i¢in 6 kuyucuklu plakalara 2 ml’de 3x10° hiicre ekimi yapildi. 24
saat hiicrelerin tutunmasinin ardindan doksorubisin ile omeprazol ayr1 ayr1 ve bir arada
uygulandi. Gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi i¢in etken madde uygulamasi
yapilmayan, yalnizca MCF-7 hiicrelerinin bulundugu bir kuyucuk da deneylere dahil
edildi. 48 saatin sonunda RNA izolasyonu yapilarak cDNA sentezi ger¢eklestirildi. PCR

array deneylerinde kullanilan genler Tablo 4.2. *da verilmistir.

Tablo 4.2. PCR Array deneylerinde kullanilan genler

ANGPT1 Angiopoietin 1

ANGPT2 Angiopoietin 2

CCL2 C-C Motif Chemokine Ligand 2

FGF2 Fibroblast Growth Factor 2

FLT1 Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 1
KDR Kinase Insert Domain Receptor

PGF Placental Growth Factor

SERPINF1  Serpin Family F Member 1

TEK TEK Receptor Tyrosine Kinase
VEGFC Vascular Endothelial Growth Factor C
APAF1 Apoptotic Peptidase Activating Factor 1

BCL2L11 BCL2 Like 11

CASP2 Caspase 2

CASP7 Caspase 7

CASP9 Caspase 9

FASLG Fas Ligand

NOL3 Nucleolar Protein 3

XIAP X-Linked Inhibitor Of Apoptosis

AURKA Aurora Kinase A

CCND2 Cyclin D2

CDC20 Cell Division Cycle 20

E2F4 E2F Transcription Factor 4

MCM2 Minichromosome Maintenance Complex Component 2
MKI67 Marker Of Proliferation Ki-67

SKP2 S-Phase Kinase Associated Protein 2

STMN1 Stathmin 1
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Tablo 4.2 PCE Array deneylerinde lullandan  genler

WEE1 WEEL1 G2 Checkpoint Kinase

BMI1 BMI1 Proto-Oncogene, Polycomb Ring Finger
ETS2 ETS Proto-Oncogene 2, Transcription Factor
IGFBP3 Insulin Like Growth Factor Binding Protein 3
IGFBP5 Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5
IGFBP7 Insulin Like Growth Factor Binding Protein 7
MAP2K1 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1
MAP2K3 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 3
MAPK14 Mitogen-Activated Protein Kinase 14
SERPINB2  Serpin Family B Member 2

SOD1 Superoxide Dismutase 1

TBX2 T-Box Transcription Factor 2

DDB2 Damage Specific DNA Binding Protein 2
DDIT3 DNA Damage Inducible Transcript 3

ERCC3 ERCC Excision Repair 3, TFIIH Core Complex Helicase Subunit
ERCC5 ERCC Excision Repair 5, Endonuclease
GADD45G  Growth Arrest And DNA Damage Inducible Gamma
LIG4 DNA Ligase 4

PPP1R15A  Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A
CDH2 Cadherin 2

FOXC2 Forkhead Box C2

GSC Goosecoid Homeobox

KRT14 Keratin 14

OCLN Occludin

SNAI1 Snail Family Transcriptional Repressor 1
SNAI2 Snail Family Transcriptional Repressor 2
SNAI3 Snail Family Transcriptional Repressor 3
SOX10 SRY-Box Transcription Factor 10

ADM Adrenomedullin

CA9 Carbonic Anhydrase 9

HMOX1 Heme Oxygenase 1

LDHA Lactate Dehydrogenase A

SLC2A1 Solute Carrier Family 2 Member 1

ACLY ATP Citrate Lyase
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Tablo 4.2. PCE. Array deneylerinde loallandan genler

ACSL4 Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family Member 4

ATP5F1A ATP Synthase F1 Subunit Alpha

COX5A Cytochrome C Oxidase Subunit 5A

CPT2 Carnitine Palmitoyltransferase 2

G6PD Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase
GPD2 Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 2
LPL Lipoprotein Lipase

PFKL Phosphofructokinase, Liver Type

UQCRFS1 Ubiquinol-Cytochrome C Reductase, Rieske Iron-Sulfur Polypeptide 1

DKC1 Dyskerin Pseudouridine Synthase 1

PINX1 PIN2 (TERF1) Interacting Telomerase Inhibitor 1
TEP1 Telomerase Associated Protein 1

TERF1 Telomeric Repeat Binding Factor 1

TERF2IP TERF2 Interacting Protein

TINF2 TERF1 Interacting Nuclear Factor 2
TNKS Tankyrase

TNKS2 Tankyrase 2

TP53 Tumor Protein P53

4.2.1. Sinyal Yolak Analizlerinin Degerlendirilmesi

MCF-7 hiicrelerinde antikanser ajan Doksorubisin ve proton pompasi inhibitorii
Omeprazoliin ayr1 ayr1 ve beraber etkilerinin 48 saat siirede hiicrelerde olusturdugu
apoptotik etki gen diizeyinde gosterilmistir. MCF-7 hiicrelerinin kiiltiire alinmasi, ICso
dozlar1 uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) hiicrelerden RNA izolasyonlari
gergeklestirildi.

