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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

MEME VE OVARYUM HUCRE HATLARINDA KLORAMBUSIL VE
TAMOKSIFEN’IN ETKIiSININ INCELENMESI

Durmus Burak DEMIRKAYA

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI

Damsman: Prof. Dr. Serap YALCIN
AZARKAN
Yil: 2023 Sayfa: 117

Jiiri:
Do¢.Dr. Nevin CANKAYA
Dr. Ogr. Uyesi Selin
OZKAN KOTILOGLU

Bu ¢alisma MDA-MB-231 ve HelLa hiicre hatlarinda Tamoksifen ve Klorambusil’in sitotoksik,
morfolojik ve molekiiler etkisinin incelenmesini hedeflemekte olup ve ileri ¢aligmalarda kanser
ilaglarinin gelistirilmesinde 6n ¢aligsma niteligi tasimaktadir. Kanser, diinyada en sik goriilen
kalp hastaliklarindan sonra 6liime yol agan ikinci hastalik grubunda yer almaktadir. Kanser
tedavisinde ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi gibi cesitli tedavi yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Ancak tedavilerde meydana gelen yan etkiler goz oniine alindiklarinda hali
yeni ilag¢ tedavileri gelistirmek onem kazanmaktadir. Tamoxifen, anti-6strojenler grubundan
nonsteroidal ilagtir. Son yillarda, Tamoxifen hem meme kanseri tedavisinde hem de
kemoprevensiyonunda kullanilmaktadir. Klorambusil ilaci ise kemik iliginin ¢ok fazla sayida
anormal beyaz kan hiicresi trettigi Kronik Lenfositik Losemi (KLL)’de, lenf sistemi
hiicrelerinden kaynaklanan kanser ¢esidi olan hodgkin lenfoma hastaliginda, B-lenfosit akyuvar
hiicrelerinin asir1 miktarda ¢ogaldigi ve kanda anormal protein serbestlesmesine neden oldugu
Waldentsromun makroglobulinemisi tedavisinde, yumurtalik, meme ve testis kanserini tedavi
etmek i¢in kullanilir. Bu hipotezle yola ¢ikarak calismada MDA-MB-231 ve Hela hiicre hatti
{izerinde Tamoksifen ve Klorambusil ilaglarinin etkisinin arastirilmasi amaglanmustir. laglarin
hiicreler iizerindeki toksik etkisini belirlemek i¢in belli doz araliklarinda optimizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Bu tezde yapilan deneylerde tamoksifen tek basina uygulandiginda
hiicreler tizerinde etkili oldugu fakat ii¢ boyutlu MDA-MB-231 ve HeLa model hiicre hatlari
lizerindeki etkileri literatiirdeki calismalara gore etkisinin daha az oldugu goriilmiistiir.
Klorambusilin ise kendine 6zgli toksik etkisinin tamoksifene gore daha giiclii oldugu
gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: MDA-MB-231, HelLa, Kanser, Tamoksifen, Klorambusil
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ABSTRACT

MSc THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CLORAMBUCIL AND TAMOXIFEN ON
BREAST AND OVARIUM CELL LINES

DURMUS BURAK DEMIRKAYA

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF MOLECULAR BiOLOGY AND GENETIC

Supervisor; Prof. Dr. Serap YALCIN
AZARKAN
Year: 2023, Pages: 117

Juries: Doc¢. Dr. Nevin CANKAYA
Assist. Prof. Dr. Selin OZKAN
KOTIiLOGLU

This study aims to examine the cytotoxic, morphological and molecular effects of Tamoxifen and
Chlorambucil on MDA-MB-231 and HeLa cell lines and is a preliminary study in the development
of cancer drugs in further studies. Cancer is in the second group of diseases that cause death after
the most common heart diseases in the world. Various treatment methods such as surgery,
chemotherapy and radiotherapy are used in cancer treatment. However, considering the side effects
of the treatments, it is important to develop new drug treatments. Tamoxifen is a non-steroidal
drug from the group of anti-estrogens. In recent years, Tamoxifen has been used for both breast
cancer treatment and chemoprevention. Chlorambucil drug is used in Chronic Lymphocytic
Leukemia (CLL), where the bone marrow produces too many abnormal white blood cells, in
Hodgkin's lymphoma, a type of cancer originating from lymphatic system cells, in Waldentsrom's
macroglobulinemia in which B-lymphocyte white blood cells proliferate excessively and cause
abnormal protein release in the blood. It is used to treat ovarian, breast and testicular cancer. Based
on this hypothesis, it was aimed to investigate the effects of Tamoxifen and Chlorambucil drugs
on MDA-MB-231 and HeLa cell lines. Optimization studies were carried out at certain dose
intervals to determine the toxic effects of drugs on cells. In the experiments conducted in this
thesis, it was observed that tamoxifen was effective on cells when applied alone, but its effects on
3D MDA-MB-231 and HeLa cell lines were less than studies in the literature. On the other hand,
it has been observed that the specific toxic effect of chlorambucil is stronger than tamoxifen.

Key Words: MDA-MB-231, HeLa, Cancer, Tamoxifen, Klorambusil
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1. GIRIS

Kanser, somatik hiicrelerde meydana gelen bir hastaliktir. Somatik hiicreler, viicudun diger
hiicreleriyle ayn1 genetik bilgiye sahip olan normal hiicrelerdir. Kanser, bu hiicrelerin DNA'sinda
meydana gelen genetik degisiklikler sonucunda kontrolsiiz bir Sekilde biliyiime ve bdliinme
yetenegi kazanir. Kanser, diinya genelinde 6liime yol agan en yaygin ikinci hastalik grubudur.
Kalp hastaliklarindan sonra ikinci siray1 almaktadir. Ancak, ongoriilere gore kanser vakalari hizla
artis gostermekte ve 2030 yilina gelindiginde en sik goriilen hastalik olabilir. 2012 yilinda diinya
genelinde tespit edilen yeni kanser vakalar1 14.1 milyon olarak raporlanmistir. Bu duruma bagli
olarak kanserden kaynaklanan oliimler ise 8.2 milyon olarak gergeklesmistir. Kanser vakalarinin
artts hizina bagl olarak, 2025 yilinda diinya niifusuyla orantili olarak tahminen 193 milyon yeni
kanser vakasi beklenmektedir. Bu veriler, kanserin diinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunu oldugunu
ve onemli bir halk sagligi onceligi oldugunu gostermektedir. Bu nedenle kanserle miicadelede
erken teshis, Onleyici tedbirler, etkili tedavi yontemleri ve saglikli yasam tarzi segimleri gibi
faktorler biiylik 6nem tagimaktadir (Aygiin ve ark., 2017).

Kanser, DNA'da meydana gelen anormalliklerin sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Bu anormallikler, genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilir. Kanserin kalitsal olabilme ihtimali,
genetik faktorlere baglidir. Glinlimiiz verilerine gore, kanserlerin yaklasik %10-15'i ebeveynlerden
gelen genetik mutasyonlar sonucu kalitsal olarak ortaya ¢ikar. Bu durum, ailelerde kanser gegmisi
olan kisilerde kanser riskinin daha yiiksek olabilecegini gosterir. Ancak ¢ogu kanser vakasi,
DNA'daki degisikliklerin ¢evresel faktorler veya mutajenlere maruz kalma sonucu meydana gelir.
Sigara igmek, zararli kimyasallara maruz kalmak, radyasyona maruz kalma, sagliksiz beslenme,
obezite, viriis enfeksiyonlar1 gibi ¢evresel faktorler, DNA'da mutasyonlara neden olabilir ve
kansere yol agabilir. Kanser hiicrelerinin olusumunda, normal hiicrelerdeki bilylime ve ¢ogalma
kontrol mekanizmalarinin bozulmasi 6nemli bir rol oynar. Mutasyonlar, hiicrelerin normal
biliyiime sinyallerini algilamamasina veya hiicre dongiisiiniin diizenli bir sekilde ilerlemesini
engellemesine neden olabilir. Bu durumda, hiicreler anormal bir sekilde boliinmeye baslar ve hizla

cogalir. Sonug olarak, kanserli hiicrelerin olusumuyla kanser gelisebilir.

Kanserin karmasik bir hastalik oldugunu ve bir¢ok farkli faktoriin bir araya gelerek kanser riskini
etkiledigini belirtmek 6nemlidir. Hem genetik faktorler hem de gevresel faktorler kanserin
olusumunda rol oynar. Bu nedenle, kanserin dnlenmesi ve tedavisi i¢in hem genetik yatkinligin

belirlenmesi hem de saglikli yasam tarzi se¢imleri yapilmasi 6nemlidir (Yokus ve ark., 2012).



Kanser, genetik mutasyonlar ve hasarlar sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz bir Sekilde
bliyiimesi ve yayilmasiyla ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar genellikle onkogenlerin asiri
aktivasyonuna veya tiimor baskilayici genlerin islevlerinin bozulmasina neden olur. Ayni zamanda

DNA onarim mekanizmalarinin etkisiz hale gelmesi de kanser gelisiminde rol oynayabilir.
Guinimiizde kanser tedavisi i¢in ¢esitli yaklasimlar bulunmaktadir:

1. Sitotoksik kemoterapi: Kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiyimelerini durdurmak
amaciyla kullanilan ilaglardan olusan bir tedavi seklidir. Bu ilaglar, hizla boéliinen
hiicreleri hedef alirken, saglikli hiicrelere de zarar verebilir.

2. Cerrahi: Kanserli tiimoriin ¢ikarilmasi amaciyla yapilan operasyondur. Bu ydntem,
kanserin yerine, boyutuna ve yayilma durumuna bagh olarak kullanilir.

3. Radyoterapi: Yiiksek enerjili 1sinlar kullanarak kanser hiicrelerini yok etmeyi
amaclayan bir tedavi seklidir. Radyoterapi, kanserli bolgeye odaklanirken saglikli
dokulara miimkiin oldugunca az zarar vermeye ¢alisir.

4. Immiinoterapi: Bagisiklik sistemini kanserle savasmaya tesvik etmek i¢in kullanilan bir
tedavi seklidir. Bu tedavide, viicuttaki immiin sistem hiicreleri kanser hiicrelerini
tanimak ve hedef almak i¢in uyarilir.

5. Hormonal tedavi: Hormonlarin kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve yayilmasini
etkiledigi kanser tiirlerinde kullanilir. Bu tedavi, hormonlar1 bloke etmek veya hormonal
diizeyleri degistirmek yoluyla kanserle miicadele etmeyi hedefler.

6. Hedefe yonelik akilli ilag sistemleri: Kanser hiicrelerinin belirli hedeflere yonelik olarak
tasarlanmis ilaglarla hedef alinmasimi saglar. Bu ilaglar, kanser hiicrelerindeki 6zel

proteinlere veya molekiillere baglanarak etki gosterir.

Bu tedavi yontemleri, kanser tiirline, evresine ve hastanin bireysel durumuna bagl olarak
kullanilabilir. Ayrica, kanser tedavisi alaninda siirekli olarak arastirma ve gelistirme ¢alismalari
devam etmektedir, bu nedenle yeni tedavi se¢enckleri de ortaya ¢ikmaktadir (Herrero ve ark.,
2015).

Hedefe yonelik kanser tedavisi olarak adlandirilan yaklasim, kanser hiicrelerine yonelik
daha spesifik ve hedefli bir tedavi sunmay1 amaclayan birgok farkli yontemi kapsayabilir. Bu

tedaviler genellikle kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve bdlinmesini hedef alarak, saglikli



hiicrelere minimal zarar verme amacini tasirlar. Hedefe yonelik kanser tedavileri arasinda
immiinoterapi, hedefe yonelik ila¢ tedavileri, genetik temelli tedaviler ve radyoterapi gibi
yontemler yer alabilir. Bu tedaviler genellikle tiimor biiytimesini kontrol etmeyi ve kanserin
yayillmasini engellemeyi hedeflerken, yan etkileri azaltmaya yonelik gelistirilmektedir. Yan
etkilerin azaltilmasi, hedefe yonelik kanser tedavilerinin gelistirilmesi slirecinde 6énemli bir
hedef olmustur. Geleneksel kanser tedavileri, saglikli hiicrelere de zarar verebilecegi i¢in
yan etkileri daha fazla olabilir. Hedefe yonelik tedaviler ise kanser hiicrelerini daha spesifik
bir sekilde hedef alarak, saglikli hiicrelere minimum zarar vermeyi hedeflemektedir. Bu
nedenle, yan etkilerin azaltilmasiyla hasta yasam kalitesi artirillmaya ¢alisilir. Ayrica, hedefe
yonelik kanser tedavileri bazi kanser alt tiplerinde olumlu sonuglar gosterebilir. Bu
tedavilerin kanserin ilerlemesini geciktirme ve bazi durumlarda iyilesme saglama potansiyeli
vardir. Ancak, her kanser tiirii ve her hasta farkli oldugu i¢in, tedaviye verilen yanit ve
iyilesme orani da bireysel olarak degisebilir. Bu nedenle, her hasta i¢in en uygun tedavi
secenekleri, kanserin tiirii, evresi ve diger bireysel faktorlere bagh olarak belirlenmelidir.
Hedefe yonelik kanser tedavileri, kanser tedavisi alaninda 6nemli bir ilerleme saglamis olsa
da, kesin bir tedavi yontemi olmayabilir. Bu nedenle, kanser tanisi konan hastalarin tedavi
secenekleri konusunda uzman doktorlariyla iletisim kurmalar1 ve bireysel durumlarina en
uygun tedavi planini olusturmalar1 6nemlidir ( Kumar, 2020).
1.1 Amag

1. Tamoksifen ve klorambusil ilaglarinin ayr1 ayr1 iki boyutlu(2D) ve ii¢ boyutlu(3D) meme
kanseri ve rahim agzi kanseri lizerindeki metastatik ve sitotoksik etkisinin arastirilmasi

amaglanmaktadir.

2. Tamoksifen ve klorambusil ilaglarinin birlikte iki boyutlu(2D) ve ii¢ boyutlu(3D) meme
kanseri ve rahim agz1 kanseri lizerindeki metastatik ve sitotoksik etkisinin aragtirilmasi

amaclanmaktadir.

3. Tamoksifen ve klorambusilin iki boyutlu(2D) ve ii¢ boyutlu(3D) meme kanseri ve rahim
agz1 kanseri tizerinde VEGFA gen ifadesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi

amaclanmastir.

1.2. Kanser Biyolojisi
Kanser hiicrelerinin temel &zelligi, biiyiime yetenekleri ve ¢ogalma iizerindeki
kontrollere yanitin verilmemesi ile apoptozdan kagmaktir. Kanser hiicreleri telomer

simnirlamasina sahip degildir. Ek olarak besin ve oksijen kaynagi saglamak icin kan
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damarlarinin olusumunu uyarilir ve anjiyogeneze (damar olusumu) neden olur. Normal

dokular istila edip bu dokularda normal stiregleri bozulur (Cree, 2011).

Normal Hiicreler Kanser Hilcreleri ® \. Kanser hiicreleri
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Sekil 1.1. Kanser Hiicrelerinin Anormal Sekilde Cogalimi (Alberts ve ark., 2007).

Kanser hiicrelerinin genotipinde, malign timor hiicrelerinin fizyolojisinde alt1 temel
degisiklik gozlemlenebilir. Bu degisiklikler kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesine,

yayilmasina ve diger dokulara invazyon yapmasina neden olur. Bu degisikliklerin agiklamalart:

1. Biiylime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: Normal hiicreler belirli biiylime
faktorleri tarafindan diizenlenir ve biiyiime sinyalleri alarak ¢cogalirlar. Ancak kanser
hiicreleri, bu biiylime faktorlerine bagimli olmadan kendi biiyiime sinyallerini
tiretebilir ve boylece kontrolsiiz bir Sekilde ¢ogalabilirler.

2. Biiylimeyi onleyici sinyallere kars1 duyarsizlik: Normal hiicrelerin biiylime siireci
dengelenir ve bliylimeyi Onleyici sinyaller tarafindan kontrol edilir. Ancak kanser
hiicreleri, bu biiylimeyi Onleyici sinyallere kars1t direng gelistirerek biliyiime fren
mekanizmalarini devre dis1 birakir.

3. Programlanmis hiicre Oliimiiniin engellenmesi (apoptozdan kagma): Normal
hiicreler, yaslanma, DNA hasar1 veya diger nedenlerle bozulduklarinda
programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) siirecine girerler. Ancak kanser hiicreleri,
apoptozu engelleyen mekanizmalar gelistirir ve bu sayede hiicre oliimiinden
kacgabilirler.

4. Smursiz replikasyon potansiyeli: Normal hiicrelerin replikasyonu sinirlidir ve belirli
bir sayida boliinme sonrasinda yaslanir veya Oliirler. Bununla birlikte, kanser
hiicreleri telomer adi verilen koruyucu bolgeleri uzatarak sinirsiz replikasyon
potansiyeline sahip olurlar ve siirekli olarak ¢ogalabilirler.

5. Siirekli anjiyogenez (damar olusumu): Tiimorler biiyiidiikge, kendi kan damarlarinm

olusturarak kan ve besin kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Kanser hiicreleri anjiyogenez



ad1 verilen siireci uyararak yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik eder ve boylece
tiimoriin biiylimesi ve beslenmesi saglanir.

6. Doku invazyonu ve metastaz: Kanser hiicreleri normal doku smirlarini ihlal ederek
cevre dokulara invaze olabilirler. Metastaz ise kanser hiicrelerinin baska viicut

bolgelerine yayilmasi anlamina gelir (Weinberg, 2000).

Edinilmis Yetenek: Biiyiime Sinyallerinde Kendi Kendine Yeterlilik, Cogu kanserin ortak

Ozelligi olan asir1 hiicre ¢ogalmasi durumudur. Normal hiicrelerde biiylime sinyalleri
protoonkogenler ile kontrol edilirken, protoonkogenlerde meydana gelen mutasyon veya
dolayl: etkilerle artmasi sonucu onkogenler olusarak kanser gelisimine katkida bulunur. Ve
onkogenlerin ¢ogu normal biiyiime biliylime sinyalini taklit ederek hareket ederler

(Pehlivanoglu ve ark., 2019).

Edinilmis Yetenek: Biiyiime Karsiti Sinyallere Duyarsizlik, Tiimor baskilayic1 genler

biiyiimeyi durduran proteinleri kodlarken, onkogenler hiicre biiylimesini uyaran proteinleri
kodlar. Tiimor baskilayici genlerin aktivasyonu ile olusan biiylime baskilayici sinyaller
hiicreleri GO fazinda kalmaya ya da mitotik faza ge¢isini zorlayarak ¢ogalmay: durdurur

(Pehlivanoglu ve ark., 2019).

Edinilmis Yetenek: Apoptozdan Kacinma, Kanser hiicrelerinin apoptoz (programli hiicre

Oliimii) kacarak hayatta kalmasi ve yasamini devam ettirmesi gerekir (Memis, 2021).
Apoptozun onemli araci olan proteaz enzim grubuna ait kaspazlar, hiicre morfolojik
degisimine ve hiicre yasami i¢in 6nemli proteinlerin kesilmesini saglar. Bunun sonucunda
hiicre pargaciklari denilen apoptotik cisimlerin son duraklar1 baska hiicrelerin lizozomlaridir
(Arslan ve ark., 2011).

Timor gelisimi sonucu apoptozun engellenmesi durumunda metastaz olusur. Ve timor
hiicresi metastaz yapip yayillim gosterebilmesi i¢in kan dolasiminda yasayarak diger

dokulara gitmesi gerekir (Sen, 2015).

Neoplastik (normal dis1 biiyiiyen) hiicreler, zararli yani invaziv hale gelmedikleri siirece iyi
huylu beningnant tiimor olarak etki gdsterir. Ve sonucunda bir tedaviye bagli olarak ortadan
kaldirilabilirler. Bir tiimor kanser olusturabilmesi i¢in yayilim ve isgal yetenekleri fazla olan
malignant tiimorlere dontismesi gerekir (Alberts B, Johnson ve ark., 2008). Kanser
hiicrelerinin énemli dzelliklerinden biri invaziv olmalaridir. Invaziv oluslari ile bu hiicreler
viicudun diger bolgelerinde ikincil tiimor olusumlarini kan veya lenf damarlar1 yoluyla

yapabilirler. Bu siirece metastaz denir (Alberts B, Johnson ve ark., 2008).



Tek bir hiicre boliimesinden koken alan primer tiimor, bir takim degisikliklere maruz kalarak
hizli biiyiime, hizli béliinme ve uzun yasama Kkabiliyetine sahip olurlar (Alberts B, Johnson
ve ark., 2008).

Edinilmis Yetenek: Sinirsiz Tekrarlama Potansiyeli, Tiimorii olusturan hiicreler sinirsiz

¢ogalma ve boliinme yetenegine baglidir. Yaslanma ve mitotik krizden kagabilmenin yani

sira kendini yenileyerek boliinme potansiyeli gosterirler (Pehlivanoglu ve ark., 2019).