Kontrol grubuna gore gen anlatimlarindaki kat degisimi (fold change) hesaplamalari
log2’ye uygun yapildi. 2 ve iizeri ekspresyon farkliligi goriilen yukari; -2 ve alti
ekspresyon farkliligi goriilen asagir regile olan genler gosterildi. Doksorubisin
uygulamasi (Sekil 4.3), Omeprazol uygulamasi (Sekil 4.4), Doksorubisin ve Omeprazol
birlikte uygulamasi (Sekil 4.5) (p< 0.05) hiicrelerdeki gen anlatim degisimleri
gosterilmistir.

Etken madde uygulamasi yapilmis MCF-7 hiicre hatlarina ait PCR array sonuglari

sirastyla Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Doksorubisin varliginda MCF-7 hiicre hattina sinyal yolaklarinda degisim

gosteren gen ifadeleri

Omeprazol_MCF7

15,00

10,00

5,00

0,00

=]
=

1S Fag ey

-10,00

-15,00

E5d 1
ZEHM L
SHN
ZANIL
dIZ 431
TdHal
Tdil
THNI
TN
TEdH0DN
TAdd
d1
2ade
95
cldd
WSX0D
YIS LY
F150%
el
WS
WHOT
TXOWH
B
Wy
OrX0s
ElhS
ZIWNS
TIWNE
NI20
P
259
Rkl
EHOD
WSTHT deld
ran
D5radvD
043

[ R EE]
EL1aa
zaaa
Zxal
Taos
ZaNIdHIS
BTSN
EATTN
THZ N
FEEED]
S5
£d 8451
€513
Tiwa
T3
THIMNLS
Zdis
LOAM
FAy el
rdza
0E0ad
[as]i k)
WAH
WX
E10M
215w
Bl S0
£dSVD
CdSWD
TTIZ108
TV
2493A
R
TANIdHAS
49d
HOA
T
2494
2120

E 1D
TAdD MY

Genler

Omeprazol varliginda MCF-7 hiicre hattina sinyal yolaklarinda degisim

Sekil 4.4.

gosteren gen ifadeleri
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Sekil 4.5. Doksorubisin ve Omeprazol kombine uygulanmasi ile MCF-7 hiicre hattina
sinyal yolaklarinda degisim gosteren gen ifadeleri
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Sekil 4.6. Doksorubisin ve Omeprazol tek basina ve kombine sekilde uygulanmasi ile
MCF-7 hiicre hattina sinyal yolaklarinda degisim gosteren gen ifadeleri

Log2’ye gore asagi ve yukari anlamli oldugu belirlenen gen ifadelenme degisimlerini
gosteren harita ise Sekil 4.6’da verilmistir.

Doksorubisin uygulamasi sonrast gen anlatim diizeyleri degerlendirildiginde;
ANGPT1 gen ifadesinin 12,08 kat, ANGPT2 gen ifadesinin 8,43 kat, CCL2 gen
ifadesinin 6,25 kat, FGF2 gen ifadesinin 2,76 kat, FLT1 gen ifadesinin 11,27 Kat,
KDR gen ifadesinin 2,59 kat, PGF gen ifadesinin 6,13 kat, SERPINF1 gen ifadesinin
6,04 kat, TEK gen ifadesinin 10,16 kat, VEGFC gen iadesinin 3,22 kat, CASP7 gen
ifadesinin 11,51 kat, CASP9 gen ifadesinin 9,42 kat, AURKA gen ifadesinin 3,59 kat,
CCND2 gen ifadesinin 3,52 kat, E2F4 gen ifadesinin 13,22 kat, BMI1 gen ifadesinin
4,48 kat, IGFBP5 gen ifadesinin 3,15 kat, MAP2K1 gen ifadesinin 7,97 kat, MAPK14
gen ifadesinin 7,70 kat, SOD1 gen ifadesinin 2,67 kat, DDB2 gen ifadesinin 5,72 kat,
GADDA45G gen ifadesinin 2,06 kat, PPP1R15A gen ifadesinin 4,84 kat, CDH2 gen
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ifadesinin 2,27 kat, GSC gen ifadesinin 5,05 kat, KRT14 gen ifadesinin 4,74 kat, OCLN
gen ifadesinin 11,43 kat, SNAI1 gen ifadesinin 6,48 kat, SNAI3 gen ifadesinin 9,16
kat, SLC2A1 gen ifadesinin 8,49 kat, COX5A gen ifadesinin 2,70 kat, G6PD gen
ifadesinin 9,29 kat, PFKL gen ifadesinin 6,43 kat, TERF1 gen ifadesinin 3,00 Kat,
TERF2IP gen ifadesinin 5,41 kat, TNKS gen ifadesinin 6,30 kat artti§1; CASP2 gen
ifadesinin 6,00 kat, NOL3 gen ifadesinin 2,34 kat, MKI67 gen ifadesinin 7,70 kat,
SKP2 gen ekspresyonunun 7,29 kat, STMN1 gen ifadesinin 2,17 kat, IGFBP3 gen
ifadesinin 3,19 kat, IGFBP7 gen ifadesinin 2,29 kat, TBX2 gen ifadesinin 2,80 Kat,
ERCCS5 gen ifadesinin 2,49 kat, FOXC2 gen ifadesinin 2,82 kat, SOX10 gen ifadesinin
3,00 kat, CA9 gen ifadesinin 2,26 kat, ACLY gen ifadesinin 2,54 kat, ACSL4 gen
ifadesinin 2,42 kat, ATP5F1A gen ifadesinin 2,01 kat, GPD2 gen ifadesinin 4,64 Kkat,
UQCRFS1 gen ifadesinin 3,02 kat, PINX1 gen ifadesinin 3,93 kat azaldig:
belirlenmistir.

Omeprazol uygulamasi sonrast gen ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde;
ANGPT1 gen ekspresyonunun 4,82 kat, ANGPT2 gen ifadesinin 3,46 kat, FLT1 gen
ekspresyonunun 7,89 kat, KDR gen eksp. 2,62 kat, PGF gen eksp. 7,21 kat, VEGFC
gen ifadesinin 3,10 kat, CASP7 gen ifadesinin 2,89 kat, CASP9 gen ifadesinin 3,07 kat,
E2F4 gen ifadesinin 4,20 kat, IGFBP5 gen ifadesinin 4,76 kat, MAP2K1 gen ifadesinin
4,47 kat, MAPK14 gen ekspresyonunun 4,79 kat, SERPINB2 gen ifadesinin 2,10 kat,
DDB2 gen ifadesinin 2,69 kat, ERCC3 gen ifadesinin 4,00 kat, LIG4 gen ifadesinin
3,01 kat, PPP1R15A gen ifadesinin 6,32 kat, CDH2 gen ifadesinin 9,32 kat, GSC
gen ifadesinin 2,79 kat, KRT14 gen ifadesinin 4,69 kat, OCLN gen ifadesinin 5,13
kat, SNAIL1 gen ifadesinin 2,39 kat, SNAI2 gen ifadesinin 3,86 kat, SNAI3 gen
ifadesinin 6,59 kat, LDHA gen ifadesinin 5,82 kat, SLC2A1 gen ifadesinin 4,63 Kat,
G6PD gen ifadesinin 9,92 kat, PFKL gen ifadesinin 2,93 kat, DKC1 gen ifadesinin
5,46 kat, TERF2IP gen ifadesinin 4,63 kat, TINF2 gen ifadesinin 3,01 kat, TNKS gen
ifadesinin 4,92 kat arttigi; BCL2L11 gen ifadesinin 3,12 kat, XIAP gen ifadesinin 2,01
kat, MKI67 gen ifadesinin 4,50 kat, SKP2 gen ifadesinin kat, WEEL gen ifadesinin
3,94 kat, FOXC2 gen ifadesinin 3,61 kat, CA9 gen ifadesinin 3,23 kat, ACLY gen
ifadesinin 7,78 kat, ACSL4 gen ifadesinin 3,12 kat, ATP5F1A gen ifadesinin 3,41 Kat,
CPT2 en ifadesinin 2,25 kat, GPD2 gen ifadesinin 5,13 kat, PINX1 gen ifadesinin 2,77
kat, TEP1 gen ifadesinin 2,11 kat, TERF1 gen ifadesinin 4,79 kat, TNKS2 gen