Edinilmis Yetenek: Siirekli Anjiyogenez, Kanser hiicreleri, normal hiicreler gibi besin ve

oksijen almak i¢in kan kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Bunun i¢in de anjiyogenezi, yani yeni
kan damarlarinin olusumu siirecini uyarirlar. Normalde, viicutta yeni kan damarlari olusumu
kontrollii bir Sekilde gerceklesir. Ancak kanser hiicreleri, bu mekanizmayr manipiile
ederek kendi biiylimelerini ve yayilmalarin1 desteklemek i¢in anjiyogenezi tesvik ederler. Bu
stire¢, kanser hiicrelerinin biiyiiyebilmesi ve yayilabilmesi i¢in 6énemli bir adimdir. Kanser
hiicreleri, anjiyogenezi uyararak yakinlarindaki normal hiicreleri etkiler. Bunun sonucunda,
yeni kan damarlart kanser hiicreleri tarafindan beslenmek iizere biiyiir ve kanser tiimoriine
dogru yonelir. Bu yeni kan damarlari, kanser hiicrelerinin besin ve oksijen ihtiyaglarini
karsilar ve ayrica kanser hiicrelerinin viicudun diger bolgelerine yayilmasini kolaylastirir.
Anjiyogenezi, kanser tedavisi ve arastirmalarinda da Onemli bir konudur. Kanser
tedavisinde, anjiyogenezi inhibe eden ilaclar kullanilabilir. Bu ilaglar, kanser hiicrelerinin
kan damarlarina olan bagimliligini azaltarak tiimor biiylimesini kontrol etmeyi hedefler.
Ayrica, anjiyogenezi aragtirmalari kanserin daha iyi anlasilmasina ve yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olur (Fidler, 2003).

Edinilmis Yetenek: Doku Invazyonu ve Metastaz, Normal hiicreler daima viicutta

bulunduklar1 lokasyonlar1 korur. Bunun aksine kanser hiicreleri baska doku ve organlara go¢
ederler. Metastaz olarak agiklanan bu durumda, malign tiimorler diger dokulara giderek

arada ikincil timor olusumu saglarlar. Bu durum 6liimle sonuglanabilir (Gupta, 2006).



invaziv kanser

Genetik Kanscr hiicreleri
mutasyona normal doku
sahip hiicre Kanser Hiicreleri icerisinde cogaliyor

In situ kanser

Sekil 1.2. Kanser hiicreleri doku ve organlara yayilim-metastazi (Alberts, Johnson, Lewis,
2002).

Kanserlesme ii¢ gen grubundaki mutasyonlar sonucunda olusur. Proto-onkogenlerin
gorevi, hiicre canliligii korur ya da hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik ederek etki
gostermektedir. Fakat Proto-onkogenlerde olusan mutasyonlar sonucunda onkogenler
olusarak biiyiimenin tesvigine ve genin asir1 aktif olarak ifade (ekspresyonu) seviyesinin
artmasina bdylece kanser olusumuna sebep olmaktadir. Timdr baskilayici genlerin gorevi
hiicrenin canliligini ya da hiicrenin ¢ogalmasimi1 engelleyerek apoptozu tesvik eden
proteinleri, hiicre dongiisii ilerlemesini engelleyen inhibatorleri ya da inhibator sinyal
yolagi bilesenlerini tdiretir. Timor baskilayict genlerde olusan mutasyon sonucunda
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve yasamasina izin verilerek kanser olusumu gézlemlenir. Son
gen grubu olan koruyucu genler, genomun biitiinliiglinii koruyarak DNA hasar1 ya da
onarimindan sorumludur. Bu genlerin iriinleri DNA tamir enzimleridir. Ve bu genlerde
olusan mutasyonlar sonucunda mutasyonlarin birikimi ile kanserlesme evresi baslamis olur.
Hiicre Dongiisii ve Hiicre Dongiisiine Etki Eden Faktorler; Hiicre donglisii, hiicrenin
yasami boyunca meydana gelen olaylar sirasidir. Bu olay okaryotik hiicrelerde olur. Cok
uzun siiren Interfaz ve kisa siiren mitotik faz olarak iki ana evreden olusan bu déngiide,
interfaz evresi GO, G1, S, G2 asamalarindan olusarak hiicre biiyiimesini gergeklestirir.
Mitozda ise hiicre boliinmesi gergeklestirilerek hiicreler belli gorevli proteinler ve faktorler
ile yasamani bu evrelerde siirdiirtir. Hiicre dongiisiinde kontrol noktalart mevcut. Bu kontrol
noktalarinda gorev alan bazi proteinler, onkogenler ve timor baskilayic1 genler olarak
bilinmektedir. Interfaz evresi asamalarina bakildiginda, oncelikle G1 evresi ile, organel

sayis1 ve protein sayilarinin arttigi boylelikle S fazina hazirligin oldugu evredir. Boliinmesi



duran hiicreler G bir evresinden G sifira gegip dinlenme evresine ge¢mis olurlar. G bir
evresinden, sentez evresine gecildiginde DNA replikasyonu gergeklesir. Buradan G2
evresine gegilerck sentez devam eder ve mitoz asamasina hazirlik baslar (Hanahan ve ark.,
2000). Mitoz evresinde, mitoz ve sitokinez ger¢ekleserek hiicreler boliinmiis ve tekrar
dongiliniin devam etmesi i¢cin G1 evresine gecerek dongli devam eder. Hiicre dongiisii
kontroliinde, kontrol noktalar1 vardir ve bu kontrol noktalarinda islev goren proteinler diizeni
saglamis olur. Hiicre biiylimesini biiyiime proteinleri uyarir. Protoonkogenler, mutasyona
ugrayip onkogene déniisiir ve kansere neden olurlar. Ornegin P53 tiimér baskilayic1 gendir.
P53 tiimor baskilayici geni dogrudan DNA’ya baglanarak P21 gibi hiicre bdliinmesini
engelleyen proteinler iretir.. Yani kanseri baskilamak i¢in 6dnemli bir islev géren protein
olup hiicre boliinmesi kontrol altinda tutularak hiicrelerin gereksiz bdliinmelerinden

kaginilir.

1.3 Meme Kanseri
Diinyada’da kadinlarda goriilen meme kanseri, tiim kanserler i¢inde % oraninda
gozlemlenerek kanserlerin en basinda yer almaktadir. Erkek ve kadinlar birlikte
degerlendirildiginde ise, akciger kanserini geride birakarak ilk sirada meme kanseri
gelmektedir. Istatistik verilerde kanser 6liim nedenlerine bakildiginda ise ilk siralarda meme

kanseri gelmektedir (Espie ve ark., 2013).

Hem erkeklerin hem de kadinlarin gogsii vardir (Akram ve ark., 2017). Meme
kadinlarda, farklilasan Ve siit iiretimi icin gerekli olan bir ter bezidir. Ilk olarak siit iireten bir
lobiil sistemi ve bunu meme basina aktaran duktus sisteminin birlesimi ile olusmaktadir.
Sekonder bir seks organi olmas1 ve ayn1 zamanda memeye seklini veren yapilar, deri, yag
dokusui sinirler, bag doku, zengin kanlanma ve lenfatik yapidir. Meme kanseri gelismeden
once belli asamalardan geger ve bu durum on yillarca siirebilmektedir. Bunlar, duktus epiteli,
atipik duktal hiperplazi, duktal karsinoma insitudur ve sonunda meme kanseri gelisir. Meme
kanseri erkeklerde de goriilmektedir. Fakat bu durum ender olarak kadinlara oranla klinikte
az sayida gozlemlenir. Bir erkek meme kanserine karsilik olarak, 100-200 kadin meme
kanseri ile karlilasilir. Genel olarak meme kanseri, 40 yas ve lizeri kadinlarda agirlikli
gorilmektedir (Aydintug, 2004). Meme kanseri, meme bezlerinde ortaya cikan farkl
malignitelerin bir toplu ifadesidir. Meme kanserlerinin ¢ogunlugunu karsinomlar
olustururken, filloid tiimoérler ve anjiyosarkomlar gibi sarkomlar nadiren goriilmektedir
(Yixia ve ark., 2018). Meme kanserinde, cevresel faktorlerin etkisi biiyiilk boliimiinii

olusturmaktir. Meme kanserinin etiyolojisinde yer alan ¢evresel faktorler; radyasyon, viral
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enfeksyonlar, elektromanyetik alanlardir. Cevresel kimyasallarin islevi, DNA’da hasar
olusturarak tiimor olusturur ve gelisimini tetikler. Ayn1 zamanda meme bezinin gelisimini
degistirerek etki gosterir ve bu sayede duyarlilig1 arttirmis olur. Tekrar etiyoloji agisindan
bakildiginda meme kanseri lizerinde etkili ¢evresel kimyasallar, 6strojen taklidi yapanlardir.
Buna 6rnek olarak kadminyum verilebilir. Ozellikle 20 yas altinda radyasyona kalim

sonucunda meme kanseri riski artmaktadir (Brenner ve ark., 2003).

Cevresel faktorler olarak; sigara, alkol, beslenme, obezite, hormon replasman tedavisi, aile
Oykiisii ve genetik yatkinlik ile meme kanseri iizerindeki etkileri 6 baslik altinda ele
almabilir.

Sigara, meme kanseri tizerinde etkisi Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi’na gore,
deney hayvanlar1 lizerinde sigara dumaninda 60’tan fazla karsinojen bulunmaktadir. Cok fazla
ve devamli sigara kullanan kadinlarin meme dokularinda, P53 gen mutasyonu ve DNA
hasarlarinin sigara igmeyenlere gore daha fazla oldugu gozlemlenmis ve buna gore veriler elde
edilmistir. Ailesinde de kansere genetik yatkinligi olan bireylerde, buna ek olarak sigara
iciminde meme kanseri riskini arttirdigi gézlemlenmistir (Sen ve ark., 2014). Beslenmenin
meme kanseri iizerine etkileri baz alindiginda, bazi besinlerde yag ve seker oranlarinin fazla
olusu ayn1 zamanda kizarmis yiyecekler meme kanseri iizerinde olumsuz sonuglar
dogurmaktadir ve riski arttirir. Meyve, sebze, balik tiiketimlerinin antikanserojenik etkilerinden
dolay1 meme kanseri riskini azalttigi gézlemlenmistir (Marzbani ve ark., 2019).

Alkoliin meme kanseri izerindeki risk etmeni, 6zellikle yetiskin kadinlarin giinliik alkol
tiiketimi neticesinde, meme kanseri riski %8-10 artmaktadir. Diger organlara oranla meme
alkoliin karsinojen etkilerine daha fazla maruz kalan bir organdir. Hatta hafif alkol tiiketimi bile
meme Kkanseri riskini %4-10 oraninda etkilemektedir. Alkol kullanimi1 kadinlarda Gstradiyol
seviyeyi arttirarak meme yapist yogunlugunda artis ve farklilik saptamaktadir (Freudenheim ve
ark., 2020).

Obezite, meme kanseri ilerlemesinde biiyiik risk faktoriidiir. Diger faktorlerden biri de
hormon replasman tedavisidir. Bu tedavi genellikle menopoz semptomlarini azaltmak
amaciyla kullanilir. Olumlu etkileri oldugu gibi olumsuz etkileri de meme kanseri riskini
arttirmasidir. Sadece Ostrojen igeren bir tedavi olmasindan dolay1 uzun siireli kullanimi meme
kanserinde risk olusturmaktadir (Azam ve ark., 2018).

Aile dyKkiisii ve genetik yatkinhik faktoriiniin meme kanseri risk dlgiitiinde biiyiik yeri
vardir. Glinimiizde kalitsal olarak meme kanseri genleri saptanmistir. Bunlardan biri de BRCA1

ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardir. Ozellikle bu genlerdeki mutasyonlar meme ve



yumurtalik kanserinde biiyiik dlgiitlerde risk olusturabilir (Angeli ve ark., 2020).
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Sekil 1.3. Meme kanserinde etkili olan risk faktorleri (Howell ve ark., 2014).
1.3.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, en sik kadinlarda goriilen ve %30’unu olusturan kanser tiirtidiir.
Kadinlarda kanser sebebi ile gelisen 6liimlerin en basinda %15 olarak meme kanseri yer
almaktadir. Diinyada gelismekte olan tilkelerde, meme kanseri oranlar1 yiiksek ve orantisiz
artiglar gostermektedir. Son 20 yil igersinde istatistiklere gore yeni tan1 alinmig vakalarin %55°1,
olim oranlarinin ise %358’inde artis oldugu tahmin edilmektedir. Ulkemizde yapilan
aragtirmalara gore, 4300 kadmin meme kanserine bagli olarak 2019 yilinda oldigi
gozlemlenmis ve bildirilmistir. Kadinlarda 6zellikle erken yaslara diisen meme kanserinde, tani
koyulan her doért kadinin birinde meme kanseri tani ve teshisi goriilmektedir (Koksal, 2022).
WHO verilerine gore, 2020 yilinda yeni tanis1 konulan hastalarda 2.3 milyon meme kanseri ve
buna bagli molaritesi ise 627 bin oldugu agiklanmistir. Cevresel faktorlerin etkisi ile diinyanin
her yerinde farkli molarite, sagkalim, insidans 6nemli Ol¢iilerde farklilik gosterir. Bu ¢evresel
ve genetik faktorler; yasam tarzi, niifus yapisi, beslenme tarzi ve aile 6ykiileri olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Momenimovahed ve ark., 2019).
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Incidence Mortality
Australia and New Zealand 955 123
Western Europe 90.7 15.6
Northern America 89.4 12.5
Northern Europe 86.4 13.7
Southern Europe 79.6 13.3
Polynesia 71.2 223
Central and Eastern Europe 15.3
South America 14.0
Caribbean 18.9
Melanesia 27.5
Southern Africa 15.7
Northern Africa 18.8
World 13.6
Western Asia 16.0
Eastern Asia
Micronesia 16.2
Western Africa 223
South-Eastern Asia 15.0
Central America 10.4
Eastern Africa 17.9
Middle Africa 18.0
South-Central Asia 131
150 100 50 0 50 100 150
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Sekil 1.4. Kadin Meme Kanseri 2020 Molarite ve Bélgeye Ozgii Insidans (Sung ve
ark., 2020).

Tiirkiye’de meme kanseri goriilme sikliginin bati1 ve dogu bdlgelerinde arastirilmasi
lizerine olusturulan bir ¢alismada, batida, doguya gore iki kat fazla meme kanseri tanisi
konulmustur. Bu durumda bolgeye gore farklilik gosteren kadinlarin beslenme ve yasam tarzi
farki, hormon replasman tedavisi kullanimlari, laktasyon siirelerinin farkli olusu durumundan
kaynaklandig gosterilmistir. Meme kanseri riskini arttiran gen mutasyonlari, aile dykiisii, yas,
reprodiiktif Oykiiniin olmasi, meme yap1 farkliligi, cinsiyet gibi meme kanseri risk faktorleri,
bireyin kontrolii disinda gelismektedir. Fakat bu kisilerin, saglikl1 yasam ve beslenme diizeni,
ayni zamanda diizenli kanser taramalar1 ile destekleyerek kanser gelisiminin dnlenmesi veya

erken tani olasiliginin artmasini saglamaktadir (Koksal, 2022)

1.3.2  Meme Kanseri Tiirleri
Meme kanseri, biyolojik davranigina ve 1sik mikroskobik goriiniimiine gore ikiye
ayrilmaktadir; invaziv ve in situ (veya non-in vaziv) meme kanseri, kanallar, arkadaki dokular
veya lobiiller olarak memenin farkli boliimlerinde ¢ikabilir ve buna gore ayrilmaktadir. Meme
kanserinin tipi etkilenen hiicrelere bagli olarak gelisir. Hiicre kaynaginin hangisinin dahil
oldugu duruma goére meme kanseri, malignant tlimdorlerin genis alaninda karsinomlar ve
sarkomalar olarak iki genis sinifa ayrilir. Karsinomalar, terminal kanallar1 kaplayan hiicrelerden

ve siit yapimindan sorumlu lobiilleri kaplayan hiicrelerden olusan epitel bilesenlerden
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kaynaklanan meme kanseri tiiriidiir. Sarkomalar ise, memenin fibroblastlar1 ve kan damari
hiicrelerini igeren stromal bilesenlerden kaynaklanan nadir goriillen meme kanseri tiiriidiir.
Cogu meme kanseri karsinom tiirdedir. Biiylik olan karsinom grubunda, primer tiimor

bolgelerine ve invaziv oluslarina gére ayrilirlar (Feng ve ark., 2018).
1.3.2.1 Non-invaziv (in situ) meme kanseri;

Bu tiir invaziv olmayan meme kanseri, bulundugu kanal veya lobiillerden uzaga
yayilarak etki gosterir. In situ meme kanseri iki gruba ayrilmaktadir: Yerinde Lobiiler
karsinoma in situ (LCIS) ve Yerinde Duktal karsinoma in situ (DCIS) Yerinde Duktal
karsinoma in situ (DCIS), en yaygin meme kanseri tiirlerindendir. Onceden var olan ve normal
kanallarin iginde gelisen DCIS, invaziv olmayan kanser tiirtidiir (Feng ve ark., 2018). Bu kanser
hiicreleri, yagli meme dokusuna veya viicudun herhangi bir bolgesine yayilim gostermez.
Yalnizca memedeki siit kanallari ile sinirli kalmaktadir (Rosen ve ark., 1998). Yerinde Lobiiler
Karsinoma in Situ (LCIS), bu tip meme kanseri, meme kobiillerine doniiserek etki
gostermektedir. Bilinen non-invaziv meme kanseri tiirtidiir. Lobiiliin i¢ tabakasinda baglayarak,

lobiiliin disina yani bazal membrana ¢ikamamistir. Meme kanseri lizerinde risk tagimaktadir
(Akram ve ark., 2017).

hoe ™

'l"‘""@‘

Sekil 1.5. Yerinde duktal karsinoma in situ ve yerinde
lobiiler karsinoma in situ mikroskopgorintiisii ( Brogi, 2017).
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1.3.2.2 invaziv meme kanseri

Meme kanserlerinin ¢ogu invaziv tiptedir. Invaziv olan meme kanser hiicrelerinde,
memenin g¢evresindeki yag ve bag dokularina yayilimlar kanal ve lobiiler duvar1 gecgerek
gerceklesir. Meme kanserinde invaziv form teshisi kadinlarin 50-55 yas {izeri oldugu
istatistiksel olarak yorumlanmustir. Invaziv form meme kanseri, viicudun lenf diigiimlerine,
diger bolgelerine yayilma 6zelligi gostermektedir. Bu nedenle invaziv meme kanseri tiirii
metastatik grupta yer almaktadir (Feng ve ark., 2018). Meme kanserinin belirli sayida alt tipleri
ve dagilimlar1 mevcuttur. Bunlar, Luminal A, Luminal B, Uglii negatif benzeri meme kanseri,

HER?2 ile zengilenstirilmis meme kanseridir.

Luminal A: Luminal A tiimor hiicrelerinde progesteron reseptorii pozitif, dstrojen reseptorii
ise negatiftir. Fakat, HER-2 igin negatiftir. Luminal tiimor hiicreleri %70 oranla en
iyi

progrnoza sahip hiicrelerdir ve meme kanallarini kaplayan i¢ hiicrelerin bulundugu yapilarda

olusurlar. Diger tip hiicrelere gore ise gec ve yavas biiyiime egilimi gosterirler.

Luminal B: Luminal B tiimor hiicreleri kanserin kismen %20’sini olusturmaktadir. Luminal
B hiicreleri i¢in progesteron reseptorii ve Ostrojen reseptori pozitiftir. Fakat, HER-2 hem
pozitif hem de negatif olabilir. Daha koétii prognoza sahip bu hiicreler, kadinlarda daha geng

yasta tespit edilmistir. Diger hiicrelere gore hizli biiyiirler.

HER-2 ile zenginlestirilmis: HER-2 ile zenginlestirilmis tiimor hiicrelerinde progestron ve
Ostrojen reseptorii negatiftir. Fakat HER-2 pozitiftir. Meme kanserinin %10-15 alanini
kapsamaktadir. Bunlarin prognozu kotiidiir ve metastaza fazla egilimli yapilardir. Diger
gruplara gore ise, hizli biiylime ger¢eklestirirler. Luminal A ve Luminal B tiimdrlerine sahip

kadinlardaki yas sinirlarindan ¢ok daha geng yastakilerde ortaya ¢ikmaktadir.