ifadesinin 5,24 kat azaldig1 belirlenmistir.
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Doksorubisin ile Omeprazol ayni anda uygulanmasi sonrasi gen ekspresyon
seviyeleri degerlendirildiginde; ANGPT1 gen ekspresyonunun 2,71 kat, CCL2 gen
ifadesinin 2,08 kat, FLT1 gen ifadesinin 9,06 kat, KDR gen ifadesinin casp9 2,77 kat,
PGF gen ekspresyonunun 2,77 kat, TEK gen ifadesinin 4,41 kat, VEGFC gen ifadesinin
2,91 kat, APAF1 gen ifadesinin 7,21 kat, BCL2L11 gen ifadesinin 3,34 kat, CASP9
gen ifadesinin 8,46 kat, NOL3 gen ifadesinin 2,71 kat, AURKA gen ifadesinin 3,51
kat, CCND2 gen ifadesinin 2,68 kat, STMNL1 gen ifadesinin 2,48 kat, MAPK14 gen
ifadesinin 4,63 kat, ERCC3 gen ifadesinin 3,36 kat, ERCC5 gen ifadesinin 2,55 Kat,
GADD45G gen ifadesinin 2,43 kat, PPP1R15A gen ifadesinin 3,01 kat, CDH2 gen
ifadesinin 2,23 kat, KRT14 gen ifadesinin 6,73 kat, SNAI2 gen ifadesinin 3,84 Kat,
SNAI3 gen ifadesinin 3,86 kat, LPL gen ifadesinin 2,36 kat, DKC1 gen ifadesinin 2,51
kat, TERF1 gen ifadesinin 5,35 kat, TERF2IP gen ifadesinin 5,03 kat, TINF2 gen
ifadesinin 5,06 kat, TNKS gen ifadesinin 7,26 kat arttigi; ANGPT2 gen ifadesinin 2,28
kat, FASLG gen ifadesinin 6,59 kat, XIAP gen ifadesinin 2,75 kat, CDC20 gen
ifadesinin 6,36 kat, MCM2 gen ifadesinin 4,41 kat, SKP2 gen ifadesinin 3,73 Kat,
WEEL gen ifadesinin 2,13 kat, ETS2 gen ifadesinin 3,71 kat, IGFBP3 gen ifadesinin
17,51 kat, MAP2K1 gen ifadesinin 6,45 kat, DDB2 gen ifadesinin 6,32 kat, FOXC2 gen
ifadesinin 4,32 kat, GSC gen ifadesinin 3,07 kat, SOX10 gen ifadesinin 7,16 kat, CA9
gen ifadesinin 2,28 kat, HMOX1 gen ifadesinin 3,76 kat, LDHA gen ifadesinin 4,11 kat,
ACLY gen ifadesinin 4,03 kat, ACSL4 gen ifadesinin 9,92 kat, ATP5F1A gen
ifadesinin 14,93 kat, GPD2 gen ifadesinin 5,54 kat, UQCRFS1 gen ifadesinin 6,73 kat,
PINXT1 gen ifadesinin 4,53 kat, TEP1 gen ifadesinin 4,08 kat azaldig1 belirlenmistir.

4.2.2. Anlamh Degisim Gosteren mRNA’larin Yer Aldig1 Yolaklarin Belirlenmesi

QPCR sonuglarinda anlamli degisim gosteren mRNA’larin hangi yolakta rolii oldugunu
belirlemek i¢in Reactome programindan yararlanilmistir. QPCR konfirmasyonu yapilan
78 genden tanimlanmis yolaklarda ve metabolik olaylarda rol oynayanlar belirlenmistir.
Tablo 4.3.te Reactome programina gore anlamli artan ve anlamli azalan mRNA’larin

yer aldig1 yolaklar gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Doksorubisin ve omeprazoliin kombine uygulanmasiyla anlamli artan ve
azalan mRNA’larin yer aldig1 yolaklar ve p degerleri

Entities Reactions

Pathway Name found ratio p-value FDR found ratio
Interlukin-4 and Interleukin-13 6/211 0.015 1.86e-06 5.52e-04 3/47 0.003
signaling
Regulation of TP53 Expression 2/4 2.80e-04 2.54e-05 0.003 5/5 3.68e-04
Defective Intrinsic Pathway for 3/33 0.002 3.09e-05 0.003 2124 0.002
Apoptosis
Oncogene Induced Senescence 3/42 0.003 6.30e-05 0.005 9/19 0.001
Cytokine Signaling in Immune system  9/1,092 0.077 8.42e-05 0.005 12/708 0.052
RUNX1 regulates expression of 2/8 5,61e-04 1.01e-04 0.005 2/6 4.42e-04
components of tight junctions
Signaling by Interleukins 71643 0.045 1.16e-04 0.005 4/493 0.036
Transcriptional Regulation by TP53 6/487 0.034 2.02e-04 0.006 166/259 0.019
Unwinding of DNA 2/12 8.41e-04 2.27e-04 0.006 2/4 2.95e-04
Generic Transcription Pathway 10/1,555  0.109 2.3%-04 0.006 176/830 0.061
RNA Polymerase Il Transcription 10/1,694  0.119 4.82e/04 0.012 176/891 0.066
TP53 Regulates Transcription of DNA  3/89 0.006 5.66e-04 0.012 12/17 0.001
Repair Genes
Diseases of programmed cell death 3/90 0.006 5.85e-04 0.012 2/28 0.002
TP53 Regulates Transcription of 2121 0.001 6.87e-04 0.013 6/11 8.10e-04
Genes involved in G2 Cell Cycle
Arrest
FOXO-mediated transcription of cell 2/23 0.002 8.23e-04 0.015 2/15 0.001
death genes
Gene Expression (Transcription) 10/1,855  0.13 9.97e-04 0.017 176/1,006 0.074
Neurodegenerative Diseases 2/30 0.002 0.001 0.021 1/22 0.002
Deregulated CDKS5 triggers multiple
neurodegenerative pathways in
Alzheimer’s disease models 2/30 0.002 0.001 0.021 1/22 0.002
Cell Cycle Checkpoints 4/280 0.02 0.002 0.022 23/56 0.004
Loss of function of TP53 in cancer due
to loss of tetramerization ability 1/1 7.01e-05 0.002 0.023 11 7.37e-05
Loss of function of TP53 in cancer 1/1 7.01e-05 0.002 0.023 1/1 7.37e-05
Activation of the pre-replicative 2/36 0.003 0.002 0.023 8/9 6.63e-04
complex
DNA strand elongation 2/38 0.003 0.002 0.023 2/15 0.001
Activation of ATR in response to 2/39 0.003 0.002 0.023 2/9 6.63e-04

replication stress
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4.3. Doksorubisin ve Omeprazol Uygulamasinin MCF-7 Hiicre Hattinda Apoptoz
Uzerine Etkisinin Anneksin V ile Degerlendirilmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti {izerine ICso dozlarinda doksorubisin ve omeprazol
uygulamasinin apoptoz iizerine etkisini belirlemek amaciyla Anneksin V yontemi
yapildi. Sirasiyla 48 saatlik dozlar olan; 10.49 nM, 1.89 uM uygulanmasi sonucu
hiicrelerin toplanip Anneksin V kiti kullanilarak yapilan deneyde doz uygulamasinin

hiicre 6liimii lizerine istatistiksel olarak anlamli artis oldugu bulundu (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. MCF-7 hiicrelerine ICso konsantrasyonlarinda 48 saatlik siire ile uygulanan
doksorubisin ve omeprazoliin Anneksin V sonuglari. a: 48 saat madde uygulamasi
yapilmayan NT (kontrol) hiicreler. b: 48 saat siire ile 10.49 nM doksorubisin
uygulamasi. c: 48 saat siire ile 1.89 uM omeprazol uygulamasi. d:48 saat siire ile
doksorubisin ile omeprazol kombinasyonunun uygulamasi sonucunda hiicre OSliimii
oraninin istatistiksel olarak karsilastiriimasi (p=0.01)

Madde uygulamasi sonrasinda Anneksin V ile belirlenen toplam apoptoz miktarlari

Tablo 4.4. te verilmistir.
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Tablo 4.4. 48 saatlik uygulama sonrasinda belirlenen toplam apoptotik ve nekrotik
hiicre yiizdeleri

Q1 Q2 Q3 Q4 Q2+Q4
MCF7/Kontrol 0.00 1.88 94.11 4.01 5.89
MCF7/Doksorubisin 0.99 4358 0.45 54.97 98.55
MCF7/Omeprazol 2.83 5.42 11.08 80.67 86.09
MCF7/Dx+Omep 0.02 8.76 43.40 47.82 56.58

Q1: Nekrotik hiicreler, Q2: Geg apoptotik hiicreler, Q3: Canli hiicreler, Q4: Erken
apoptotik hiicreler, Q2+Q4: Erken ve ge¢ apoptotik hiicreler
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5. SONUC VE ONERILER

Meme kanseri, diinya capinda kadinlarda en sik goriilen malign hastalik
tiirtidiir. Gelismekte olan {ilkelerde son birka¢ yilda bu tip kanser insidansinda artis
goriilmiistiir. Giiniimiizde meme kanseri, kadinlarda kansere bagli dliimlerin ikinci 6nde
gelen nedenidir (Filipova ve ark., 2014).

Oyleki meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda tiim yeni kanser tanilarinin %
25'ini olusturmaktadir (Atoum ve ark., 2020). Yasam tarzinin ve gevresel faktorlerin
meme bezi kanserinin (yliksek yagl diyet, alkol tiiketimi, fiziksel egzersiz eksikligi)
gelisimi {izerindeki etkisini gosteren ¢ok sayida kanit vardir. Bunlar da hayat
standardin1 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (Kolak ve ark., 2017).

Meme kanserine neden olan pek ¢ok risk faktorii bulunmaktadir. Bu risk
faktorleri; kadin olmak, ileri yas, memede selim hastalik dykiisii , aile hikayesi/genetik
faktorler , erken yasta menars olmak ve ge¢ yasta menopoza girmektir (Kapoor ve ark.,
2021).

Diinyada her yil 1.500.000'dan fazla kadin meme kanserine yakalanmaktadir.
Buna karsin meme kanseri insidanst ve mortalite oranlari diinya iizerinde iilkeden
tilkeye degiskenlik gostermektedir (Sun ve ark., 2017).