Uclii Negatif/Bazal Benzeri meme kanseri (TNBC): Uclii negatif meme kanseri
progesteron (PR), ostrojen (ER) ve HER-2 i¢in negatif etki gosterir. Bu sebepten dolay1
hedefe yonelik tedavilerde antihormonel tedaviye yanit veremezler. Bu yiizden sitotoksik
ilaglar kullanilabilir. Meme kanserinin yaklasik olarak %15-20sini olusturmaktadir. Uglii
negatif bazal benzeri meme kanserinde BRCA1 genindeki mutasyona sahip kadinlar 40
yasindan kiiciik oldugu gézlemlenmistir. Ve bu kansere sahip olan tilke cogunlukla Afrika-
Amerika kadinlarinda goriilmektedir. Negatif meme kanseri TCNF, diger meme kanseri

hiicrelerine gore daha kisa ve daha kisa prognoza sahiptirler (Fragmoni ve ark., 2018).
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1.4 Rahim Agz Kanseri

Jinekolojik kanser, kadin genital sistem kanserlerinden birisidir. Ve bu kanserler kadin
genital organinin kotli huylu (malignant) hastaliklaridir. Jinekolojik kanser, genellikle kadin
kanserlerinin tiimiinde 1/5 orami saptarlar. Kadin saglhigi iizerinde olumsuz etkilerinin fazla
oldugu gozlemlenen jinekolojik kanser, wvulva, vajina, endometrium, serviks, over
kanserlerinden olusur. Ele alacagimiz serviks kanseri, jinekolojik kanser arasinda yer alan bir
rahim agz1 kanseridir (Bekar, 2010). Kadinda serviks rahim ile vagenin birlestigi bolge kadin
tireme organi olan rahim agzi organidir ve rahmin alt boliimiinde yer alir. Rahim agz1 organindan
dolay1 olusan kansere, ‘serviks kanseri’ denilir. Diinyada meme kanserinden sonra ikinci sirada
gelen serviks kanseri geri kalmis veya gelismemis iilkelerde 6liim nedeni olmaktadir.
Geligsmekte olan iilkelerde serviks kanseri, halen gelismemis yeni teknoloji sikintis1 olmasi
nedeniyle diizenli bir tarama olmamasi sonucu biiyiikk bir sorun teskil etmektedir. Bunlarin
neticesinde serviks kanserinin tan1 ve evreleme teshislerinde, goriilme sikliklarinda, risk
faktorlerini berlirlemede, koruma ve ayni zamanda tedavi yontemleri biiylik 6nem tagimaktadir.
Gelismekte olan iilkelerde, ciddi sorun teskil eden rahim agzi-serviks kanseri, gelismis
ilkelerde ise 6liim oranlarinin ve ¢ogaliminin dnemli 6l¢iide azaldigl gézlemlenmistir. Fakat
yine de tibbi yetersizlikte olan iilkelerde risk olarak fazla 6liimlere sebep olmaktadir (Giiner ve

Tagkiran 2017).

141 Rahim Agz1 Kanseri Epidemiyolojisi
Rahim agzi kanseri, Amerika Birlesik Devletleri’nde meme kanseri ve cilt kanserinden
sonra siklikla kadinlarda ticlincii sirada goriilmektedir. Bu durum gelismekte olan iilkelerde,
kadinlarda en sik goriilen kanserlerden biri oldugu ve tiim kanserlerin %25’ini olusturdugu
gozlemlenmektedir. Fakat diinya genelinde kadinlarin kanserden dliimlerinin baslica nedeni

meme kanseri tiridiir (Burd, 2003).
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Serviks (rahim agzi) kanseri, diinyada bir zamanlar kanser sebepli dliimlerin en sik
nedenlerinden biri olarak kadinlarda goriilmekteydi. Uluslararast veri insidansina gore, 2018
yilt Tirkiye’de 2500 kadina yaklagik olarak rahim agzi kanseri tanisinin konuldugu ve yaklagik
olarak yine 1200 kadinin da rahim agz1 kanserinden 61diigii tahmin edilmekte ve analiz sonucu
ile verilendirilmistir. Kadinlarin rahim agz1 kanserine erken donemde yakalanmasi sonucu, tani
konulmas1 ardindan 5 yillik yas siireleri %85 tizerinde olabilmektedir. Yaklasik olarak %25
oranda 65 yas lizeri kadinlarda teshis edilen rahim agzi kanseri, 30-50 yas aralifina sahip
kadinlar1 daha ¢ok etkileyecegi diisiiniilmektedir. Serviks kanserinin 40 yas alt1 kadinlarda en
sik t¢lincii kanser tipi oldugu bilinmektedir. Adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom
olarak iki ana tipe ayrilan rahim agz1 kanserinde, adenokarsinom serviks kanalinda bulunan
glandiiler hiicrelerden kdken alirken; skuamoz karsinom hiicreleri ise, serviks dis yiizeyinde
bulunan skuamoz epitel hiicrelerden kok alarak etki gostermektedir (Durmaz ve ark., 2021).
Rahim agzi1 kanserine yonelik farkli taramalar mevcuttur ve kadinlarda rahim agzi kanserinin
azalmasini destekleyen bu taramalara ragmen, halen gilinlimiizde kadinlar rahim agzi kanseri
nedeni ile 6lmektedir. Bu sebeple, rahim agzi kanserinin tanisina yonelik tutumlar ve bu
tutumlan etkileyen risk faktorleri bilinmelidir (Sivri ve ark., 2015). Rahim agz1 kanseri,
eksternal bir genital organdir ve bu nedenle 6zellikle karsinogenezi hakkinda bilgi edinilmesi
kolay olmaktadir. Bu kansere 6zgii erken tan1 tedavi saglanmasi ve etkin tedavi yontemlerinin

olusu, rahim agz1 kanserinin preinvaziv evresinin olmasindan kaynaklanmaktadir (Kanbur ve
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ark., 2011). Rahim agz1 kanserinin riskini arttiran farkli faktorler; viral enfeksyonlar, cinsel
Oykii, dogum sayisi, sigara kullanimi, oral kontraseptif kullanimi, kotii genital hijyen
aliskanlig1, sosyo- ekonomi durumu olarak ayrilabilir.

Viral enfeksyonlar, genital olan HPV ve rahim agz kanser iligkisi ilk olarak, 1980
yillarinin baginda Alman virolog Harold Hausen tarafindan incelenmis ve ortaya ¢ikmistir. 1996
yilinda ise Diinya Saglik Orgiitii, Avrupa Genital Enfeksyon Arastirma Orgiitii tarafindan
HPV’nin rahim agz1 kanserinde en 6nemli risk etmeni oldugu kabul edildi (Burd, 2003). Rahim
agz1 kanseri inat¢1 ve uzun siiren risk etmeninde biiylik rol oynayan, HPV (human papilloma
viriisii)’nlin enfeksyonu sonucunda olugmaktadir. Rahim agzi kanserine yol agan yaklagik
olarak 15 HPV (human papilloma viriisii) yiiksek riskli olarak tanimlanmistir. HPV tip 16 ve
HPV tip 18 Tiirkiye’de en sik goriilen ve rahim agzi kanserine yol agan yiiksek risk grubu HPV
tipleridir. Genellikle cinsel aktivite sirasinda gergeklesen olayda, HPV bazal hiicre tabakalarina
yerleserek ¢ogalim gosterir ve sonucunda cekirdek icersinde replikasyon gostererek ¢ogalimi
gerceklesir. Hiicre i¢ kisimlarina ilerleyen viriisiin parcaciklart birer enfeksyon halinde ortaya
¢ikmaktadir. Bu durum 6zellikle cinsel yonden aktif kadinlarin %60-70’inde ortaya ¢ikarak etki
gostermektedir (Ceyhan ve ark., 2012). 40 yasindan kii¢iik kadinlarda, adenokarsinomlarinda
%90’1nda yiiksek oranda HPV bulunuyorken, 60 yas ve lizeri kadinlarda ise yaklasik olarak
%43’tinde HPV saptanmistir. HPV viriisiin bulagimi, oncelik olarak cilt-cilt temasi sonucu
gergeklesir. Isiya ve korumaya karsi ¢ok direngli olan HPV, kontamine giysilerin ortak
kullanim1 sonucunda da cinsel olmayan yol ile bulasma olasiig1 yiiksektir. HPV viriis
bulagiminin yiiksek risk etmenleri arasinda; genital sigil, penis kanser dykiisii, erken yas cinsel
aktivitesi, kiside cinsel yolla bulasan hastalik etmeni, korunmayan enfekte anal dokular olarak
siralanabilir (Burd, 2003). Gliniimiizde rahim agz1 kanseri gelisiminde mutlaka HPV viriisiiniin
etkisi olmaktadir. Diger risk faktorleri ile karsilasildiginda ise kanser gelisim siirecinin
hizlandi1g1 gozlemlenmektedir. Human Papilloma Viriis’iiniin 6nlenmesine karsilik koruyucu
asilar kesfedilmistir ve kullanilmaya hazir hale gelecektir. Bu sayede rahim agzi1 kanserinin
onemli Olglide azalmas1 beklenmektedir. Cinsel 6ykii, cinsel iliskiye girme yasinin erken
olmasi, ilk dogumun erken olmasi1 ve birden fazla cinsel iliskiye girme maruziyeti sonucunda
rahim agz1 kanseri riski artmaktadir. Cinsel iliski esnasinda kullanilan kondom bu riski
azaltabilir. Diger risk faktorlerinden biri ise, menstrasyon dongiisiiniin erken yasta olmasidir.
Olgunlasma yasi1 yaklasik olarak 25 olan rahim agz1 hiicrelerinin bu sebeple genglerde HPV
enfeksyonunun gelisimine sebep olabilmektedir (Haberal ve ark., 2007). Dogum sayisi, dogum
oncesi ve sonrasi stres ve travmalar, gebe kadinlardaki hormon degisimleri, meydana

gelebilecek olan HPV enfeksiyonlar1 ya da {i¢ ve iizerinde dogum sayis1 karsinogenezi
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hizlandirir ve bu sayede rahim agzi kanseri risk faktorlerinden biri haline gelmektedir. Sigara
kullamim, aktif sigara kullanan kadinlarin rahim agzi kanserine yakalanma riski kullanmayan
kadinlara oranla daha fazladir. Halen mekanizmasi bilinmeyen, sigara ve HPV etkilesimi
sonucunda birincil kotii huylu hiicrelerin gelisimi oldugu sdylenmektedir. Sigara ig¢imi
dogrultusunda invaziv gelisimin arttig1 gézlemlenmistir. Bu sebeple biiyiik bir risk faktoriidiir
(Turkdemir ve ark., 2003). Oral kontraseptif kullanmim, HPV viriisii olan kisilerde oral
kontraseptif kullanimi sonucu rahim agzi kanseri riski artis1 gézlemlenmistir. Yapilan bir
calismada HPV pozitif kadinlarin oral kontraseptif kullanimi rahim agzi1 kanseri 4 kat
arttirdigini ortaya ¢ikarmaktadir. Birakilmasi dogrultusunda ise risk etkeninin azalmaya basladi
gozlemlenmektedir (Tirkdemir ve ark., 2003). Genital hijyen alisgkanhginin kotii olmasi,
mensturasyon ve genital hijyenin kétii olmast durumunda kadinlarda rahim agzi kanseri risk
artis1 gdzlemleniyor. Hijyenik olmayan ped kullanimlar1 veya vajinal temizlik uygulanmasinin
dogru olmadigr durumda enfeksyon artis1 ve vajinal bakterilerin gelisimin artmasi sonucu ile
kanser riski biiyiik oranda saptanabilmektedir (Altuntas, 2007). Sosyo-ekonomik durum,
ozellikle gelismemis iilkelerde sosyo-ekonomik durumun az oldugu saptanmis ve buna baglh

olarak rahim agzi kanserinin goriilme siklig1 artmistir (Altuntas, 2007).

1.5 Metastaz ve Invazivite

Timor metastazlari, kansere bagl Olimlerin yaklasik %90'indan sorumludur
(Kowslowski ve ark., 2015). Bir tiimér hiicresinin basarili bir Sekilde metastaz yapmasi farkli
olaylara baglidir. Bu olaylara ‘metastatik kaskad’ adi verilmektedir. Aslinda bu siireg
dogrultusunda kanser hiicreleri ve diger hiicreler arasinda hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
yapismasindaki degisikliklerle siire¢ takip edilir. Metastaz gelisimi, primer kanser hiicrelerinin
bolgelerini terk eder ve kan dolasiminda kan dolasiminda yer edinerek kan damarlarina basing
dogrultusuna bagl olarak ilerleyis gostermektedir. Gelmis oldugu ikincil yani sekonder
bolgedeki yeni hiicresel ortama adaptasyon saglayarak, bagisiklik hiicreleriyle miicadele etmesi
kanser hiicrelerinin metastaz yapma egiliminin kagiilmaz ilk basamagidir (Fares ve ark.,

2020).
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Sekil 1.7. Kanser siireci metastaz modeli (Siihail ve ark., 2019).

Metastatik kaskad, genel olarak ii¢ ana siiregte etki gdstermektedir: Istila, intravasyon
ve ekstravasyon basliklar1 altinda incelenir. Hiicre-hiicre ayrimindaki yapisma kapasitesi
azaldiginda malignant hiicrelerin primer yani birincil timor kitlesinden ayrilmasini saglar.
Hiicre-matriks etkilesimleri arasindaki degisimler sayesinde, hiicreyi ¢evreleyen stromanin
istila olmas1 saglanarak bazal membran ve hiicre dis1t matriks (ekstraseliiler matriks) yapiy1
bozmak icin belirli maddelerin salgilanmas1 saglanir. ilk olarak, kétii huylu tiimér hiicreleri
anjiyogenez (damar olusumu)’nu uyararak metastazi baglatirlar. Sonrasinda komsu hiicrelerle
olan baglarini koparirlar ve primer yani birincil timo6r dokusundan ayrilmis olurlar. Daha sonra
timor hiicreleri ektraseliiler matrikse gecerek burada ilerleyip ya ¢evredeki dokulara ulagim
saglarlar ya da dolasim sistemine gegerek uzaktaki doku ve organlari isgal ederler. Bu sayede

yasam ve ¢ogalmalarini siirdiirerek yayilim gostermis olurlar (Fares ve ark., 2020).

15.1 Meme Kanseri Metastazi

Meme kanserinin metastatik duruma gegisi 4 evreden olusmaktadir;

Evre I: Koltuk alt1 kisminda bulunan lenf bezinin biiylimedigi ve memede bulunan tiimér
dokunun ¢apmin 2 cm’den kiiciik olmasi durumudur. Bu evrede tiimoriin bagka organlara

yayilimi gerceklesmez.

Evre 1I: Lenf bezlerinde biiyiimenin goriildiigii bu evrede, memede tiimér doku c¢apinin 2

cm’den biiyiik olmas1 ve 5 cm’den kiigiik oldugu evredir.

Evre I1I: Memede tiimor doku ¢apinin 5 cm’yi asmasi ve komsu hiicrelere yayilim gosterdigi

evredir.
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Evre IV: Meme kanserinin metastaz yapmasi ve viicutta farkli organlara sicramis oldugu

evredir.

Metastaz karmasik bir siirectir. Ik olarak primer tiimérden béliinen ve ayrilan hiicreler
sirasiyla, istila, bagisiklik hiicrelerinden kaginma, doku mikrogevre diizenlenmesi olarak bir ¢ok
hiicresel mekanizmay1 igermektedir. Metastatik bir kanserin teshisi genel olarak kanser
tiirlerinde son asamada belirlenir. Meme kanseri genellikle evre IV metastaz asamasinda
kesfedilir veya teshisi konulmaktadir. Lokal bir hastalik olarak baslayan meme kanserinin
prognozu kotiidiir. Bunun en biiylik nedeni ise, lenf diigiimlerine ve uzak organlara yayilabilir
olmasi meme kanseri tedavisinde biiyiikk dl¢lide engel yaratabilmektedir. Metastatik meme
kanser hiicreleri, birgok yol ile agresif 6zellik kazanarak yayilim gosterebilmektedir. Bunlar,
epitelyal mezenkimal gecis (EMT) ve epigenetik diizenleme mekanizmalar1 yolu ile (TME)
timor mikro ortamindan agresif Ozellikler kazanarak gegebilir. Meme kanserinde metastaz
asamasinin baglamasi i¢in, hiicreler arasi kohezyonun kaboldugu ve epitel hiicre polaritesinin
kayboldugu bir olgu olan epitelyal mezenkimal gegisi (EMT) gereklidir (Parki ve ark., 2022).
Meme kanseri metastazina katkida bulunan diger hiicreler ise, bagisiklik hiicreleri ve timor
mikrocevresi (TME) olabilir. Tiimdrle iliskili makrofajlar olan TAM’ler farkli mikrogevresel
sinyallerinde rol oynayarak etki gosterebilir. Meme kanserinde, CD4+T hiicrelerinin salgilamig
oldugu IL+4’ler tarafindan aktive edilen bir makrofaj alt tipi M2 olan TAM’lar biiyiik dlgiide
etki gostermektedir. Inflamatuar faktorler, kemokinler ve cesitli bilyiime faktdrleri dahil olmak
tizere TAM salgilayan sitokinler, (ECM) ekstraseliiler matriksde adhezyonu arttirarak giiclii bir
Sekilde metastaz olusumunu saglar (Parki ve ark., 2022). Meme kanseri metastazi, baska
organlara yayilim yapabilir. Dolasim yoluyla esas olarak, karaciger, akcigerler, beyin ve kemik
isteketine metastaz yaparak yayilim gosterirler. Meme kanseri i¢in {i¢iincii en yaygin bolge olan
karaciger, kat1 kanserler i¢in yaygin bir metastatik organdir. Meme kanseri karaciger metastazi
(BCLM) tedavi edilmedigi siirece, hayatta kalma siiresi yaklasik olarak 4-8 ay olarak
nitelendirilebilir (Ma ve ark., 2015).
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Sekil 1.8. Meme kanseri hiicrelerinin karacigerde yayilimi ve ¢cogalimi (Ma ve ark., 2015).

Metastatik meme kanserinin karaciger organina yayilimi i¢in belli asamalardan gegmesi
gerekir; tiimor kan damari endoteli boyunca istila ederek dolagima giren istilaci meme kanseri
hiicresi, kan damarlarinda yasamini siirdiirmeye devam eder. Sirkiile eden meme kanser
hiicreleri, adhezyon molekiillerine tutunarak endotelyal hiicreye yapisir ve karaciger bolgesinde
yogunlagirlar. Siniizoidal endotel hiicresinin duvarini istilasini saglayan go¢ eden meme kanseri
hiicreleri, karacigerde gogalirlar. Meme kanseri hiicreleri hayatta kalarak apoptozdan kaginir ve

karacigerde yagsami tehdit eden bir odak olustururlar (Ma ve ark., 2015).

15.2  Rahim Agz1 Kanseri Metastaz
Rahim agzi kanseri 6liimlerinin ¢coguna metastaz neden olmaktadir. Giintimiizde rahim
agz1 kanseri metastazi altinda yatan nedenlerin mekanizmasi tam olarak tanimlanamamaktadir.
Bu durum sonucunda, rahim agzi kanseri metastazini inhibe etmek veya onlemeye yonelik

herhangi bir tedavi yontemi bulunamamaktadir (Zhong ve ark., 2020).
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Sekil 1.9. Rahim agz1 kanseri evreleme.

Evre |: Tumoriin yalnizca servikste goriildigii evredir. Evre IAl ve IA2 yalnizca

mikroskobik inceleme ile tan1 konulur.
Evre IA: 7mm’den genis olmayan tiimoriin mikroskobik inceleme sonucu ile goriildiigii evredir.

Evre IB: Evre 1A’dan daha biiyiik preklinik lezyonlar icerir. 4cm’den kiigiik veya biiyiik

Klinik lezyonlar bulunur.

Evre 11: Bu evrede serviks disina ¢ikan tiimor halen pelvis duvarina ulasamamstir. 1/3 alt
vajen tutulumu olabilir. Bu evrede rahim agzi kanseri hastalarda radyoterapi, kemoterapi,

ameliyat bir tedavi segenegi olabilir.

Evre 1lA: Bu evrede timor boyutu 4cm’den bliylik yapiya sahiptir. Belirgin halde

parametrial infiltrasyon yoktur. Bu grup hastalarda ameliyat sans olanag: fazladir.
Evre 11B: Rahim agzini asan tiimor, belirgin parametrial infiltrasyon oldugu halde pelvise
ulagilamamustir. Bu evrede, rahim agzi1 kanseri hastasinda ameliyat sans1 kalmamustir.

Evre 111: Rahim agzi dokusunun disina tasan tiimor, vajenin 1/3’{int tutan timor pelvis
duvara ulagsmistir. Bu evrede tiimor bazi durumlarda ise bobrek tiiplerini tikamasi sonucu
bobregin sismesine neden olabilir. Evre III rahim agz1 kanseri hastasi i¢in ameliyat uygun

bir tedavi segenegi degildir. Ancak kemoterapi ve radyoterapi tedavileri uygulanabilir.
Evre I1IA: Bu evrede tiimér pelvis duvara ulasamamustir fakat, alt vajenin 1/3’{inti tutmustur.

Evre 111B: Pelvis duvarina ulasan tiimorlii hastada, hisronefroz ya da nonfonksiyone bobrek
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bulgular vardir.
Evre IV: Gergek pelvisin disina yayilan tiimor uzak metastaz asamasina gelmistir.

Evre IVA: Bu evrede tiimor komsu yakin pelvik organlara yayilim gosterir. Bu organlar
genellikle, barsak ve idrar kesesi olabilir. Tedavi olarak radyoterapi ve es zamanl

kemoterapi uygundur.

Evre IVB: Bu evrede tliimdr uzak organlara yayilim gosterir. Bu organlar, akciger, karaciger,
kemik, lenf bezleri, beyin, karin bélgesi olabilir. Tedavi olarak ise, kemoterapi yani sira

hedefe yonelik akilli ilag tedavisi uygulanabilmektedir.
1.6 Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavileri genellikle lokal ve sistemik tedavi olmak {izere iki ana gruba
ayrilir. Lokal tedavi, kanserli hiicreleri sadece bir bolgede etkilemeyi hedeflerken, sistemik
tedavi viicuttaki kanser hiicrelerini hedefler. Lokal tedavi yontemleri arasinda cerrahi ve
radyoterapi bulunur. Cerrahi tedavi, kanserli meme dokusunun cerrahi olarak ¢ikarilmasini
icerir. Bu, timore bagli olarak meme koruyucu cerrahi (lumpektomi) veya mastektomi (meme
tamamen ¢ikarilmasi) olarak yapilabilir. Radyoterapi ise kanser hiicrelerini oldiirmek veya
biiylimelerini durdurmak i¢in yiiksek enerjili 1sinlarin kullanilmasidir. Radyoterapi, ameliyat
sonrasi veya ameliyata ek olarak uygulanabilir. Sistemik tedavi ise viicuttaki kanser hiicrelerini
hedefler. Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiylimelerini durdurmak igin
kullanilan ilaglarin kullanilmasidir. Hedefe yonelik tedavi, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve
yayllmasini hedefleyen belirli molekiillerin hedef alindig1 tedavi yontemidir. Hormonoterapi
ise Ostrojen veya progesteron hormonlarina duyarli olan meme kanseri tiplerinde kullanilan
ilaclarin kullanilmasidir. Hormonoterapi, hormonlarin kanser hiicrelerinin biiylimesini tesvik
etmesini engelleyerek calisir. Tedavi genellikle bir kombinasyon halinde uygulanir ve lokal ve
sistemik tedavi yontemleri birlikte veya ardisik olarak kullanilabilir. Tedavi segenekleri, meme
timdriintin 6zelliklerine (boyutu, evresi, histopatolojik 6zellikleri vb.) ve yerlesim bolgesine
bagl olarak belirlenir. Tedavi plani, bir onkolog tarafindan hastanin durumu ve kanserin

ozellikleri goz oniinde bulundurularak belirlenir.
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1.6.1  Cerrahi Tedavi

Meme kanseri hastalarinda cerrahi tedavi, erken evrede (Evre 0-1-1I) yapilan bir
tedavi segenegidir. Tedavinin genel olarak amaci, timore yayilim gostermeden miidahale
edilmesi ve ¢ikarilmasidir. Meme kanseri hastalarina iki Sekilde tedavi segenegi sunulur, ilki
etrafindaki saglam meme dokusu ile ¢ikarilan tiimor tedavisi ile meme koruyucu ameliyati; ya
da meme dokusunun tamaminin alindigr meme mastektomi cerrahidir. Meme koruyucu cerrahi
tedavide iki yontem uygulanir. lumpektomi cerrahisi ile yalnizca memedeki kitle ve cevre
dokular1 alinirken, kadronektomi cerrahisi ile memenin dortte birini almak miimkiindir.
Mastektomi cerrahi, kisi iizerinde kayip duygusu yaratabilir ve ¢esitli kaygilara yol acabilir.
Kisinin zgiivenini, islevini, psikolojik durumunu ve g¢evre iliskilerini olumsuz ydnde
etkileyebilir (Schain, 1991, Fisher ve ark., 2002). Rahim agz1 kanserinde cerrahi tedavide,
hastalik evresinde gore farkli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Radikal histerektomi, uterus
ile kardinal, broad ligament gibi parametriyal dokularin ve vajen bolgesinin %% sinin birlikte tek
parca halinde kesip ¢ikarilma islemidir. Lenf nodu diseksiyonu (LND) cerrahi islemi, IBI ve
IBII evrelerinde Onerilen lenf nodu metastaz bolgelerinin cerrahi islem ile eksizyonudur. Son
olarak Radikal trakelektomi cerrahi islemi, tiimor boyutunun 2 cm’den kiigiik oldugu hasta
gruplarinda, vajinal veya abdominal yoldan operasyon ile parametriyal doku ve vajenin bir
kisminin kesip ¢ikarilma islemidir. Bunlara ek olarak, konizasyon cerrahisi ile serviksten koni
seklinde doku pargasinin ¢ikarilmasi veya ileri yas IAl evre hastalarina ekstrafasiyal
histerektomi tedavi secenegi uygulanabilir (Baser ve ark., 2008). Kolon kanserinde cerrahi
tedavi, operasyon, karin boslugundan baslanarak sistemik inceleme ile devam eder. Bu sayede
tiimoriin biiylimesi, ¢ogalmast ve hareketinin etraftaki komsu organlarla iliskisine, bolgesel
olarak karin duvarindaki lenf bezlerinin durumuna bakilir ve incelenir. Metastaz durumu
incelenilerek, karaciger, akciger, periton, yumurtaliklar bu agidan incelenmis olur. Cerrahin bu
konuda 1yilestirici mi yoksa palyatif bir tedavi mi oldugu konusunda net olarak ameliyat

durumunu belirlemesi gerekir (Nesbakken ve Gaard, 2007).

1.6.2  Radyoterapi
Meme kanserinde radyoterapi, olasi kanser hiicrelerinin 6ldiirilmesi hedeflenen ve
genellikle meme kanseri hastalarinda cerrahi tedavi sonrasinda uygulanan radyoterapi, yiiksek
enerjili X 1sinlar1 veya gama 1sinlarmin kullanildigi 1s1n tedavisidir. Ozellikle meme koruyucu
cerrahisi ardindan memenin kalan dokusunu korumak amaclanir. Erken evre meme kanseri
hastalarinda uygulanan bu tedavi yontemi, ileri evre hastalarinda da palyatif tedavi veya agri

riskini azaltimi1 amaciyla uygulanabilmektedir. Radyoterapinin en biiyiik dezavantaji, hiicre
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boliinmesini olumsuz etkilemesi ve saglikli hiicrelerin DNA’s1 iizerinde olumsuz etkiler
yaratmasidir (Baba ve ark., 2007). Rahim agz1 kanserinde radyoterapi, ileri evrelerde tercih
edildigi gibi erken evre olgularinda da tercih edilebilir. Serviks i¢ine internal veya pelvik duvara
eksternal olarak iki Sekilde radyasyon tedavisi uygulanabilmektedir. Radyoterapide tedaviye ek
olarak mitomisin-C, 5-FU, sisplatin gibi bircok kemoterapotik ajan kullanilarak etkinligi
arttirmigtir. Rahim agz1 kanserlerinde kemoradyoterapi uygulasinin, tek basina radyoterapiye
oranla yiiksek yanit saglandigi ve iistiin oldugu kabul edilebilir bir tedavi yontemi olarak tercih
edilmektedir (Yetmen ve ark., 2012). Kolon kanserinde radyoterapi, 6zellikle rektum kanseri
timor tedavisinde tercih edilmektedir. Kolon kanserinde kullanimi ¢ok fazla yaygin olmayan
radyoterapi, ameliyattan Once timori kiicliltmeyi amaglayarak veya ameliyat sonrasinda
kanserin i¢ organa yapigsma olanaginda geride kalabilecek tlimor kanser hiicrelerini 6ldiirmek
amactyla kullanilabilmektedir. Ayrica bazi yiiksek riskli gruplarda kullanilan hareketsiz

bolgelere yerlesen tiimor, lokal perforasyon ve T3-T4 evrelerinde goriilmektedir (Board ve ark.,
2020).

1.6.3  Kemoterapi

Meme kanserinde kemoterapi, etki mekanizmasina gore lige ayrilir, timor kiigiiltme
amagli ameliyat dncesi uygulanan neoadjuvan kemoterapi, hastalikta tekrarlama riskini ortadan
kaldirma amagli ameliyat sonrasinda uygulanan adjuvan kemoterapi ve ileri evrede yasam
siiresi ve Kkalitesini arttiran kemoterapi uygulanabilir. Ozellikle tiimérlerin biiyiimesini
engellemek ve metastazin onlenmesini, kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesini, ¢gogalan hiicrelere
kars1 oldiirticii etkide olan biyolojik ajanlarin, kimyasallarin, veya hormonlarla yapilan bir
tedavi bi¢cimidir. Meme kanserini tedavi etmek icin ¢esitli kemoterapi ilaglar1 gelistirilmistir.
Bunlardan bazilari: Bleomisin, Adriamisin, Tamoksifen, Paklitaksel, Docetaxel, Doxorubicin,
Siklofosfamid, Mitoxantrone, Cytarabine, 5-Florourasil, Vinblastine, Gemcitabine ve
Epirubicin’dir. Baz1 hap ya da surup seklinde olan kemoterapi ilaglarinin yani sira, el ya da
koldaki damarlara uygulanan igneler veya viicut i¢i araglar yardimu ile viicuda verilimi saglanir.
Sistemik bir tedavi sekli olan kemoterapi, kan dolasimi araciligi ile viicudun tiim boélgelerine
yayilarak tiim doku ve organlari etkilemis olur (Pizzo ve ark., 1997). Rahim agz1 kanserinde
kemoterapi, ileri evre hastalar i¢in uygun bir tedavi yontemidir. Kemoterapinin amaci,
radyoterapi ya da histerektomi Oncesinde tiimor boyutunun kiiglilmesinin saglamaktir.
Radyoterapi ile kombine edilen kemoterapi, kemoradyoterapi seklinde de uygulanmaktadir
(Taskin, 2016). Kolon kanserinde kemoterapi, ii¢ Sekilde incelenmektedir. Neoadjuvan

kemoterapi tedavisi ile kitle kiigiiltiiliip ameliyatin kolaylastirilmasi saglanmaktadir. Adjuvan
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kemoterapi tedavisi ile, ameliyat sonrasinda niiks gelisimi onlenir. Ileri evre kanserde
kemoterapi tedavisi ile, karaciger basta olmak lizere akciger ve diger organlarda metastazik
tiimorleri kiicliltme hedeflenmis ve buna 6zgii terapotikler kullanilmigtir. Siklikla kullanilan

terapotikler, oksaliplatin, 5-Flourourasil, Capecitabine, Setuksimab’dir (Biiyiikiinal, 2010).

1.6.4  Hormonal Tedavi
Endokrin (hormonal) tedavi, hormon reseptorii pozitif meme kanserlerinin tedavisinde
kullanilan en yeni tedavi yontemlerinden biridir. Hormon reseptorii pozitif meme kanserleri,
meme kanseri hiicrelerinde 6strojen veya progesteron reseptorlerinin bulunmasi anlamina gelir.
Bu reseptorler, kanser hiicrelerinin biiyiimesi Ve ¢ogalmasi i¢in gerekli sinyalleri alir. Hormonal
tedavi, dstrojen hormonunun kanser hiicrelerindeki etkisini azaltarak veya engelleyerek ¢alisir.
Bu sayede, Ostrojen hormonunun kanser hiicrelerinin biiylimesini tesvik etmesini Onler.

Hormonal tedavi genellikle ilaglar yoluyla yapilir ve farkli ilag gruplari kullanilabilir.

1. Aromataz Inhibitdrleri: Bu ilaglar, viicutta strojen iiretimini engelleyen enzim olan
aromataz'l inhibe eder. Bu Sekilde, 6strojenin kanser hiicrelerinde tiretilmesi ve etkili
olmasi engellenir.

2. Selektif Ostrojen Modiilatérleri (SERMs): SERMs, ostrojen reseptorlerine
baglanarak 6strojenin etkisini bloke eder veya azaltir. Ostrojenin bazi etkilerini taklit
ederken digerlerini engelleyerek caligir.

3. LHRH Analoglari: LHRH (Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) analoglari,
hipofiz bezindeki LH salinimini azaltarak Gstrojen iiretimini engeller. Bu da dstrojen
seviyelerini diisiiriir.

4. Antiandrojenler: Bazi meme kanseri hiicreleri, Ostrojenin yani sira androjen adi
verilen diger hormonlara da reseptorleri vardir. Antiandrojenler, androjenlerin bu
reseptOrlere baglanmasini engelleyerek Ostrojenin etkisini azaltir. Hormonal tedavi,
yiiksek risk tasiyan hastalarda kanser riskini azaltmak, invaziv olmayan meme
kanseri (DCIS) olan hastalarda niiks riskini azaltmak, cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi tedavilerinden sonra tekrarlama riskini azaltmak ve ileri evre meme

kanserinde kullanilabilmektedir.

Hormonal tedavi genellikle diger tedavilerle birlikte kullanilir ve birgok kadinin
tedaviye olumlu yanit verdigi gozlemlenmistir. Ancak her hasta farkli oldugu i¢in tedavinin
etkinligi ve yan etkileri kisiden kisiye degisebilir (Kaklamani ve ark., 2017). Rahim Agz
kanserinde hormonal tedavisinde, progesteron benzeri ilaglar kullanilarak radyoterapi sonrasi

yumurtaliklarin bastilirilmasi veya yumurtaliklarin alinmasi ile rahim agzi kanseri hastasinda
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Ostrojen miktarinin azaltilmasi saglanir. Bu sayede kanser hiicrelerinin biiylimesi onlenir veya
azaltlir (KDB, 2017). Kolon kanserinde hormonal tedavi, Ostrojen replasman tedavisi
(ERT), menopoz sonrasi hastalarda kolon kanserine karsi veya kolon adenomlarina karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugu desteklenmistir. Hormon replasman tedavisi (HRT) kolon
kanseri i¢in diistiniilebilir. Hormon replesman tedavisi kullanan hastalarda kolon kanser riskinin
azaldig1 gézlemlenmektedir. Ancak kesin ¢alismalara hala ihtiyag duyulmaktadir (Anna ve ark.,
2010).

1.6.5  Immiinoterapi

Meme kanserinde immiinoterapi, tedavi asamalar1 ve hastaligin seyrine bagli olarak
3 farkl yontemlere ayrilir. Bunlar, meme kanseri asilari, monoklonal antikorlar ve kontrol
noktasi inhibitdrleri olarak ayrilmaktadir. Asilar, DNA asilari, hiicre bazl asilar, rekombinant
viral veya bakteriyel vektorler, tiimorle iliskili protein asilari olabilir. Ornegin uzak
bolgedeki tiimorlere erisim saglayabilen ve kemoterapik ajanlarlara duyarli olmama 6zelligi
sayesinde bakteriyel vektorler immiinoterapik as1 tedavisinde tercih edilebilir. Diger bir yontem
olan monoklonal antikorlar, kanser hiicreleri tarafindan kullanilan anjiyogenez sinyal
yolaklarini aktive eden faktorlere baglanip inhibe ederek, tiimor hiicrelerinin apoptozuna neden
olarak (ADCC mekanizmast), monoklonal antikorlar hedef hiicredeki membran yiizey antijene
baglanarak lizise ugratarak (CDC mekanizma) 3 etki mekanizma sekline sahiptir. Kontrol
noktasi inhibitorlerinde, inhibitor reseptorleri agir1 eksprese oldugu tedavi yontemidir. Meme
kanserinden Programlanmis hiicre 6liimii (PD-1)’in asir1 ekpresyonu timor boyutu artigina
sebep olmaktadir. Buna karsin gelistirilen inhibitérler T hiicre aktivasyonunu engeller ve bu
kontrolsiiz bagisikligin 6nlenmesine neden olarak immiinoterapétik bir tedavi olusturur (Sert
ve ark., 2022). Rahim agz1 kanseri immiinoterapi, anormal biiyliyen kanser hiicrelerini
tantyabilen ve yok etmek icin bagisiklik hiicrelerini uyaran kanser asilar1 da immiinoterapdtik
yontem c¢esitlerindendir. FDA onay1 almis koruyucu as1 kategorisinde yer alan HPV asis1 olan,
rahim agz1 kanseri hastalarinda klinik olarak kullanilmaya baglanilan asilar Gardasil ve
Cervarix’tir. Karsinojen Ozelliklerine gore diisiik ve yliksek risk gruplarina ayrilan HPV
asisinda, ytiksek risk grubu vulva, vajina, penis ve rahim agzinda skuaméz kaynakli karsinoma
neden olan HPV 16 ve HPV 18 yer alirken; diisiik risk grubunda genital sigillere ve servikal
lezyonlara sebep olan HPV 6 ve HPV 11 yer almaktadir (Erkal ve ark., 2018). Kolon
kanserinde immiinoterapi, kanserle savagsmak i¢in hastalarin bagisiklik sistemini kullanan bu
tedavi yonteminde, kontrol noktasi inhibitérii olan pembrolizumab, PD-1’i (tiimor hiicre

reseptorii) hedefler ve boylece tiimor hiicrelerinin bagisiklik sistemi hiicrelerinden saklanmasi
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Onlenir. Boylelikle metastatik kolon kanser tedavisinde kullanimi amaglanir. Yine kontrol
noktasi inhibitdrleri olan ipilimumab ve nivolumab kombinasyonu, kolon kanseri hastalarinin
kemoterapi sonrasinda biiyiiyen ve yayilan tiimor hiicre tedavisinde kullanilmaktadir (Ganesh
ve ark., 2019). Meme kanserinde hedefe yonelik tedavi, giiniimiizde radyoterapi, cerrahi
tedavi ve kemoterapi ile kombine olarak kullanilan spesifik olarak hiicre i¢i hedeflere etki eden
ajanlar dogrultusuna kullanilan tedavi ydntemidir. Ozellikle arastirmacilarin ilgisini ¢ceken ve
son yillarda kullanimi artan hedefe yonelik tedavinin yan etkileri daha az ve sag kalimi
arttirarak biiyiik avantaja sahiptir. Hedefe yonelik tedavinin amaci, mutant yolaklar {izerinden
hedef belirleyerek ve bu hedefe yonelik ila¢ uygulanarak kanser hiicresini diger hiicrelerden
ayiran genetik mutasyonu saptar ve mutasyonlu hiicrelerin biiyiime Vve c¢ogalmasini

engeller.

HER2/neu proteini, meme kanserlerinin %30’unda goriilmektedir ve HER2 pozitif
tiimorler hizli biiyiime ve tekrarlama gibi &zelliklere sahip proteinlerdir. Ozellikle son
yillarda, HER2 genini hedef alan tedaviler gelistirilmistir. HER2 pozitif meme kanserinde,
erken veya gec evrelerde kemoterapi ile kombine hedefe yonelik tedavi ajant Hercaptin anti-
HER?2 antikoru olan trastuzumab verilerek daha etkin tedavi uygulanmaktadir (Akyolcu ve
ark., 2018).

1.7 Tamoksifen (Tam)

Ostrojen hormonu bir biiyiime faktériidiir ve meme kanseriyle iliskili olan &strojen
reseptorlerine baglanarak normal meme hiicrelerinin biiyiimesini saglar. Meme kanserinde ise,
hiicre ylizeyinde bulunan 0strojen reseptorleri kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini
tesvik eder. Meme kanseri tiimor hiicreleri, zarlarindaki Ostrojen reseptorlerinin sayisini
artirarak ostrojene bagimli hale gelir ve bu durum biiyiimelerini tegvik eder. Tamoksifen, meme
kanseri tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Tamoksifen, meme kanseri hiicre yiizeyinde bulunan
Ostrojen reseptorlerine baglanarak dstrojen hormonunun bu reseptorlere baglanmasini engeller.
Bu Sekilde, tamoksifen kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurucu etkiye sahip olur.
Tamoksifen, Ostrojene bagimli meme kanseri vakalarinda tercih edilen bir tedavi yontemidir ve
hastaligin ilerlemesini onleyebilir veya geriletebilir. Ancak tamoksifenin bazi yan etkileri
olabilir ve kullanimi doktor tarafindan belirlenmelidir. Tamoksifen gercekten de bir anti-
ostrojen ilacidir. Ostrojen reseptdriine baglanarak dstrojenin hiicrelere etkisini engeller ve bu
Sekilde ostrojen bagimli tiimorlere karsi etkili olur. Tamoksifen, meme kanseri tedavisinde ve
meme kanserini 6nlemede kullanilan bir SERM (selektif dstrojen reseptor modiilatorii) olarak

kabul edilmektedir. Meme kanseri tedavisinde, tamoksifen 6strojen reseptor pozitif (ER+) meme
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kanseri olan kadinlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiir kanserlerde, kanser hiicreleri
Ostrojen reseptorlerine baglanarak biiyiime sinyallerini alir. Tamoksifen, dstrojen reseptdriine
baglanarak bu sinyallerin iletilmesini engeller ve kanser hiicrelerinin biiytimesini durdurur veya
yavaslatir. Ayrica, tamoksifen meme kanserini onlemede de kullanilmaktadir. Yiiksek meme
kanseri riskine sahip kadnlar i¢in kemoprevensiyon adi verilen bir strateji olarak kullanilir.
Tamoksifen, yiiksek riskli kadinlarda meme kanseri gelisme olasiligini azaltabilir. Tamoksifenin
yan etkileri arasinda sicak basmasi, vajinal kuruluk, adet diizensizlikleri, cilt dokiintiileri,
sindirim sorunlar1 ve nadir durumlarda endometrial kanser riskinin artmasi gibi etkiler
bulunabilir. Tedavi siirecinde hastalarin bu yan etkileri izlemesi ve doktorlariyla iletisimde
kalmas1 6nemlidir. Sonug olarak, tamoksifen dstrojen reseptorii iizerinde etkili olan bir anti-
Ostrojen ilacidir. Meme kanseri tedavisinde ve kemoprevensiyonunda yaygin olarak kullanilan
bir SERM olarak kabul edilir. Ancak ilaci kullanmadan 6nce, bir saglik uzmanina danigmaniz
ve uygun bir tedavi planmi belirlemeniz onemlidir (Shagufta ve Ahmad, 2018). Secici bir
Ostrojen reseptdr modiilatorii olan tamoksifen, ER’ler ile rahimde proostrojen olarak etki
ederken, memede anti-6strojen olarak etki gostermektedir. Ostrojen reseptérlerine baglanarak,
Ostrojenin baglanmasini engeller. Tamoksifen reseptor kompleksinin nukelusa taginmasi ayni
zamanda niikleik asit fonksiyonlarini etkilemektedir. Tiimor DNA sentezi yavaslayarak, timor
tarafindan uyarilan biiyiime faktorlerinin azaldigi gézlemlenir. Bu sayede hiicre proliferasyonu
inhibisyonu saglanir. Non-steroid selektif Ostrojen reseptér modiilatérii (SERM) olan
tamoksifen, Hormonal kontraseptif amagh 1960’11 yillarda ilk iiretimi gergeklestirilmistir.
1998°de yiiksek riskli meme kanseri hastalarinda profilaktik tedavide kullanilmigtir. 2013
yilinda ise, premonopozol ve postmonopozol donemde meme kanseri olgularinda adjuvan
hormonal tedavi amagli kullanimi1 baglamistir. Diger bir kullanim alani olan, kemofilaktik
olarak yiiksek riskli meme kanseri hastalarinda kullanilabilir. Diinyada en ¢ok kullanilan
antikanser ilact olmasinin temel nedeni, diisiik toksisite, yiiksek etkinlik gosterebilen ve kolayca

uygulama ve ulagim saglanabilen bir ilag olmasindan kaynaklanmaktadir (Giileg ve ark., 2021).
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Sekil 1.10. Tamoksifenin molekiiler yapisi ve sistemik adi.