Son yillarda meme kanseri ¢aginda ¢esitli tedaviler ortaya c¢ikmistir. Meme
kanseri kok hiicreleri (BCSC'ler), farkli tiimdorlerin saldirganliginda ana oyuncudur ve
ayrica bu hiicreler kanser tedavisinde ana zorluktur. Ayrica, etkili bir tedaviye
ulagmanin en biiylik engeli, terapilere direngtir. Meme kanseri (BC) hastalar1 i¢in ¢esitli
tedavi yollart vardir. Geleneksel kemoterapi, antikor-ilag konjugasyon sistemleri
(ADC'ler), metronomik terapiler, nanopartikiiller, meme kanseri kok hiicreleri,
immiinoterapi gibi yeni yaklasim tedavileri mevcuttur (Barzaman ve ark., 2020).

Son on yil boyunca bu hastaligin tedavisinde kullanilmak iizere pek ¢ok ilag
gelistirilmistir (Andre ve ark., 2004). Meme kanseri tedavisinde kullanilan baslica
antineoplastikler: dosetaksel, paklitaksel, sisplatin, karboplatin ve lipozomal
doksorubisin (Doxil)'dir. Bununla birlikte metastatik meme kanseri ve ikincil kanser
meme kanseri gelisimi durumunda kombine tedaviler daha ¢ok tercih edilmektedir
(Akram ve ark., 2017).

DOX ig¢in, topoizomeraz Il enziminin inhibisyonunu ve DNA ve kanser hiicresi

Oliimiine yol agan proteinler de dahil olmak {izere ana makromolekiillere zarar veren
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serbest radikal mekanizmalarini igeren iyi kurulmus etki mekanizmalar1 vardir (Kumar
ve ark., 2021).

Doksorubisin (DOX), bir dizi kanserde genis uygulanabilirligi ve lipozomal
formda kullanim kolayligi nedeniyle secilmistir. Orta dozlarda kansere karsi immiin
aktivasyon icin faydali olan tiimorlerde immiinojenik hiicre 6limiine neden olma ek
yararina sahiptir (Wu ve ark., 2020).

Calismamizda, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine farkli dozlarda doksorubisin
ve bununla birlikte ayn1 hiicrelere omeprazol verilerek, doksorubisinin ve omeprazoliin
apoptoz lizerine etkilerinin zamana bagli olarak olusturdugu degisiklikler ve dozlar
arasindaki farkliliklar: aragtirildi. Ayni zamanda doksorubisin ve omeprazoliin birlikte
MCEF-7 hiicre hatt1 lizerindeki sinerjetik etkisine bakildi.

Hiicrelere verilecek doksorubisin ve bununla birlikte verilecek olan omeprazol
dozlart MTT analizi ile belirlendi. 3-(4, 5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) yontemi, ilk olarak Mosmann tarafindan
uygulanmustir.

Alley ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontem, hiicre canliliginin belirlenmesi
i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir (Mosmann, 1983).

MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile
korelasyon gostermektedir (Abe ve Matsuki, 2000).

MTT analizlerinde sitotoksik doz, kontrol grubuna goére % 50 absorbans
azalmasma yol agan doksorubisin dozu tespit edildi. Doksorubisinin, 24,48 ve 72
saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MCF7 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli
sitotoksik etkili oldugu belirlenen konsantrasyonlar sirasiyla 10.89, 10.49 ve 40.33
nM’dir.

Ayni ¢alismamizda omeprozoliin tek basina MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik
etkilerinin MTT testi analizi sonuglarinda ise Omeprazoliin, 24,48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda MCF-7 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli sitotoksik
etkili oldugu belirlenen konsantrasyonlar sirasiyla 1.562, 1.89 ve 4.89 uM’dir.

Klinik veya klinik olmayan calismalarda tinlii PPI tiirii omeprazol ile ilgili
toksikogenetik etkileri gozlenmistir. Omeprazoliin: oksidatif etkileri mitokondriyal
hasar, H2O2 ve serbest radikal iiretimi; genotoksik etkileri, DNA hasar1 ve eklentileri
olusturmasi; sitotoksik etkileri apoptotik p21 seviyesini ve hiicresel asidifikasyonu
arttirmasi, ROS {iretimi, kaspaza bagimli (apoptoz) ya da kaspazdan bagimsiz ve

otofajik hiicre 6liimiinii tetiklemesi olarak belirlenmistir. Tiim bunlarin yaninda yapilan
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pek ¢ok galismalar ile omeprazoliin antineoplastik etkinligi gosterilmistir (Paz ve ark.,
2020).