Cis ve trans izomerlerine sahip olan Tamoksifenin, cis izomeri Ostrojenik aktiviteye
sahipken; trans izmoeri antidstrojenik aktiviteye sahiptir. Zayif 6strojenik aktiviteye sahip olan
tamoksifeni, hormonal ortama bagli olarak degisen Ostrojen agonistik ve antiagonistik etkilere
sahiptir. Premenapozol kadinlarda, hipofiz bezinde dstrojenik etki gdsterir ve plazma Ostrojen
diizeyi artarken gonadotropin diizeyi etkilenmez. Postmenapozol kadinlarda ise, gonadotropin
diizeylerini diigiirerek etki gosterir. Son yillarda metastatik meme kanseri tedavisinde
kullanilan tamoksifen, yan etkilerinin az olmast nedeniyle birinci se¢enek olarak
kullanilmaktadir (Jordan ve ark., 1991). Tamoksifen dozaji, ileri evre meme kanserinde ve
adjuvan tedavilerde kullanimi 10 mg olarak giinde iki kez agizdan alinmalidir. Eger bu durumda
yanit alinmazsa giinde iki kez dozu 20 mg’a ¢ikarilmaktadir. Tamoksifen hamilelik sirasinda
kullanima uygun degildir (Buckley ve Goa, 1989). Tamoksifen, memede Gstrojen reseptoriiniin
inhibisyonunu saglayarak proliferasyonu engellemektedir. Kadin genital sistemde, farkli donem
ve dokulara bagli olarak farkli etkilere sahiptir. Premenopozal donemde, tamoksifenin
endometrium tizerinde antidstrojenik etkisi hakimken, postmenopozal donemde endojen
Ostrojen seviyesinin diisiik olmasi nedeniyle agonistik etkisi hakimdir bdylelikle endometrial

proliferasyon yapmaktadir. Bu etkide;

1. MAP kinaz yolagini aktive ederek,

2. Ostrojen reseptor-alfa ve membran iliskili dstrojen reseptdrii-G proteinenine
bagli reseptor 30 (GPR30) ekspresyonlarini degistirirerek

3. Srcsinyalleri ve ERK ile hiicre migrasyonunu etkileyerek

4. DNA hasari olusturarak

5. Pro-katlanmamig protein yanitt (UPR) yolaginda yukari regiilasyon degisikliklere

bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak heniiz yeterli bilgi bulunamamaktadir.

6. Pre-menopozal ve post-menopozal hastalarin temoksifen kullanimi sonucunda,

K-RAS mutasyonlarinin %45-70 oraninda artis gdzlemlenmektedir (Gtileg ve ark.,
2021).
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Sekil 1.11. Tamoksifen etki mekanizmasinin gematik gosterimi

1.7.1 Tamoksifen Yan Etkileri

Tamoksifen kullaniminin yan etkiler sebebiyle tedavinin kesilmesi nadiren gerekli
olabilir. En sik goriilen yan etkiler, mide bulantisi, ateslenme, kusma, vajinal akinti veya
kanama yani sira menopoz Oncesinde hastalarda goriilen menstrual bozukluklar meydana
gelebilir. Tedavi ile iligkisi belirsiz olan trombositopeni ve lokopeni gibi hemotolojik
degisiklikler nadir de olsa goriilebilir. Bas donmesi, depresyon, uyusukluk gibi merkezi sinir
sistemi hastaliklar1 da goriilebilmektedir. Bunlara ek olarak, kas agrilari, sicaklama, gece
terlemeleri goriilme olasilig1 yiiksektir (Buckley ve Goa, 1989). En iyi bilinen yan etkisi,
menopozal semptomlarin goriilmesidir. Ek olarak, atrofik {irterit ve artralji yapabilmektedir.
Ozellikle ilk yillarda kullaniminda belirgin olan erin ven trombozu ve pulmoner tromboemboli
riskini arttirabilir. Bu nedenle hastanin oykiistine yonelik kullanimi 6ykiide risk goriilmesi
durumunda temoksifen kullanilmamasi gereklidir. Ayn1 zamanda arteriyel tromboz riskinde
artis gozlemlenmektedir. Olumlu etkilere bakildiginda ise; LDL degeri, total kolestrol
seviyesini  diislirmesi, osteoporotik ve osteopeni kemik kirik riskinin azaldigi

gozlemlenmektedir (Giileg ve ark., 2021).

1.8 Klorambusil (Leukeran)
Bilesiminde Leukeran, klorambusil adli etken maddeyi igeren bir ilagtir. klorambusil,
kanser hiicrelerinin biiylimesini Ve ¢ogalmasimi engelleyerek calisir. Leukeran, ¢esitli kanser
tirlerinin tedavisinde kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Kronik Lenfositik Losemi (KLL),
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kemik iliginde ¢ok fazla sayida anormal beyaz kan hiicresi iiretilmesine neden olan bir kan
kanseri tiiridiir. Leukeran, KLL'nin tedavisinde kullanilan bir segenek olabilir. Hodgkin
Lenfoma, lenf sistemi hiicrelerinden kaynaklanan bir kanser tiiriidiir. Leukeran, Hodgkin
Lenfoma'nin tedavisinde bazen kullanilabilir, ancak genellikle daha yaygin olarak kullanilan
diger kemoterapi ilaglariyla birlikte kombinasyon halinde kullanilir. Waldenstrom'un
Makroglobulinemisi, B-lenfosit akyuvar hiicrelerinin asir1 miktarda ¢ogaldigi ve kanda anormal
proteinin serbestlesmesine neden olan bir kanser tiiriidiir. Leukeran, bu hastaligin tedavisinde
kullanilan segeneklerden biri olabilir. Ayrica, Leukeran bazen yumurtalik kanseri, meme
kanseri ve testis kanserinin tedavisinde tek basma veya diger kemoterapi ilaclariyla

kombinasyon halinde kullanilabilir.

O

Cl_~ OH

Cl

Sekil 1.12. Klorambusil molekiiler yapisi.

Kronik Lenfositik 16semi (KLL) hastalari, gogalma yetenegini kaybetmis olgun ve ufak
lenfositlerin, kemik iligi, kan, dalak ve lenf bezlerinde birikmeleri sonucunda olusan heterojen
hastalik grubu olarak nitelendirilmektedir. Ilk kez Dameshek ve Galton tarafindan tanimlanan
bu hastalik, erigskinlerde olduk¢a yaygindir. Ayn1 zamanda batida en sik goriilen 16semi tiirii
olmakla birlikte, hastalarin %90°1 50 yas tizeri ve erkeklerde siklikla rastlanmaktadir (Aktuglu,
2005).

Kronik lenfosittik 16semi hastaliginda baslangi¢ tedavisi olarak tercih edilen alkilleyici
ajan klorombusil (leukeran)’dir. Uzun yillardir kronik lenfosittik 16semi (KLL) tedavisinde
kullanilmasina ragmen klorambusilin kesin etki mekanizmasi tam olarak bilinememektedir.
Klorambusil (CLB); proteinler, membranlar, RNA, DNA gibi cesitli hiicresel yapilara
baglanararak etki ettigi ¢ogalan tiimor sistem modellerinde gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda bu
tiimor modellerinde, artan ilag metabolizmasi ve farkli mekanizmalar CLB direncine katk1

saglamaktadir. Bunlar, Glutatyon S-transferaz ve glutatyon (GSH) ile DNA onarimi1 saglama ve
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CLB detoksifikasyonu saglamaktadir. CLB, kronik lenfosittik 16semi hiicrelerinde apoptozu
indiiklemektedir. Apoptozu kontrol eden p53 geni, mdm-2, bax, bcl-2 gibi genlerdeki
degisiklikler ilacin direncine sebep olabilir. P53 geninde meydana gelen mutasyon veya
delesyonlar, kronik lenfosittik 16semi hastalarinin %10-15’inde goriilmektedir. Bu sayede
CLB’ye zayif yanit gosterilebilmektedir. CLB, yiiksek ila¢ konsantrasyonu ile p53’°ten
bagimsiz olarak hiicre 6liimii ger¢eklestirebilir. Kronik lenfositik I6semi hiicrelerindeki mRNA
ve mdm-2 seviyeleri ilag duyarliliginin yararli bir sonucu olmamaktadir. Kronik lenfosittik
16semi hiicrelerinde yiiksek bulunan bax ve bcl-2 genleri, ilag konsantrasyonunda orani 6nemli
degildir. Bu genlerin oranlar1 16semide ilag duyarliligini belirlemektedir. CLB analoglari, p53°e
bagli bir yolla kronik lenfositik 16semi’de hiicre 6liimii ger¢eklestirmektedir (Begleiter ve ark.,
1996).

1.8.1 Klorambusil Yan Etkileri
Kemik iligi baskilanmasi, kromozom kollarinda hasar olusturma, ciltte dokiintii, deride
kabarciklar, bogaz agrisi, agiz yarasi, idrar problemleri, bulant1 ve kusma, ishal, agiz iilseri,

istah kayb1 goriilmektedir.

1.9 VEGFA

VEGF-A, vaskiiler endotel biiyliime faktorii-A'nin kisaltmasidir. Insan VEGFA geni,
6p21.3 kromozom bdlgesinde bulunur ve sekiz ekzona (protein kodlayici bdlgeler) ayrilmig
yedi intron igerir. Bu genin alternatif ekzon birlestirme siirecinde, sinyal sekansi1 boliindiikten
sonra dort farkli izoform iretilir (Tischer, 1991). Bu izoformlar VEGFA 121, VEGFA 165,
VEGFA 189 ve VEGFA 206 olarak adlandirilir. izoformlar farkli uzunluklarda amino asit
dizilerine sahiptir: VEGFA 121 121 amino asit, VEGFA 165 165 amino asit, VEGFA 189 189
amino asit ve VEGFA 206 206 amino asit igerir. Bu alternatif ekzon birlestirme siireci, farkli
biyolojik etkilere ve doku 6zelliklerine sahip izoformlarin olusmasini saglar (Vincenti ve ark.,

1996).
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Sekil 1.13. VEGF gen ailesi ve reseptorleri (Sa-Nguanraksa ve ark., 2012).

VEGFA, ozellikle damar endotel hiicrelerinde (kan damarlarinin ic¢ astar hiicreleri)
sentezlenir ve etkilerini hiicre ylizeyinde bulunan VEGF reseptorleri ile iletisim kurarak
gergeklestirir. Bu reseptorlerin en iyi bilinenleri VEGFR-1 (VEGF reseptor-1) ve VEGFR-2
(VEGF reseptor-2) olarak adlandirilir.

VEGFA 'nin ana iglevleri sunlardir:

1. Anjiyogenez (kan damarlarinin olusumu): VEGFA, yeni kan damarlarinin olusumu
ve biliylimesinde kritik bir rol oynar. Bu siliregte, VEGFA, endotel hiicrelerinin

boliinmesini ve go¢ etmesini uyarir, bu da yeni kan damarlarinin olusmasini saglar.

2. Vaskiiler permeabilite (damar gecirgenligi): VEGFA, kan damarlarinin
gecirgenligini artirarak kan plazmasinin doku arasina sizmasina neden olabilir. Bu,

Ozellikle yara iyilesmesi ve inflamasyon gibi siireclerde 6nemli bir faktordiir.
3. Hiicre proliferasyonu ve sagkalimi: VEGFA, hiicrelerin biiyiimesini, boliinmesini ve

hayatta kalmasini etkileyerek dokularin gelisiminde ve rejenerasyonunda 6nemli bir rol

oynar.
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4. Hiicre gocii: VEGFA, hiicrelerin bir yerden bagka bir yere go¢ etmesini saglayarak doku

gelisiminde ve onariminda rol oynar.

Bu biyolojik etkiler, VEGFA 'nin normal vaskiiler gelisim, doku iyilesmesi ve bazi
hastaliklarin patogenezinde onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Ayrica, VEGFA 'min

tiimdr biliylimesi ve metastaz gibi patolojik siire¢lerde de kritik bir faktor oldugu bilinmektedir.
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Sekil 1.14. Meme kanseri hiicrelerinde VEGFA gen ifade seviyeleri (Protein Atlas, 2023).
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Sekil 1.15. Rahim agzi kanser hiicrelerinde VEGFA gen ifade seviyeleri. (Protein Atlas, 2023).

1.9.1 VEGFA Hedefleri ve Mekanizmlari
Dr. Judah Folkman, timér biliylimesinin vaskiilarite (kan damarlarinin olusumu) ile
iliskili oldugunu fark etti ve bu gozlemine dayanarak anti-anjiyogenezin kanser tedavisi i¢in
etkili bir strateji olabilecegini one siirdii (Folkman, 1971). Bu fikir, tiimdrlerin biiylimesini ve
yayilmasini engellemek i¢in tiimdrlerin ihtiya¢ duydugu kan damarlarinin olusumunu
hedefleyen tedaviler gelistirmeyi amaglamistir. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
yolunun anjiyogenezin ana diizenleyicisi olarak taninmasi, VEGF-A'nin reseptorlerine

baglanmasini engelleyen maddelerin (6rnegin, VEGF'in anti-VeGF-antikoru) ve VEGFR-2'yi
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dogrudan bloke eden antikorlarin gelistirilmesine yol agmistir (Ciardiello ve ark., 2003).
Ayrica, VEGFR-2'nin kinaz aktivitesini inhibe eden kiiciik molekiiller de (6rnegin, tyrosine
kinase inhibitérleri), biiylime faktorii sinyallerini bloke ederek anti-anjiyogenez etkisi

gosterebilir.
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Sekil 1.16. VEGF hedefleri ve anti-VEGF ilaglar1 (Niu ve ark., 2010).

VEGF'nin bloke edilmesi, anti-anjiyogenez etkisi araciligiyla birka¢ mekanizma ile
iliskilendirilir: Damar Gerilemesi ve Tiimor Hiicresi Oliimii: VEGF'nin bloke edilmesi, mevcut
kan damarlarinin gerilemesine ve timor hiicrelerinin 6liimiine yol agabilir. VEGF, endotel
hiicreler i¢in bir hayatta kalma faktoriidiir ve VEGF'nin bloke edilmesi, tiimdr endotel
hiicrelerinin 6liimiinii tetikleyebilir. Bu durumda, yeni damar olusumu engellenir (Niu ve ark.,
2010). Anjiyogenezin Onlenmesi: VEGF'nin bloke edilmesi, yeni damar olusumunu &nler.
VEGF, kan damarlarinin biiyiimesini uyarir ve bu da tiimorlerin biiylimesi ve metastazi igin
onemlidir. VEGF'nin bloke edilmesiyle anjiyogenez inhibe edilir ve tiimdorlerin kan damarlarina

beslenme saglama yetenegi azalir. Klinik ¢alismalardan elde edilen sonuglar, VEGF-hedefli
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tedavilerin sitostatik etkiye (tliimor biiylimesinin duraklamasi) sahip oldugunu gostermektedir.
Bu tedaviler genellikle tiimor biiyiimesini geciktirir, ancak tiimoriin kiigtildiigline dair sinirli
kanitlar vardir. Bu durum, VEGF-hedefli tedavilerin anti-anjiyogenik etki yoluyla kan damari

biiyiimesini durdurdugunu gosteren dolayli kanitlar saglamaktadir (Ciardiello ve ark., 2003).

1.10 MMP2

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), kalsiyum ve ¢inko gibi iyonlara bagimli olan
proteolitik enzimlerdir. Bu enzimler, ekstraseliiler matriks (ESM) ad1 verilen hiicre dis1 matriks
bilesenlerini pargalayarak diizenlerler (Scherer ve ark., 2010). ESM, hiicreler arasinda iletisimi
ve hiicre-ESM etkilesimini saglayan bir yapidir. MMP'ler, ESM'nin yeniden Sekillenmesinde
onemli bir rol oynarlar (Zivkovic ve ark., 2007). Bu enzimler, ESM'nin yapisini ve bilesimini
diizenleyerek matrikste bulunan proteinleri pargalarlar. MMP'lerin en 6nemli islevlerinden biri,
biiyiime faktorlerinin iiretimini ve islevini diizenlemektir. Biiyiime faktorleri, hiicre biiyiimesi,
proliferasyon, doku onarimi, inflamasyon ve angiogenez gibi bir¢ok biyolojik siiregte rol
oynayan aktif molekiillerdir (Bode ve ark., 1999). MMP'ler, bu biiyiime faktorlerinin etkinligini
ve sinyal yolaklarin1 diizenleyerek hiicre fonksiyonlarini etkilerler. MMP'lerin asir1 aktivitesi
veya diizensiz diizenlenmesi, baz1 patolojik durumlarla iliskilendirilmistir. Ornegin, kanser
invazyonu ve metastazinda MMP'lerin asir1 aktivitesi rol oynayabilir. Ayrica, inflamasyon,
doku hasari, kalp hastaliklart ve eklem hastaliklar1 gibi durumlar da MMP'lerin diizensiz
diizenlenmesiyle iliskilendirilmistir (Nagase ve ark., 1999). MMP'ler, biyolojik sistemlerde
onemli bir role sahip olan ve hiicre-ESM etkilesimi ve sinyalizasyon siire¢lerinde anahtar
oyuncular olarak kabul edilen enzim ailesidir.

Matrix metalloproteinazlar (MMP'ler), ekstraseliiler matriksin (ESM) par¢alanmasinda
onemli rol oynayan enzimlerdir. insanlarda 23 farkli MMP bulunmaktadir ve bunlar gesitli
dokularda ve hiicre tiplerinde ifade edilir. MMP'ler genellikle zimojen (uyarilmamis) formda
sentezlenir ve daha sonra aktif hale gegerler (Murphy ve ark., 2008).

MMP'lerin ESM'ye baglandiklar1 substratlar tizerindeki spesifik etkilerine bagl olarak, yedi
farkli gruba ayrilirlar:

Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13): Bu MMP'ler kollajen ad1 verilen proteinlerin
parcalanmasinda etkilidir. Kollajen, kemikler, kikirdak, tendonlar ve deri gibi dokularda
bulunan bir yap1 proteinidir.

Jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9): Jelatinazlar, jelatin adi verilen bir proteinin
parcalanmasinda etkilidir. Jelatin, kollajenin hidrolizinden elde edilen bir iiriindiir.

Stromelisinler (MMP-3, MMP-10 ve MMP-11): Bu MMP'ler, bazal membran ve ekstraseliiler
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matrikste bulunan bir¢ok proteinin parcalanmasinda rol oynar. Stromelisinler, inflamasyon,
doku onarimi1 ve embriyonik gelisim gibi siireclerde 6nemli bir rol oynar.

Matrilisinler (MMP-7 ve MMP-26): Matrilisinler, bazal membran ve ekstraseliiler
matriksteki proteinlerin parcalanmasinda etkilidir. Ayn1 zamanda hiicreler arasi iletisimi
diizenleyen bazi proteinlerin aktivasyonuna da katkida bulunurlar ( Gill ve ark., 2010).
MMP'lerin zimojen formdan aktif forma geg¢mesi, N-terminal propeptidin proteolitik olarak
uzaklastirilmasiyla gerceklesir. Bu siiregte, serin proteaz plazminin yani sira bazi MMP'ler ve
diger proteinazlar da rol oynayabilir. Aktive edilen MMP'ler daha sonra ESM bilesenlerini
pargalayarak hiicre hareketi, doku yenilenmesi, inflamasyon ve kanser metastazi gibi siireclere
katkida bulunurlar (Pei ve ark., 1996). MMP'lerin temel yapis1 {i¢ bolimden olugmaktadir.
Sinyal peptidi MMP'lerin olgun aktif formunu olusturmaktadir, hiicre i¢inde sentezlendikten
sonra hizla boliinen bir sinyal peptidi icerir. Bu bdlge, hiicreden salinan MMP'in disari
ctkmasini saglar. Ikinci bdlge olan prodomain, katalitik bolgeyle etkilesime giren bir peptid
dizisini igerir. Bu bolge, gizli formdaki enzimatik aktiviteyi korur. Prodomain, MMP'nin inaktif
(zimojen) formda kalmasini1 saglar. Katalitik bolge, aktif enzimatik aktiviteyi barindirir. Bu
bolge, substratlar1 parcalayacak proteolitik aktiviteye sahip olan kritik amino asit kalintilarini
igerir. Katalitik bolgenin aktivasyonu, ¢inko atomunun proteolitik salinimi ile gergeklesir. Bu
bolge ayni zamanda 3 histidin kalintis1 tarafindan tutulan bir ¢inko atomu igerir. Bazi
MMP'lerde, substrat tanimasi ve baglanmasi igin gerekli olan ek bir alan olan hemopeksin
domaini bulunur. Bu alan, hemopeksin ailesine ait bir yapiya sahiptir ve MMP'nin spesifik
substratlar1 tanimasina yardimci olur. Bu bélgeler MMP’lerin islevini aktivasyonunu

diizenleyen bolgeler olarak islev gostermektedir (Taskan ve ark., 2020).

Prodomain Katalitik Alan m

Fibronektin tekrarlant  Mentese bolgesi Hemopeksin

Sekil 1.17. Jelatinazlarin yapis1 (Cathcart ve ark., 2015).

MMP-2 genellikle fibroblastlar, endotel hiicreleri ve osteoblastlar gibi hiicreler
tarafindan sentezlenir. Bu MMP, ekstraseliiler matriksteki jelatinin parcalanmasinda énemli bir
rol oynar. Jelatin, kollajenin hidrolizinden elde edilen bir protein oldugu i¢cin MMP-2, kollajenin

parcalanmasinda da dolayli olarak etkili olabilir. MMP-9 ise inflamatuar hiicreler, timor
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hiicreleri, keratinositler ve bazi epitel hiicreleri tarafindan tiretilir (Rounet-Benzineb ve ark.,
1999).

MMP-2 ve MMP-9'un ekspresyonu, niikleer faktér-kappa B (NF-kB) adi verilen bir
transkripsiyon faktoriinlin hiperaktivasyonu ile diizenlenir. NF-xB, inflamasyon ve bagisiklik
yanitlarinda 6nemli bir rol oynayan bir molekiildiir. Hiperaktivasyonu, MMP-2 ve MMP-9'un
artmis sentezine ve salinimina yol agarak invazyon siirecinde kritik bir rol oynar. Bu nedenle,
MMP-2 ve MMP-9, kanser metastazi gibi invazyon odakl1 patolojik durumlarda énemli bir rol
oynayabilirler (Rounet-Benzineb ve ark., 1999). Meme kanseri hiicreleri, invazyon ve metastaz
stirecinde MMP'lerin 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir. MMP'ler, ekstraseliiler matriksin
(ESM) yapisini pargalayarak hiicre migrasyonu ve invazyonunu kolaylastirirlar. MMP-2, meme
kanseri hiicrelerinde migrasyon, invazyon, anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu) ve
metastaz gibi siireclerde etkili olan 6nemli bir enzimdir. Insan MMP-2 geni 16921
kromozomunda bulunur. MMP-2, inaktif pro-MMP-2 olarak hiicreden salinan ¢oziiniir bir
protein seklinde bulunur ve biyolojik aktivitesi i¢in hiicre disinda posttranslasyonel bolinme
gerektirir. Membran tip 1 MMP (MT1-MMP), pro-MMP-2'yi aktif MMP-2'ye, ayn1 zamanda
aktif MMP-2 de pro-MMP-9'u aktif MMP-9'a doéniistiirebilen bir enzimdir. Aktive olan MMP-
2, doku inhibitorii olan metalloproteinaz-2 (TIMP-2) veya MT1-MMP ile kompleks olusturur.
Bu kompleks, ESM'yi bozarak meme kanseri hiicrelerinin metastazin1 kolaylastirir. Yiiksek
diizeyde aktif MMP-2 ekspresyonu gosteren kanserli dokularin metastaz riski tasidigi
gosterilmistir. Bu nedenle, pro-MMP-2 ve aktif MMP-2'nin aktivasyon hizi, tiimor metastazinin
bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. MMP-2'nin aktivasyonu ve fonksiyonu, meme kanseri
hiicrelerinin invazyon ve metastaz potansiyelini etkileyen dnemli faktdrlerden biridir. Meme
kanserinde MMP-2 seviyelerinin ve ifadesinin daha kotii genel hayatta kalma ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Ornegin, MMP-2 ve onun yakindan iligkili MMP-9 gibi MMP ailesi iiyelerinin
MRNA seviyeleri, MDA-MB-231 ve MCF-7 gibi meme kanseri hiicre hatlarinda normale
kiyasla 6nemli Ol¢lide daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, diisik MMP-2 ve MMP-9 mRNA
seviyelerinin meme kanseri hastalarinda daha 1yi genel sagkalim ile iliskili oldugu
gozlemlenmistir. Yani, MMP-2 ve MMP-9 seviyelerinin yiiksek olmasi, daha koétii bir prognoz
ve hastalik siirecinde artmis 6liim riski ile iliskilendirilebilir. Bu baglamda, MMP-2 pozitifligi
takip edilen ilk 10 y1l i¢cinde artmig 6liim riski (1.8 kat daha yiiksek) ile iliskilendirilmistir. Bu
bulgular, MMP-2'nin meme kanseri hastalarinda agresif timor fenotipi ve metastaz potansiyeli
ile iliskili olabilecegini gostermektedir. Bu veriler, MMP-2 seviyelerinin meme kanseri
prognozu hakkinda degerli bir prognostik belirte¢ olabilecegini ve daha yiiksek MMP-2

seviyelerinin kotii klinik sonuglarla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 1.19. Rahim agzi1 kanser hiicrelerinde MMP2 gen ifade seviyesi (Protein Atlas,

2023).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Mevcut tez calismasi ile ilgili daha Once yapilan calismalar gegmisten giinlimiize
incelenmis ve elde edilmis bulgu ve sonuglar arastirilan konu etrafinda yeniden

degerlendirilmesi yapilmistir.

2.1.Tamoksifenin MCF-7 Hiicre Hatlar1 Uzerine Yapilan Calismalar

Hassan ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalar, tamoksifenin MCF-7 hiicre
hatlarinda doza bagimli bir Sekilde etkisinin arttigini ve belirli dozlarda sitotoksik etkisi
oldugunu gostermistir. Yani, yiiksek dozlarda tamoksifenin hiicreleri 6ldiirme yetenegi daha
giicli olmustur. Ayrica, bu calismalarda tamoksifenin hiicrelerdeki Cas9 geninin
ekspresyonunu 6nemli 6lgiide arttirdigi tespit edilmistir. Cas9, bir gen diizenleme araci olarak

kullanilan bir enzimdir (Hassan ve ark., 2018).

2.2. Tamoksifen ve Normannakantal Kombinasyonunun Kanser Hiicreleri Ustiinde

Yapilan Calismalar

Subramani ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calisma, meme kanseri hiicrelerinde
tamoksifen (TAM) ve nordamnacantal (NDAM) adli maddelerin birlestirildigi yeni bir
kombinasyon tedavisini arastirmistir. Bu tedavi yontemi MCF-7 hiicreleri {izerinde test
edilmistir. Calismanin sonuclarina gore, TAM ve NDAM ile tedavi edilen MCF-7 hiicreleri,
tedavi edilmeyen kontrol hiicreleri veya yalnizca TAM veya NDAM ile tedavi edilen hiicrelere
kiyasla 6nemli 6lclide azalmis hiicre canliligl ve artmis apoptoz (hiicre 6liimii) gostermistir. Bu
etkilerin doza bagimli oldugu belirtilmistir, yani kullanilan doz arttik¢a etkinin daha belirgin
oldugu gozlenmistir. Bu bulgular, TAM ve NDAM kombinasyon tedavisinin meme kanseri
hiicrelerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gdstermektedir. Kombinasyon tedavisinin, tek
basina TAM veya NDAM tedavisine kiyasla daha giiclii bir etki sagladigr ve hiicre canliligini
azaltarak apoptozu4 artirdig1 goriilmistiir (Subramani ve ark., 2014).
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3.MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal
3.1.1 Hiicre Hatlan

HeLa ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tibbi Farmakoloji ARGE

laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2 Kimyasal ve Reaktifler
Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler

Kullanim Amaci Kimyasal ve Reaktif

Uriin Firma Adi

RPMI-1640 Medium Fetal

Biological Industries, Israil

Bovin Serum (FBS) Biological Industries, Israil
Hiicrelerin Gentamisin Biological Industries, Israil
Rutin Bakim )
Tripsin-EDTA Phosphate Biological Industries, Israil
Buffered Saline (PBS) Biological Industries, israil
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Amresco®, ABD
Matrigel BD Biosciences, ABD
Hiicre invazyon Analizi Giemsa Cozeltisi Merck, Almanya
. Tekkim, Turki
Metanol (% 100), Formaldehit (% 37) Hrye
Cahsmada Kullamlacak Tamoksifen Merck, Almanya
ilaclar

Klorambusil

Merck, Almanya

Giemsa Mavisi
Migrasyon Deneyi

Metanol

Formaldehit

Merck, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Cdna Sentez Kiti

Ticari Kitler Memeli RNA Sentez Kiti

GeneAll, Kore
GeneAll, Kore
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3.1.3 Makine ve Techizat

Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Makine ve Techizat

Kullanim Amaci

Makine ve Techizat

Uriin Firma Ad

Hiicresel Caliyma

CO; Inkiibator

Niive EC 160, Tiirkiye

Laminar Akimli Kabin

Niive MN 090, Tiirkiye

Inverted Mikroskop

BAB, Tiirkiye

Mikroskop Kamerasi

Leica, Almanya

Stereo Mikroskop

Leica, Almanya

Molekiiler Calisma

PCR Cihaz1 Thermo Hybaid, ABD
Vorteks IKA® Vortex, ABD

Mini Santrifiij Cihazi

Niive NF 024, Tiirkiye

Santrifiij Cihazi

Niive NF 400, Tiirkiye

Nanodrop Cihazi

Mecasys Obtizen
NanoQ, Kore

ELISA Okuyucusu

BIOTEK ELX808,
ABD

Jel Yiikleme Cihazi

Thermo Scientific, ABD

Jel Goriintiileme Cihazi

BIO-RAD, ABD

Malzeme Depolanmasi

Buzdolabi (+4 °C)

Buzdolabi (-20 °C)

Vestel, Tiirkiye

Vestel, Tiirkiye

Masa Ustii Bilgisayar

Hewlett Packard (Hp),
ABD
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3.2 Metod
3.2.1 Hiicre Kiiltiiri

3.2.1.1 HeLa ve MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Iki Boyutlu Olarak Gelistirilmesi
HeLa ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatt1 % 10 (v/v) Fetal Bovin Serum eklenmis %
1 (v/v) Gentamisin igeren % 88 (v/v) RPMI-1640 besiyerinde 37 °C’de % 5 karbondioksit
inkiibator icerisinde 75 cm?’lik flasklarda iiretilmistir. Flask icerisine 12 mL taze medium ilave
edilmigtir. Flask yiizeyinin % 80’1 hiicreler tarafindan kaplandikga, hiicreler tripsin-EDTA

kullanilarak pasajlanmistir.

Sekil 3.1. MDA-MB-231 ve Hela Hiicrelerin Iki Boyutlu Gelistirilmesi

3.2.1.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask icerisinde biiyiitiilen ve gelistirilen hiicreler flask tabanini doldurmaya basladiktan
sonra hiicreler yanlarindaki hiicreler ile yapisik hale gelmektedirler ve bu durum hiicrelerin
ameboid uzantilarinin yavaslamasini ve hiicrelerin biiyiimesini yavaslatan bir olayi tetikler bu
olaya da kontakt inhibisyon olay1 denilmektedir. Hiicrelerin pasajlanmasi hiicre sayisinin yartya
indirilerek hiicrelerin biiylime yeteneklerinin ve c¢ogalma yeteneklerinin stabil durumda
birakilmasi olarak tanimlanmaktadir (Phelan, 2015). Bu durum ig¢in hiicreler yapistigi flask

tabanindan bir substrat ile ayrilmasi1 ve daha sonra hiicrelerin ayr1 flasklara boliinerek hiicre

sayisinin azaltilmasi gerekmektedir. Hiicreler tabana yapisik halden kaldirimasi i¢in Tripsin-
EDTA denilen bir enzim ile kaldirilmalidir ve bu olaya da tripsinizasyon denilmektedir (Phelan,
2015). Bu islem gbz Oniine alinarak, oncelikle hiicreler mikroskop altinda incelenmistir ve %
80 flask tabanini kapladigi (ing. konfluent) gbzlenmistir. Flask igerisindeki 12 mL hiicre
mediumu ¢ekilip, 5 mL Phosphate-buffered saline tamponu (ing. PBS) ile yikanmustir.
Hiicrelerin lizerine 1 mL tripsin-EDTA ilave edilip hiicreler flask tabanindan ayrilana kadar 37

°C’de 2 dakika inkiibe edilmistir. Hiicreler flask tabanindan ayrildiktan sonra tripsinin hiicreler
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tizerindeki toksik etkisini inhibe etmek i¢in 4 mL hiicre mediumu ilave edilip gerekli sayida

hiicre yeni bir kiiltiir sisesine aktarilmistir.

3.2.1.3 Tripan Mauvisi ile Hiicre Sayimi

Tripan mavisi boyasinin aktivitesi, kromoforun negatif yiiklii oldugu ve membran hasar
gormedigi siirece hiicre ile etkilesime girmedigi duruma baglidir. Bu nedenle 6lii hiicreler
maviye boyanir ve Olii olmayan hiicreler tripan boyasi ile boyanmaz. Tripsin-EDTA ile
kaldirilan hiicreler ilk olarak bir ependorf igerisine 250 pL hiicre soliisyonu eklenir daha sonra
tizerine 10:1 oraninda boya eklenmelidir bu oran goz 6niine aldindiginda, 25 pL tripan mavisi
sollisyonu ile karistirilip hemositometri (Thoma Lami) {izerine 5 dk bekletildikten sonra 10
uLhiicre ve boya soliisyonu eklenmelidir. Daha sonra lamin {izerinde sayim yapilmaktadir bu
sayim thoma laminin Sekil 3.1 de gosterildigi Sekilde 1 numarali bolgedeki hiicrelerin
sayisinin - sayllmasint kapsamaktadir burada sayilan hiicreler hesaplama formiilii ile
hesaplanarak flask icerisindeki hiicrelerin ortalama ka¢ tane hiicreye denk geldigini

gostermektedir.

T
1t
o [ 2 =
= = : tip -
v e L
1mm

Sekil 3.1: Thoma laminin sematik gosterimi (Gulati ve ark., 2002).
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1 mL ‘deki Hiicre Sayis1 = Karelerdeki Hiicre Sayist x Seyreltme Faktorii x 4 x 10°
[Denklem 3.1:]

3.2.1.4 HeLa ve MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Ug Boyutlu Olarak Gelistirilmesi

Hiicre hatlar1 ti¢ boyutlu ast/i damla yontemi kullanilarak sferoid formda gogaltilmistir.
Hiicreler flask tabanindan kaldiriktan sonra bir 15 ml’lik falcon igerisine alinip hazirlandiktan
sonra [Sekil 3.2.]’de gosterildigi gibi pipet yardimiyla 10 pL (= 10.000 hiicre) hiicre
slispansiyonu petrinin iist tabanina ekimi yapilmaktadir. Nem kontroliinii saglamak igin petrinin
alt tabanina 5 mL PBS eklenmistir. Ardindan hiicreler 37 °C’de % 5 karbondioksitli inkiibatorde
tretilmistir (Foty, 2011).

fa

-

-
e
Vv v
”

~

~

~F

Sekil 3.2. MDA-MB-231 ve HeLa Hiicrelerin U¢ Boyutlu Gelistirilmesi

Hiicre hatlarinin asili damla yonteminde kiiresel olarak etkin bir Sekilde biiyiime
saglamasi i¢in her giin kuyucuklara 5 pL taze besiyeri gerek duyulan kuyucuklara birakilmigtir.
HelLa hiicre hatt1 bir giin, MDA-MB-231 hiicre hatt1 iki gilinlin sonunda kiiresel Sekil alip 200-
300 mikron boyutuna ulagsmistir. Hiicreler 3B yapilarina ulastiktan sonra hiicrelerin {izerlerine
LD50 degerleri belirlenen doz miktarlar1 10 pL seklinde verilmistir. Bu 10 uL verilen her ilag
dozu LD50 degerine hesaplanarak verilmistir (Tablo 3.1).
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3.2.2 Hiicre Motilitesinin Tespit Edilmesi
3.2.2.1 HeLave MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Motilite Testi

Metastatik kabiliyeti belirlemek icin hiicre gé¢ analizi yapilmistir. ilk olarak, 12°I1
kuyucuklu bir plaka icerisinde her kuyucuga yaklasik 2x10° hiicre ilave edilmistir. Bir giiniin
sonunda, hiicrelerin % 80 flask tabanini kapladig1 gézlenmistir. 10 pL pipet ucu (beyaz renkte)
yardimiyla, tek tabaka halinde hizli bir sekilde dikey bir yara olusturulmustur.

Daha sonra olusturulan yaradan kaynakli plaka igindeki hiicreler 6lii hiicrelerden
temizlenmek i¢in 1 ml PBS igerisinde yikanmistir ve daha sonra taze besiyeri iizerine eklenerek
ilaclar lizerlerine eklenmistir. 24.48 ve 72 saat fotograflari alinarak ilaglarin hiicreler iizerindeki

g0¢ yetenegini etkilemesi belirlenmistir.

3.2.3 HeLa ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Invazyon Testi

Hiicrelerin verilen ilaglara etkisinin daha iyi Sekilde goriilmesi ve ¢ekirdek kismindaki
degisikliklerin anlagilmasi i¢in giemsa boyama deneyi yapilmistir. Hiicreler kuyucuklara %80
kaplayacak Sekilde ekilmis ve tizerlerine 1 ml besiyer eklenilerek 1 giin inkibatore kaldirimistir.
1 glin sonra hiicreler tabana yapistiginda ve kapladiginda hiicrelere ila¢ dozlar1 verigmistir
(Tablo 3.1). 1 giin sonra hiicrelerdeki kirli besiyer ¢ekilerek uzaklastirimistir tizerlerine 250 pL
formaldehit %36 eklenmistir ve 2 dk hiicreler formaldehit ile muamele edilerek hiicrelerin
tabana yapigmalart saglanmistir. Bu asamadan sonra hiicreler 2 defa PBS ile yikanarak
formeldehit uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicrelere 500 pL etanol eklenmis ve bu sayade hiicre
zarmin daha gegirgen bir Sekilde olmasi saglanmistir ve 20 dakika hiicreler etanol ile muamele
edilmistir ve tekrardan 2 defa PBS ile yikanarak hiicreler metanolden arindirilmistir. Son
asamada hiicrelere 250 pL Giemsa mavisi eklenmis ve iizerleri aliminyum folyo ile
kapatilmistir ve 1518a maruz kalmasi engellenmis ve boyanin yapisinin bozulmasi engellenmis
ve 20 dakika beklenmistir. Boya 20 dakika sonunda kuyucuklardan ¢ekilip son olarak iki kez
PBS ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Kuyucuklarin mikroskopta net géziikmesi igin steril
swap yardimiyla kuyucuk igerisinde birikebilecek olan PBS kalintilar1 Swap ucu hiicre tabanina
degdirilmeden swap ucundaki pamuk yardimi ile toplanmistir. Boyama isleminde her giin i¢in
ayr1 ¢cekilmesi gerekmektedir ve bu islem her bir kuyucuk i¢in 3 glin boyunca yapimaktadir. Her
boyama isleminin bitmesiyle 24,48 ve 72.saat boyama fotograflar1 ¢ekilerek deney

tamamlanmustir.
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3.2.4 Tamoksifen ve Klorambusilin Hazirlanmasi

Tamoksifen ve Klorambusil ticari olarak satilan kapsiiller seklinde satin alinmistir. Daha
sonra molarritesi hesaplanmis ve 10 ml igerisinde 6 ml DMSO 4 ml distile su igerisinde

¢oOzilerek kullanilmistir.