Bu sayede MTT analizi ile hiicre sayis1 da degerlendirildi. Calismada, hiicre
yogunlugunun kontrol grubuna gore azaldigi, 24, 48 ve 72 saat siireyle doksorubisin ile

inkiibe ettigimiz MCF-7 hiicrelerine uyguladigimiz MTT analizi sonuglarindan tespit
edildi.

MTT sonuglarma gére MCF-7 meme kanseri hiicrelerini  100-3.125 nM doksorubisin
ile 24, 48 ve 72 saat siire ile inkiibe edildi. Sonuglar1 kontrol grubuna gore
karsilastirildi.

Bu tez c¢alismasinda; doksorubisin ve omeprazol kombinasyonunun MCF
hiicrelerinde sitotoksik etkileri aragtiritlmis ve antiproliferatif etkilerine gore hesaplanan
CDI oranlaria gore sinerjistik/antagonistik etkileri degerlendirilmistir.

MTT sonuglarina goére, MCF-7 hiicrelerine 12.5 nM konsantrasyondaki
doksorubisin + omeprazol kombinasyon (12.5nM + 3uM) gruplarinda, kontrole gore %
hiicre inhibisyon orant %54.95; ila¢ etkilesim katsayis1 (CDI) ise 1.469613 olarak
belirlenmistir. Meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde (3.125 ,6.25, 12.5, 25, 50 uM) artan
konsantrasyonlara bagl olarak hiicre canliligini 6nemli dl¢lide azalttig1 belirlenmistir.

Calismamizdaki MTT sonuglarina gére doksorubisinin 3.125 ,6.25, 12.5, 25, 50
uM konsantrasyonlarda MCF-7 hiicreleri tlizerinde, antiproliferatif etkilerinin oldugu
belirlenmis olup, bu etkiyi artan konsantrasyona bagli olarak en c¢ok 50 uM
konsantrasyonda gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan literatlir taramalarinda doksorubisinin omeprazol ile kombine
uygulamalarinin MCF-7 hiicreleri {izerine sitotoksik etkisi ile ilgili dnceden yapilmis
calismalara rastlanilmamistir. Doksorubisinin omeprazol ile kombine uygulamalarinin
MCF-7  hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri ilk kez bu tez calismasinda
arastirilmisgtir. Calismamizdaki sonuglara gore doksorobisinin omeprazol ile kombin
uygulamalarinin hiicre canliliklarima bagli CDI hesaplama sonuclarina gére MCF-7
hiicreleri iizerinde 12.5 nM konsantrasyonda sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir.

AHR sinyali ve ER sinyali arasinda karmasik bir konusma vardir. Oyleki aktive
edilmis AHR sinyali, bir dizi farkl1 mekanizma yoluyla ER aktivitesini inhibe ederken,
ERo'nin AHR sinyallesmesinde pozitif bir rolii oldugu gosterilmistir. AHR sinyalinin
ERa sinyalini engellemesi: ERa gen anlatimini inhibe etme, ERa 'nin proteozomda

yikimini tesvik etme, ERa'nin diizenleyici mekanizmasini direkt DNA'ya baglanarak
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engelleme gibi farkli mekanizmalar ile olmaktadir (Matthews ve Gustafsson, 2006).
Oyleki AHR agonistleri veya antagonistleri timdr tipine 6zgiin antikanser ajanlardur.
Uclii negatif MDA-MB-231 hiicrelerinde AHR'nin protoonkogen veya tiimor
baskilayict oldugunu gosteren zit ¢alismalar mevcuttur. Bununla birlikte hem ER+ hem
de ER- meme kanseri hiicrelerinde karsilastirilabilir ¢alismalari zit sonuglar vermektedir
(Jin ve ark., 2014). Bununla birlikte omeprazol de dahil se¢ici AHR inhibitorlerinin
MDA-MB-231 hiicrelerine uygulandig1r c¢alismada; omeprazoliin CXCR4 ve MMP-9
anlatimlarmin transkripsiyon seviyesinde inhibisyonu yoluyla meme kanseri
hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini engelledigi gosterilmistir (Jin ve ark., 2015;
Jin ve ark., 2014).

MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinin kullanildig1 bir
calismada omeprazoliin de i¢inde oldugu ii¢ PPI ajaninin her birinin doksorubisin ile
kombine kullaniminin, tiim hiicre hatlarinda doksorubisin ile sinerjetik bir terapdtik
etkinlige neden oldugu belirlenmistir (lhraiz ve ark., 2020).

Icerisinde yine omeprazoliin de bulundugu farkli PPI ajanlarinin, MCF-7, T47D,
MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde, doksorubisin veya radyoterapi ile
kombine olarak kullanildigi bir ¢alismada, normal sartlarda DNA hasari onarimini
arttirarak ilag ve radyoterapiye direng saglanmasina neden olan FASN'in anlatiminin
digiiriilerek geleneksel terapilere duyarliligin DNA onariminin inhibisyonu yoluyla
arttirlldigr gosterilmistir (Wang ve ark., 2021).