0,04 gram 0,001 gram

963.638 mol = 3548,7uM 304,212 mol = 328,7uM
0,02 Litre 0,01Litre
TAMOKSIFEN KLORAMBUSIL
ANA STOK ANA STOK
MOLARITEST MOLARITEST

3.2.4.1 Tamoksifenin 2B ve 3B Dozlarinin Hesaplanmasi

3.2.4.1.1 2B Tamoksifen ve Klorambusilin Doz Hesaplanmasi

Tamoksifen

3448. x = 5uM.1000puL = 1.4puL ilag + 999,6 uL. medium
3448. x = 10uM.1000pL = 2.8uL ilag + 997,2 uL medium
3448. x =25uM.1000puL = 5.6uL ilag + 993,4 uLL medium
3448. x = 50uM.1000uL = 14pL ilag + 996 pL medium
3448. x = 75uM.1000uL = 21.1pL ilag + 928,9 pL medium
3448. x = 100uM.1000pL = 28uL ilag + 972 uL. medium
Klorambusil

328.7. x = 10uM. 1000uL = 30.4puL ilag + 969,6 uL. medium
328.7. x =25uM. 1000uL = 76puL ilag + 928 uL. medium
328.7 x =50uM. 1000uL = 152puL ilag + 848 pL medium

3.2.4.1.2 3B Tamoksifen ve Klorambusil Hesaplamalari
Tamoksifen

3448. x = 150uM. 500uL = 21.7uL ilag + 478,3 pL medium
3448. x = 200uM. 500pL =29uL ilag + 471 pL medium
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Klorambusil
328.7 x = 20uM. 500uL = 30.4uL ilag + 469,1 uL. medium
328.7 x =50uM. 500uL = 76.2uL ilag + 424 pLL medium
328.7 x =100uM. 500uL = 152uL ilag + 348 uLL medium

Bu hesaplama modelinde 3B hiicrelere normal sartlar altinda 10 pL de uygun dozlarin
verilmesi i¢in gerekli doz miktar1 ¢ok diisiik dozlara tekabiil etmesi sebebi ile 3B doz
hesaplamalarinda 10 pL ekilen hiicre tizerinde tekrardan 10 pL ilag eklenmesi ve bu toplam
olusak 20 pL hacmin igerisindeki doz miktarinin her iki ilagin belirlenenen dozlarina denk
gelmesi 6ngoriilmistiir.

3.2.4.1.3 Tlaglarin Ara Stok Kombinasyonlarinin Ug Boyutlu Hesaplanmas1

3B hiicrelere 2B hiicrelere verilen ilag karigimlarinin 10 pl dozlarina denk gelecek olan
dozlarin ilag karigimlarinin hazirlanmasinin tablosu 2.4 de verilmistir. Bu hazirlanan dozlardan 10

pl alip verilmistir.

Tablo 3.3. 3B hiicrelere verilen ilag kombinasyonlarinin hazirlanmasi

Tamoksifen/Klorambusil

Klorambusil 10
pM

Klorambusil 25
uM

Klorambusil 50
uM

Tamoksifen 75 uM

60.9 Klorambusil +
42.2 Tamoksifen +
928 Medium

152 Klorambusil +
42.2 Tamoksifen +
836 Medium

304 Klorambusil +
42.2 Tamoksifen +
684 Medium

Tamoksifen 100 pM

60.9 Klorambusil +
56 Tamoksifen +

884 Medium

152 Klorambusil +
56 Tamoksifen +

792 Medium

304 Klorambusil +
56 Tamoksifen +

640 Medium

3.2.5 HeLa ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen HeLa ve MDA-MB-231 hiicre
hattinda, Tamoksifen ve Klorambusilin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisini ve hiicrelere
uygulanacak ilaglarin dozunu belirlemek igin sitotoksisite analizi yapilmistir. Hiicreler 12
kuyucuklu well plate igerisine tabanin %80 kaplayacak Sekilde ekimi yapilmistir ve hiicrelerin
tabana yapismalari i¢in 1 giin beklenmistir. Daha sonra iki farkli ila¢ i¢in farkli dozlar
hesaplanmig ve well plate igerisindeki hiicrelere bu ilag dozlar1 verilmistir. Hiicrelerin 24,48 ve
72. Saatlerdeki fotograflar1 ¢ekilerek hiicrelerin morfolojik ve sitotoksik etkleri belirlenerek

LD50 degerleri belirlenecektir.

50



Tablo 3.4. LD50 degerlerini belirlemek igin hiicrelere verilen ilag dozlar

Tamoksifen Klorambusil
5 UM 10 uM
10 UM 25 M
25 UM 50 uM
50 UM 75 uM
75 UM 100 uM
100 M

3.2.6 Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ing. Revers Transkriptaz)
3.2.6.1 HeLa ve MDA-MB-231 Hiicre Hatti RNA Izolasyonu

RNaz inaktivasyonu igin tim materyaller, dietil karbonat (DEPC) ile islenmis damitilmis
su ile muamele edilmistir. Ureticinin protokoliine gére toplam RNA izolasyonu i¢in GeneAll®
Hybrid-R™ RNA izolasyon kiti kullamlmistir. Yaklasik 1x10° ila 5x10° arasinda degisen iki
boyutlu ve ti¢ boyutlu HeLa ve MDA-MB-231 hiicrelerinin tizerine 1 mL RiboEx™ ilave edilip
5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Hiicreler liziz oldugunda tizerine 200 pL kloroform
eklenip 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. (+4 °C) Kolonun iist fazindaki 500 pL seffaf
slipernatant temiz bir ependorfa alinmistir ve 500 pL RBI Tampon ilave edilmistir. Pipetaj
yapildiktan sonra karisim spin kolona (yesil) aktarilmistir ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij
edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon iizerine 500 L. SWI Tampon ilave
edilip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile degistirilmistir. Spin
kolon tizerine 500 pL RNW Tampon ilave edilip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir.
Igerisinde herhangi bir tampon kalmamasi i¢in 10.000 g’de 1 dakika bos santrifiij yapilmistir.
1,5 mL etiketlenmis ependorflara spin kolonlar aktarilmistir. Son olarak 50 pL. DNaz ve RNaz
icermeyen distile su ilave edilip 10.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilmustir. Izole edilen
RNA’nin saflig1 ve konsantrasyon durumu NanoDrop ve Agaroz Jelde belirlendikten sonra

cDNA sentezi ile deneye devam edilmistir.
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3.2.6.2 NanoDrop ile izole Edilen RNA’larmn Olgiilmesi

Optik yogunlukta, izole edilmis toplam DNA ve RNA 6rneklerin konsantrasyonunun ve
safliginin belirlenmesi i¢in 260 nm ve 280 nm’de verdigi absorbans degerleri oranlanir.
(A260/A280) 260 nm’de DNA ve RNA maksimum absorbans degeri (veya dalga boyu)
gosterecektir. Ideal DNA saflik orani yaklasik 1.8 ve ideal RNA saflik orami ise yaklasik 2.0

olmalidir. Toplam RNA safliginin nicellestirilmesi i¢in kullanilan denklem:

[RNA] = Azeo X Seyreltme Faktorii x RNA'nin Ortalama Ekstinksiyon Katsayis: (40.0)

[Denklem 3.2:]
RNA saflig1 ve konsantrasyon degeri NanoDrop cihazi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Izole
edilen iki boyutlu ve ii¢ boyutlu HeLa ve MDA-MB-231 RNA 6rneklerinden 2 pL kadar alinip

cihaza yiiklenmistir. Cihazin verdigi konsantrasyon ve saflik degerleri gozlenmistir.

3.2.6.3 cDNA Sentezi ve Expresyon Analizi

Izole edilen tek zincirli mRNA’nm, ¢ift zincirli komplementer DNA’ya yani cDNA’ya
cevrilmesi gerekmektedir. Bunun igin ¢cDNA sentezi yapilir. Ureticinin protokoliine gore
toplam cDNA sentezi i¢in abm® OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit kullanilmistir. Biitiin
cDNA sentezi silireci boyunca kullanilan malzemeler DEPC’li ve otoklavlidir.
10 pg ve 500 ng arasinda total RNA i¢in gerekli hacimler kit protokolii cercevesinde
hesaplanmigtir. Bu hesapla her bir 6rnek i¢in; 1 uL random dNTP hazirlanmistir. Belirlenen
RNA hacimleri {izerine bu karisim ilave edilmistir ve tizerine niikleaz free water (DNA ve RNA
icermeyen su) ilave edilmistir. PCR cihazinda 5 dakika 65 °C’de inkiibe edilip ardindan 1
dakika buz blok tizerinde bekletilmistir. Boylece cDNA ilk zincir sentezi ger¢eklesmistir.
cDNA ikinci zincir sentezi i¢in ayr1 bir ependorf igerisinde; 2 pL RTaz Reaksiyon Tamponu
(10x), 2 uL DTT (0.1 M), 1 pL HyperScript™ Reverse Transkriptaz ve 1 pL ZymAII™ RNaz
inhibitdr karigimi hazirlanmistir. Bu karisim ¢cDNA ilk zincir sentezinde elde edilen karisim ile
birlestirilmistir. PCR cihazinda; 55 °C’de 60 dakika, 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Nihai

inkiibasyondan sonra cDNA {iriinleri ekspresyon analizi i¢in -20 °C’de muhafiza edilmistir.
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Elde edilen cDNA’larin gen ifade diizeyini (ing. ekspression analysis) belirlemek igin
hizmet alim1 kapsaminda revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) diizenegi
kurulmustur. Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu yardimiyla mRNA
ekspresyonunun kantitasyonu; kompetetif polimeraz zincir reaksiyonu ve real-time polimeraz
zincir reaksiyonu olarak iki ana basamakta ger¢eklesmistir. Revers transkriptaz polimeraz zincir

reaksiyon muhtemel basamaklar1 diizeneginde gosterilmistir.

Tablo 3.5. Real Time Pcr Isleminde Kullanilan Primerler

o VEGFAF;

e 5-GAAGAAGCAGCCCATGACAG-3’
o 59=T,

o VEGFAR;

e 5-CTCACACACACACAACCAGG-3’
o 59=T,

e MMP2F;

e 5-AATCCCACCAACCCTCAGAG-3’
o 59=T,

e MMP2R;

e 5 GTGCCCTCTTGAGAGACAGTCT-3’
o 59=T,

e B-ACTINF;

e 5-CACCAACTGGGACGACAT-3’

o 56=Tn

e B-ACTINR;

e 5-ACAGCCTGGATAGCAACG-3’

o 36=T,

Tablo 3.6. Orneklerin Nanodrop Sonuglari

MDA-MB-231 HelLa
Kontrol 130 Kontrol 200
75 uMT+25 uM C 75 75 uMT+25 uM C 89
75 uMT 103 75 UM T 160
25 M C 158 25 uM C 190
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Tablo 3.7. Real-Time Pcr Reaksiyonunda Kullanilan Bisikler ve degerleri

Bilesikler Deger

2X 10 pl
SuYBRGreen
gPCR
Mastermix
Forward 1 ul
primer (10
uM)
Reverse Il
primer (10
uM)
Sample 2 ul
cDNA
Nuclease-free 6 ul
water
TOTAL 20 pl
Volume

Tablo 3.8. Real Time Pcr Dongii Ve Sicaklik Degerleri

Adim Sicakhk Zaman Ddngii
HotStart 95 °C 5 min 1
Activation

Amplification 95 °C 15 sec 40

55*°C 30 sec
data
collection
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Xtt Sonug¢lar:

Yaklasik 500.000 kontrol MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti, 3 giin boyunca 10x
mikroskop lensi altinda incelenmistir. Kontrol hiicreleri MDA-MB-231 72. Saatte % 80 flask
tabanini kapladig1 anda, Tripsin-EDTA ile kaldirilip XTT analizi i¢in 12’li wellere ekimleri
yapilmustir.

Sekil 4.1. Iki Boyutlu Olarak Gelistirilen MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik wellere ekiminde kontrol grubunun 24 (sag), 48(orta),
72(sol) 4X mikroskop goriintiileri.

Tablo 4.1. MDA-MB-231 Hiicre Hattina Verilen ilag Dozlar1

Tamoksifen Klorambusil

10 uM

5 UM H
25 uM

10 uM
50 uM

25 uM

50 uM

75 uM

100 uM

12°1i wellere ekilen hiicreler tabanin %80 oraninda ve daha fazla oranda kapladiktan
sonra belirtilen molaritelerde ilaglar 1 ml besiyer i¢ine hesaplanmis Sekilde ilaglar eklenmis ve
daha sonra 24,48 ve 72 saat fotograflar1 alinarak hiicre morfolojilerindeki ve hiicre 6liimlerinin

kayitlart alinmastir.
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4.1.1 5 pM Tamoksifen Sonuclari

5 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agagida

verilmistir.

Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop gériintiileri.

4.1.2 10 pM Tamoksifen Sonuglari

10 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida

verilmistir.

Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.3 25 uM Tamoksifen Sonuglari
25 uM tamoksifen uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agagida

verilmistir.
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.4 50 pM Tamoksifen Sonuglar
50 uM tamoksifen uygulanmigs MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida

verilmistir.

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.5 75 pM Tamoksifen Sonuglar

75 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida

verilmistir.

Sekil 4.6. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A1/2), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.1.6 100 pM Tamoksifen Sonuclari

100 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.7. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.7 10 uM Klorambusil Sonuglar:

10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.1.8 25 uM Klorambusil Senuclar:
25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.9 50 uM Klorambusil Senuclar:

50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.1.10 75 nM Tamoksifen + 10 pM Klorambusil Sonuglar
75 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil uygulanmigs MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.11. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.11 75 pM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglar:
75 puM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.12. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.1.12 75 pnM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuclar:
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.13. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.13 100 nM Tamoksifen + 10 uM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.14. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.1.14 100 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.15. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.1.15 100 nM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.16. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun

24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

62



4.2 MDA-MB-231 Hiicre Hatti Migrasyon Sonuclari

Yaklasik 200.000 kontrol MDA-MB-231 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda 12’1
kuyucuk plaka tabanini kapladigi gozlenmistir ve yara agilmustir. Yaranin agildigr an 0. Saat
olarak belirlenmistir. Daha sonra 6. Ve 12. Saat araliklarinda 10x mikroskop lensi altinda ayni

bolgedeki yara fotograflanmistir.

Sekil 4.17. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.2.1 75 nM Tamoksifen Sonuglari
75 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.18. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.2.2 100 pM Tamoksifen Sonuclari
100 pM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.19. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop gériintiileri.

4.2.3 10 pM Klorambusil Sonugclar:

10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.20. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.2.4 25 uM Klorambusil Sonugclar:
25 uM klorambusil uygulanmigs MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.21. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.2.5 50 uM Klorambusil Sonugclari
50 uM klorambusil uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.22. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.2.6 75 pM Tamoksifen + 10 pM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.23. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun

24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.2.7 75 pM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmigs MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.24. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.2.8 75 pM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.25. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.2.9 100 uM Tamoksifen + 10 uM Klorambusil Sonug¢lar:
100 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.26. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.2.10 100 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuglar
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.27. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.2.11 100 nM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.28. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.3 MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Invazyon Sonugclar

4.3.1 75 pM Tamoksifen Sonuglar
75 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.29. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.3.2 100 uM Tamoksifen Sonuclari
100 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.30. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.3.3 10 uM Klorambusil Sonuglar:
10 puM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik gortintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.31. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.3.4 25 uM Klorambusil Sonuclar:
25 uM klorambusil uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.32. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A1/2), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.3.5 50 uM Klorambusil Sonugclar:
50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.33. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A1/2), 48(B1/2), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.3.6 75 uM Tamoksifen + 10 uM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.34. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.3.7 75 uM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuclari
75 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 72

saatlik goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.35. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.3.8 75 uM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonugclari
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.36. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A1/2), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.3.9 100 pM Tamoksifen + 10 pM Klorambusil Sonuglar
100 pM tamoksifen + 10 pM klorambusil uygulanmigs MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 3.37. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.3.10 100 uM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.38. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.3.11 100 pM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuglar
100 pM tamoksifen + 50 pM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24, 72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.39. MDA-MB-231 hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.4 MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 3B Sonuglar

Sekil 4.40. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri

74



4.4.1 75 pM Tamoksifen Sonuclari
75 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri asagida

verilmistir.

Sekil 4.41. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri

4.4.2 100 pM Tamoksifen Sonuclari
100 uM tamoksifen uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.42. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.4.3 10 uM Klorambusil Sonuglar:
10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

A

Sekil 4.43. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.4.4 25 uM Klorambusil Sonuclar:
25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

A

Sekil 4.44. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

76



4.4.5 50 pM Klorambusil Sonugclari
50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.45. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.4.6 75 pM Tamoksifen + 10 uM Klorambusil Sonuclari
75 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.46. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.4.7 75 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.47. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.4.8 75 uM Tamoksifen + 50 puM Klorambusil Sonuglar:
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.48. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.4.9 100 pM Tamoksifen + 10 pM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.49. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun

24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.4.10 100 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuglar:
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.50. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.4.11 100 pM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 24,72

saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.51. MDA-MB-231 hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun
24(A), 72(B) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5 HelL a Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Sonuclar:

HeLa hiicre hattinin 12'lik kuyucuklara ekimin de kontrol hiicre goriintiisti.

Sekil 4.52. iki Boyutlu Olarak Gelistirilen HeLa Hiicre Hatti

Yaklasik 500.000 kontrol HelLa rahim agzi1 kanseri hiicre hatti, 3 giin boyunca 10x
mikroskop lensi altinda incelenmistir. Kontrol HelLa hiicreleri 72. saatte % 80 flask tabanini
kapladigi anda, Tripsin-EDTA ile kaldirilip XTT analizi igin 12°1i wellere ekimleri yapilmistir.

Tablo 4.2: HelLa Hiicre Hattina Verilen flag Dozlari

Tamoksifen Klorambusil
10 uM
75 uM
25 uM
100 uM
50 uM
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12’li wellere ekilen hiicreler tabanin %80 oraninda ve daha fazla oranda kapladiktan
sonra belirtilen molaritelerde ilaglar 1 ml besiyer icine hesaplanmis Sekilde ilaclar eklenmis ve
daha sonra 24,48 ve 72 saat fotograflar1 alinarak hiicre morfolojilerindeki ve hiicre 6liimlerinin

kayitlart alinmastir.

4.5.1 75 pM Tamoksifen Sonuglari

75 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.53. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5.2 100 uM Tamoksifen Sonugclari
100 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agsagida verilmistir.

72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.5.3 10 uM Klorambusil Sonuglari

10 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.55. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5.4 25 uM Klorambusil Sonuclar:
25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.56. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.5.5 50 uM Klorambusil Sonuglari

50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agsagida verilmistir.

Sekil 4.57. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5.6 75 pM Tamoksifen + 10 pM Klorambusil Sonuclari
75 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.58. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B1/2), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.5.7 75 pM Tamoksifen + 25 puM Klorambusil Sonuclari
75 uM tamoksifen + 10 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

BN

Sekil 4.59. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5.8 75 pM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.60. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.5.9 100 uM Tamoksifen + 10 uM Klorambusil Sonuglar:
100 uM tamoksifen + 10 pM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.61. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B1/2), 72(C1/2) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5.10 100 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Senuclar:
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.
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Sekil 4.62. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A1/2),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.5.11 100 pM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonuglar
100 uM tamoksifen + 50 pM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.63. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6 HeLa Hiicre Hatti Migrasyon Sonuglar:

Yaklasik 200.000 kontrol HeLa kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda 6’11 kuyucuk
plaka tabanini kapladig1 gézlenmistir ve yara agilmistir. Yaranin agildigi an 0. saat olarak belirlenmistir.

Daha sonra 6. ve 12. saat araliklarin da 10x mikroskop lensi altinda ayni1 bolgedeki yara fotograflanmigtir.
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4.6.1 75 pM Tamoksifen Sonuglar
75 uM tamoksifen Hel a hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

--

Sekil 4.64. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6.2 100 uM Tamoksifen Sonugclari
100 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.65. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6.3 10 uM Klorambusil Sonuglar:
10 puM klorambusil Hela hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.66. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.6.4 25 uM Klorambusil Senuclar

25 puM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.67. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6.5 50 pM Klorambusil Senuclar:
50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.68. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6.6 75 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuglar
75 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

M
" ‘ - -
-
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Sekil 4.69. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6.7 75 uM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuglar:
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.70. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.6.8 100 uM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.71. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.6.9 100 nM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 50 pM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.72. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.7 HelLa Hiicre Hatt1 Invazyon Sonuglar

4.7.1 75 pM Tamoksifen Sonuglar
75 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.73. HeLa hiicre hattinin 12’li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.
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4.7.2 100 pM Tamoksifen Sonuglari

75 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.74. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 48(B),
72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.7.3 25 uM Klorambusil Soenuclar:
25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.75. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 72(B)
10X mikroskop goriintiileri.

4.7.4 50 pM Klorambusil Sonuglar:
50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.76. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 72(B)
10X mikroskop goriintiileri.
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4.7.5 75 pM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglari
75 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri asagida

verilmistir.

Sekil 4.77. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 72(B)
10X mikroskop goriintiileri.

4.7.6 75 uM Tamoksifen + 50 puM Klorambusil Sonuglar:
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri asagida

verilmistir.

Sekil 4.78. HeLa hiicre hattinin 12°li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 72(B)
10X mikroskop goriintiileri.
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4.7.7 100 pM Tamoksifen + 25 pM Klorambusil Sonuglar:
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.79. HeLa hiicre hattinin 12°1li kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 72(B)
10X mikroskop goriintiileri.

4.7.8 100 nM Tamoksifen + 50 pM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.80. HeLa hiicre hattinin 12°1i kuyucuklara ekiminde kontrol grubunun 24(A), 72(B)
10X mikroskop goriintiileri.
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4.8 HeLa Hiicre Hatt1 3B Sonuglari

4.8.1 75 uM Tamoksifen Sonuglar

75 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.81. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.8.2 100 pnM Tamoksifen Sonuglar:
100 uM tamoksifen HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.82. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop griintiileri.