Calismamizda; MCF 7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerine IC50 dozlarinda
doksorubisin ve omeprazol uygulamasinin apoptoz iizerine etkisini belirlemek amaciyla
Anneksin V yontemi yapildi. Sirasiyla 48 saatlik dozlar olan; 10.49 nM, 1.89 uM
uygulanmasi sonucu hiicrelerin toplanip Anneksin V kiti kullanilarak yapilan deneyde
doz uygulamasinin hiicre 6limii ilizerine istatistiksel olarak anlamli artis oldugu
bulundu. Akim sitometri sonuglart degerlendirildiginde, ¢alismamizda kullandigimiz
proton pompa inhibitérii omeprazolin MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
gosterildi. Doksorubisin ve omeprazol birlikte uygulanan hiicrelerde ise apoptoz
oraninin yalniz doksorubisin ve yalniz omeprazol uygulanan durumlara gore daha
yiiksek oldugu gosterildi.

Canl1 hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde; MCF-7 hiicrelerine verilen 10.49 nM
doksorubisinin ve 1.89 nM omeprazol kontrol grubuna gore canli hiicre sayisi ile 48.

saatteki canli hiicre sayis1 arasinda oldukga fazla fark oldugu saptandi.
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Geg apoptotik hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde; 48. saat sonunda hem
kontrol grubunda hem de 10.49 uM doksorubisin ve 1.89 nM omeprazole verilen hiicre
gruplarinda zamana bagli olarak ge¢ apoptozun arttig1 gozlemlendi

Nekrotik hiicre gruplarinda ise, 1.89 nM omeprazol verilen MCF-7 hiicrelerinde
zamana bagli olarak bir yiizde artis1 gozlemlenirken, kontrol ve 10.49 uM doksorubisin
verilen MCF-7 hiicrelerinde ise zamana bagli olarak diizenli bir yiizde artisi
gozlemlenmemistir. Ozellikle hem 10.49 pM doksorubisin ve 1.89 nM omeprazol
verilen MCF-7 hiicrelerinde erken ve ge¢ apoptozun zamana bagli olarak artmasi,
doksorubisin ve omeprozoliin MCF-7 hiicrelerinde apoptozu tetikledigini agiklayabilir.

Doksorubisinin ve omeprazoliin birlikte kullanildigi hiicre yiizdeleri
degerlendirildiginde, 48 saat sonrasinda hiicre sayisinda azalis, zamana bagli olarak geg
ve erken apoptozun artmasi MCF-7 hiicrelerinde gozlemlenmistir.

Bu calismada MCF-7 meme kanseri hiicre soyuna farkli dozlarda doksorubisin
ve bununla birlikte ayn1 hiicrelere omeprazol verilerek, doksorubisinin ve omeprazoliin
apoptoz lizerine etkilerinin zamana bagli olarak olusturdugu degisiklikler ve dozlar
arasindaki farkliliklar Anneksin V antikoru kullanarak Flow-Sitometrik olarak
degerlendirilmistir. Ayni zamanda doksorubisin ve omeprazoliin birlikte MCF-7 hiicre
hatt1 tizerindeki sinerjetik etkisine bakildu.

Caligmamizda doksorubisin ve omeprozoliin ayr1 ayr1 ve ayni zamanda birlikte
kombine kullanildigt MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki qPCR sonuglarinda anlaml
degisim gosteren mRNA’larin hangi yolakta rolii oldugu belirlenmistir. qPCR
konfirmasyonu yapilan 78 genden tanimlanmis yolaklarda ve metabolik olaylarda rol
oynayanlar belirlenmistir

Sonug olarak doksorubisinin ve omeprazoliin hem ayr1 ayr1 hem de birlikte
kullanim1 doz artim1 ve de zamana bagli olarak da apoptozisi indiikledigi goriilmektedir.
Calismamizda omeprazol uyguladigimiz MCF-7 hiicrelerinde canlilik 6nemli 6lciide
azalirken; apoptoz orani ise artmistir.

Son yillarda yapilmis in vitro caligmalara benzer sonuglar aldigimiz bu
calismamiz, doksorubisinin ve omeprazoliin hem zaman, hem de doz artimi ile
apoptotik etkilerinin ortaya konulmasinda literatiire destek saglamaktadir. Belirlenen bu
Ozellikleriyle meme kanseri hastalarinda diger tedavilere ek olarak destek tedavi

niteliginde kullanilabilecegi goriisiinii desteklemektedir.
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Bu ¢aligsma, doksorubisinin antikanser etkinligini diisiik dozlarda azaltilmis yan
etkilerle artirmak i¢in doksorubisin ile kombinasyon halinde omeprazol kullanimini

tesvik etmeye yardimci olabilir.
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