94



4.8.3 25 uM Klorambusil Sonugclari
25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.83. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.8.4 50 uM Klorambusil Sonuglari
50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.84. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.8.5 75 uM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglar:
75 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.85. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
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48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.8.6 75 pM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonuclari
75 uM tamoksifen + 50 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.86. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.8.7 100 nM Tamoksifen + 25 uM Klorambusil Sonuglari
100 uM tamoksifen + 25 uM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.87. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.8.8 100 nM Tamoksifen + 50 uM Klorambusil Sonuglari
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100 uM tamoksifen + 50 pM klorambusil HeLa hiicre hatlarinin 24,48,72 saatlik goriintiileri

asagida verilmistir.

Sekil 4.88. HeLa hiicre hattinin asili damla yontemi ile ekiminde kontrol grubunun 24(A),
48(B), 72(C) 10X mikroskop goriintiileri.

4.9 MMP2 ve VEGFA Gen Ifadesi Sonu¢lar:

Amplification
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Sekil 4.89: S-Actin real time pcr sonuglari ( S-Actin kontrol grubu olarak kullanilmistir).

Amplification

RFU

Cycles
Sekil 4.89: MMP2 real time pcr sonuglari

Amplification

Cycles

Sekil 4.90: VEGFA real time pcr sonuglart
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2D MDA-MB-231 VEGFA

1,5

1

0,5
0 [ ]
Control Chl Tamox

-0,5

-1

-1,5

Sekil 4.91: 2B MDA-MB-231 hiicre hattinda VEGFA gen ifadesi sonuglari

3D MDA-MB-231-VEGFA

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

. I I

Control ChI-'nox Chloro Tamox
-0,2

-0,4

Sekil 4.92: 3B MDA-MB-231 hiicre hattinda VEGFA gen ifadesi sonuglari

99



2D Hela-VEGFA

15

0,5

Control Chl
-0,5

-1,5

Sekil 4.93: 2B Hel a hiicre hattinda VEGFA gen ifadesi sonuglari

3D HelA -VEGFA

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2
0 [

Control Chloro+Tamox m Tamox

-0,2

Sekil 4.94: 3B HeLa hiicre hattinda VEGFA gen ifadesi sonuglari
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4.10 Tartisma

Yapilan c¢alismada MDA-MB-231 ve HelLa kanser hiicrelerinde tamoksifen ve
klorambusilin hem ayr1 ayr1 hemde birlikte etkisine bakilmistir. Bu ¢alismaya gore toksik doz
degerini belirlemek i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasinda Tablo 2.5 “de verildigi gibi MDA-
MB-231 hiicre hatlarina belirli molaritelerde dozlar verilmistir. Tamoksifen normal kosullar
altinda Ostrojen reseptOrlerine baglanarak hiicrelerin Ostrojen pozitif olan kanser hiicre
hatlarindaki biiyiime sinyallerini engellemek i¢in kullanilmaktadir, ancak ¢alismamizda
kullanilan hiicre hatt1 3 lii negatif meme kanseri olarak gecen ve Ostrojen negatif bir hiicre hatti
olan MDA-MB-231 kullanilmistir. Bu ¢alismada, tamoksifenin sitotoksik etkisi 6strojen negatif
hiicre hattinda da doza bagl olarak arttirilabilecegini gosterilmektedir (Hassan ve ark., 2018).
Tez ¢aligmasinda Tamoksifen 75 ve 100 uM degerlerin de MDA-MB-231 hiicre hattinda etkili
oldugu goriilmistiir. Bu degerler HeLa hiicre hatlarinda da denenmis ve ayni1 degerlerin HelLa
hiicre hattindada etki yogunlugunun fazla oldugu goriilmiistiir. Ma ve ark. yapmis olduklar
calisgmada konjuge edilmis platin pargaciklariin klorambusil ile etkisi arastirilmig ve bu
calismada klorambusilin sitotoksik etki doz araligi 84.50 £ 20.58 uM bulunmustur (Ma ve ark.,
2018). Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucu Klorambusil 10,25 ve 50 uM da MDA-MB-231
hiicre hatlarinda sitotoksik ve morfolojik etkilerinin yogun oldugu goézlemlenmistir. Ayni
degerler HeLa hiicre hattinda da denenmis ve bu hiicre hattin da klorambusilin sitotoksik etkisi
goriilmiistiir. Tamoksifen verilen kuyucuklardaki hiicrelerde her iki dozda da 72.saat sonunda
kuyucuk tabaninda yapisan hiicrelerin oldugu goriilmistiir, fakat hiicrelerinin biiylik
cogunlugunun tabandaki ekstraseliiler matrikslerinin uzaklastirildigi ve hiicrelerin besiyeri
icinde yiizdiigli ve morfolojik olarak degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Klorambusilin,
tamoksifene gore ¢alisilan her iki hiicre hattinda da 6zellikle 48 ve 72 saatlik siirelerde daha
fazla oldirici etkiye sahip olan ilagtir. Dolayisiyla, bu sonuglar Klorambusilin'in
tamoksifenden daha giiglii bir toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, sitotoksik
etki, kullamlan hiicre hatlarina ve diger deney kosullarma bagl olarak degisebilir. laglar
birlikte verildiklerinde tamoksifenin 100 uM ve Klorambusil 25 uM ve 50 uM daki
karisimlarinda sitototoksik etkinin arttig1 ve hiicrelerin morfolojilerinde de ciddi degisiklikler
oldugu goriilmektedir. Migrasyon deneylerinde ise tamoksifen verilen hiicrelerde hareket etme
durumunun azaldigr goriilmektedir. Klorambusilde ise hiicrelerin bos alanlar1 kapatmaya
calistig1 ve metastaz yapma yeteneklerinin hala devam ettigi goriilebilir ancak ilaclar beraber
verildiklerindeki etkilerine bakilacak olursa 75 M tamoksifen ile 25 uM klorambusil 6zellikle
cok etkili olduklarim1 ve her karisimda tek tek verilen dozlardan ¢ok daha etkili oldugu
olusturulan yaranin kapanmadig1 goriilmektedir.
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HeLa hiicre hatlarindaki yara deneylerinde verilen biitlin ilag dozlarinin etkili oldugu
sOylenebilir fakat bu etki MDA-MB-231"den daha diisiik oldugu goériilmektedir. Tamoksifen ve
Klorambusilin i¢lii negatif meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 de 0&strojen
reseptorlerine negatif olmasina ragmen ilacin diger etki mekanizmalari ile bu hiicre hattindaki
toksik etkisi daha fazla olmustur. Hela hiicre hatlarinda yara deneylerinde yara c¢ekilen
bolgelerde hiicrelerde biiyiik 6liimler gozlenmis, hiicrelerin morfolojisi degismis ve hiicrelerin
metastaz yapmadigi goriilmistiir. 3B hiicrelerde 10 pL hiicre listiine LD50 degerleri belirlenen
ilaglar 10 pL denk gelecek Sekilde uygulanmistir. Bu sonuglar, tamoksifenin belirli bir siire
icinde hiicreleri inhibe edebilecegini, ancak hiicrelerin tamamen 6lmemesine veya biiyiik bir
hiicre 6liimiine neden olmamasina isaret edebilir. Bu durumda, tamoksifenin hiicrelerin biiyiime
hizin1 yavagslattigi veya hiicrelerin farklilasmasini etkiledigi diisiiniilebilir. Ancak, hiicre
dagiliminin azalmasi, tamoksifenin 3B hiicrelerdeki etkisini belirli bir siire icginde
sinirlayabilecegini gosterir. Tamoksifen, 3B Hela hiicrelerinde yogun bir bigimde toksik etki
gostermistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ilaglar kombinasyon olarak verildiginde, HeLa
hiicre hattina gore toksik etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu yapilan ¢alismada her
iki ilacinda toksik etkisinin hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir fakat doz
arttikga ortaya cikan ila¢ kalintilar1 hiicrelere olan etkilerini olumsuz yonde etkilemistir ve
bunun sonucunda tamoksifen i¢in 2; klorambusil i¢in 2 ana doz belirlenmistir. Bu dozlar
hiicrelerde tek tek verildiklerinde hiicrelere olan toksik etkilerininin birlikte verildikleri
arasinda farklar oldugu ortaya cikarilmistir. Tamoksifenin hiicrelerin yapigkan halden
kurtulmasini saglayarak hiicre 6liimiine neden olma mekanizmasi, tamoksifenin Gstrojen
reseptorlerine baglanarak hiicre biiylimesini inhibe etmesine dayanirken; klorambusilin ise,
dogrudan hiicrelere etki ederek oldiirticii etkisini gosterir. Bu iki ilacin farkli etki mekanizmalari
nedeniyle hiicrelere farkli Sekillerde etki edebilecegi ve 6lim mekanizmalariin farkli oldugu
sOylenebilir. Bu c¢alismada, ilag kombinasyonlarinin birbirlerinin etkilerini arttirdiklari
gosterilmistir. Tamoksifenin farkli hiicre hatlarindaki diger etkilerine bakildiginda Hassan ve
ark. yaptiklari ¢aligmalarda, Tamoksifen MCF-7 hiicre hatlarinda uygulandiginda, doza bagimli
bir Sekilde etkisinin arttig1 ve belirli dozlarda sitotoksik etkisinin oldugu bulunmustur. Ayrica,
bu ilacin hiicrelerdeki Cas9 geninin ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide arttirdig: tespit edilmistir.
Literatiirde yapilan ¢alismalarda, tamoksifenin farkli dozlar1 kullanilmis ve bu dozlarda ilacin
sitotoksik ve morfolojik etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, tamoksifenin doza
bagimli Sekilde artan bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Yani, yiiksek dozlarda
tamoksifenin sitotoksik etkisi daha gii¢lii olmustur. Ancak yapilan deneylerde tamoksifenin 100

uM dan sonra hiicreleri 6ldiirme yeteneginde ilag etken maddelerinin tam olarak ¢oziinmemesi
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sonucunda ilag kalintilar1 sebebi ile ¢ok fazla etkili olmadig1 goriilmektedir. (Hassan, ve ark.,
2018). Yapilan baska bir ¢alismada ise nelfinavir molekiilii 4 adet kanser hiicre hattinda
uygulanmis ve ek olarak tamoksifen ile kombinasyonu denenmistir.

Tamoksifenin bu 4 hiicre hattinda da nelfinavir ile bereber kullanimin ilag etken
maddesinin etkisini artirdig1 gosterilmistir (Briining ve ark., 2010). Subramani ve ark. yapmis
olduklar1 ¢alismalarda ise meme kanseri hiicrelerinde additif etkiyi arastirmak i¢in yapilan bir
caligmada, tamoksifen ve nordamnacanthal (NDAM) adli maddelerin birlestirildigi yeni bir
kombinasyon tedavisi olusturulmustur. Bu tedavi yontemi, MCF-7 hiicreleri iizerinde test
edilmistir. Calismanin sonuglarina gore, TAM ve NDAM ile tedavi edilen MCF-7 hiicreleri,
tedavi edilmeyen kontrol hiicreleri veya tek bagsina TAM ve NDAM ile tedavi edilen hiicrelere
kiyasla 6nemli dl¢iide azalmig hiicre canliligi ve artmis apoptoz (hiicre 6liimii) géstermistir. Bu
etkilerin doza bagimli oldugu belirtilmektedir, yani kullanilan doz arttikga etkinin daha belirgin
oldugu gorilmistir. Bu bulgular, TAM ve NDAM kombinasyon tedavisinin meme kanseri
hiicrelerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Subramani ve ark., 2014). Tez
calismasinda ise tamoksifen ve klorambusil kullanilmasinin bu etkileri arrtirdigi
gosterilmektedir. Yapilan calismaya benzer sekilde, platin IV 6n ilaglarinin gesitli kanser
hiicrelerindeki sitotoksik etkileri arastirilmis ve klorambusil ile kullanildiginda kanser
hiicrelerine olan etkisi incelenmistir. Sonuglar, klorambusilin tek basina yiiksek bir 6ldiiriicti
etkiye sahip oldugunu, ancak sisplatin ve platin IV bagh ilaclarla kombinasyon halinde
hiicrelerde daha fazla sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir. Platin bazl ilaglar, kanser
tedavisinde sik¢a kullanilan bir grup kemoterapi ilacidir. Sisplatin, platin IV bagh ilaglar ve
klorambusil gibi platin igeren ilaglar, kanser hiicrelerinde DNA hasarina neden olarak
hiicrelerin biiyiimesini ve cogalmasini engelleyebilir. Yapilan ¢calismada, platin IV 6n ilaglar
tek basina ve klorambusil ile kullanilarak kanser hiicrelerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Klorambusilin tek bagina yiiksek bir sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak,
sisplatin ve platin IV bagh ilaclarla birlikte kullanildiginda, bu ilaglarin kombinasyonu
hiicrelerde daha giiglii bir sitotoksisiteye yol agmstir (Ying ve ark., 2018).

Bu c¢alismada, MDA-MB-231 ve HeLa hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan deneylerde,
VEGF ve MMP2 genlerinin gen ifade seviyeleri incelenmistir. Kontrol olarak [-actin
kullanilmistir. RT- PCR sonuglarina gore, hiicrelerde VEGFA gen ifade seviyeleri
gozlemlenirken, MMP2 geninde bir sonug elde edilememistir. MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
VEGFA geninin ifade diizeyi yiiksek oldugu bilinmektedir (Sekil 1.14). Yapilan tez ¢alismas,
kontrol grubunda VEGFA gen ifade diizeyinin yiiksek oldugunu dogrulamistir. Lee ve ark,

MCEF-7 hiicreleri tizerinde tamoksifenin VEGF geninin ifade diizeyini etkilemesi konusunda bir
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calisma yapmuslar ve bu ¢alismaya gore de tamoksifen MCF-7 hiicrelerinde VEGF gen ifadesini
azalttig1 goriilmiis ve bunun MCF-7 hiicresinin 6strojen pozitif olmasindan kaynakli olunacagi
diisiiniilmistiir. Ayn1 calismada bu etki MDA-MB-231 hiicrelerinde de ¢aligsmis ve artis ya da
azalma goriilmemistir (Lee ve ark., 2004). Yapilan tez ¢aligmasinda kullanilan MDA-MB-231
hiicre hattinin ti¢lii negatif invaziv meme kanser hiicre hattt olmasindan dolay1 VEGFA gen
diizeyinde bir ifade azalmasinin olmasi diisiiniilmemistir. Fakat yapilan ¢alismalar gosterdiki
tamoksifen tek basina 2 boyutlu MDA-MB-231 hiicre hattina uygulandiginda VEGFA gen ifade
diizeyinde kontrole gore %80’lik bir azalmaya sebep olmustur.

Bunun sebebi olarak tamoksifenin etki mekanizmasinin tam olarak ¢oziilememis bir ilag
olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilebilir. Kullanilan diger bir ila¢ olan klorambusil literatiir
taramasi1 sonrasinda daha dnce hic VEGFA gen ifadesi diizeyinin etkisinin olup olmamasi
iizerinde ¢alismalar bulunmamaktadir, ancak bu ilacin tez ¢aligmasinda segilmesinin en biiyiik
sebebi ilacin diger ilaclar ile birlikte kullaniminin kanser tedavileri arasinda sik¢a kullanilmasi
ve etki mekanizmasi tam olarak bilinmesede proteinler, membranlar, RNA ve DNA ile
etkilesime girmesidir (Begleiter ve ark., 1996). Bu bilgilere dayanarak klorambusilin VEGFA
gen ifadesini azalttigi goriilmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde tek basmna uygulanan
klorambusil VEGFA gen ifade seviyesinde dede azalmaya sebep olmustur. Ilac karisimlarinin
beraber uygulandiginda ise gen ifade diizeyinde daha fazla azalma g6zlenmistir. 3B model
MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan ¢aligmada ise birlikte ilag uygulamasinin kontrol grubuna
gore gen ifade seviyesini azalttigi gozlenmistir. Ancak, 2 boyutlu caligma sonuglariyla
karsilastirildiginda, gen ifade seviyelerindeki azalmanin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu
durumun en biiylik sebepleri arasinda, 3 boyutlu hiicrelerde ilacin yiizeyel bdlgelerdeki
hiicrelere etki gostermesi ve kiiresel yapimnin i¢ kisimlarindaki hiicrelere daha az ulagsmasi
diistiniilebilir. Bu durum, hiicrelerin ilaglara karsi bir savunma mekanizmasi1 olarak
gosterilebilir. Zamanla, iist kisimdaki hiicreler etkilenirken, i¢ kisimdaki hiicrelerin yavag yavas
etkilenmesi ve bu sayede ilag molekiillerine kars: kiiresel yapidaki hiicrelerin diren¢ kazanma
durumu olabilecegi diisiilmektedir. ilaglar tek basma uygulandiginda gen ifadesi etkilerinin
kontrol grubuna gore azaldigi gorilmiistiir. 2 boyutlu hiicrelerde tamoksifenin VEGFA gen
ifadesi iizerindeki etkisi, 3 boyutlu hiicrelerdeki etkiye yakin bir diizeyde kalmistir.
Klorambusilin ise hem 2 boyutlu hem de 3 boyutlu hiicrelerde VEGFA gen ifadesi lizerinde
etkili olmus, ancak 2 boyutlu hiicrelerde daha belirgin bir azalma gostermistir. Bu sonuglar,
tamoksifenin 3 boyutlu hiicrelerde 2 boyutlu hiicrelerle benzer diizeyde etkili oldugunu,
klorambusilin ise 2 boyutlu hiicrelerde VEGFA gen ifadesi iizerinde daha giiclii bir etkiye sahip

oldugunu gostermektedir. Rahim agz1 kanseri hiicreleri arasinda HelLa hiicreleri VEGFA gen

104



ifadesini 7.sirada bulundurmaktadir (Sekil. 1.15). Iki ilacin HeLa hiicre hatlarindaki etkileri tam
olarak literatiirde bulunamamustir ancak tamoksifenin rahim agzi kanserlerinde kullanilmasi bu
calismada HeLa hiicre hattinin secilmesine sebep olmustur.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ilaglar ayri ayr1 uygulandiginda VEGFA gen
ifadesinin azalmasina neden olmustur. Ilaclar birlikte uygulandiginda ise gen ifade diizeyindeki
azalmanin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 2 boyutlu HeLa hiicrelerinde yapilan deneylerde,
tamoksifenin klorambusile gére VEGFA gen ifade seviyesini anlamli diizeyde asagi regiile ettigi
belirlenmistir. laglar birlikte verildiginde gen ifade diizeyinde, ilaglarn ayr1 ayn
uygulanmasindan daha giiclii bir etki gdsterilmistir. 3 boyutlu yapida, ilaglarin tiim hiicrelere
etkisini kisitlayan kiiresel yap1 yine 6nemli bir faktordiir. Bu kiiresel yapi, VEGFA gen
ifadesinin artmasima yol agmustir. iki hiicre hattinda yapilan VEGFA gen ifade seviyelerinin
belirlenmesinde, ilaglarin birlikte uygulama etkisinin HeLa ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontrol grubuna goére gen ifade seviyelerini 6nemli Olglide azalttigi ve VEGFA geninin
baskilandig1 gdzlenmistir. Bu derecede baskilanmanin, in vivo deneylerde yeni kan
damarlarinin olusumunu biiyiik 6l¢iide azaltabilecegi, hiicre poliferasyonunu diizenleyebilecegi
ve hiicrelerin oksijen ve besin ihtiyacindan dolay1 apoptoz mekanizmalariin pozitif yonde
etkilenebilecegini gostermekte ve 6n calismalar1 olabilme 6zelligi tasimaktadir. Sonug olarak
bu tezde yapilan deneylerde tamoksifenin tek basina uygulandiginda hiicrelerin sitotoksik
etkisini gormekteyiz fakat 2 boyutlu ve 3 boyutlu MDA-MB-231 ve Hela hiicre hatlar

iizerindeki etkileri literatiirdeki ¢aligmalara gore yiliksek olmadig goriilmiistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tezde yapilan deneylerde, tamoksifenin tek basina uygulandiginda hiicrelerin
sitotoksik etkisini gézlemlenmistir. Ancak, literatiirdeki ¢alismalara gore 2 boyutlu ve 3 boyutlu
MDA-MB-231 ve HeLa hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerinin yiiksek olmadigi goriilmiistiir. Ote
yandan, klorambusilin tamoksifene gore daha giiclii bir toksik etkisi oldugu gézlemlenmistir.
lag kombinasyonlarmim uygulanmasi durumunda, klorambusilin tamoksifenin sitotoksik
etkisini artirarak hiicrelerin morfolojisini degistirdigi ve biiyiime ile ¢ogalma yeteneklerini
azalttig1 gozlemlenmistir. Ayrica, hiicrelerdeki VEGFA gen ifadesinde 2B hiicre hatlarinda
anlaml diizeyde asag1 regiilasyon tespit edilmistir. Bu bulgular, in vivo arastirmalar i¢in bir 6n
caligma niteligi tasimakta ve diger calismalara umut olabilecegini gdstermektedir. 3B hiicre
hatlari, invivo sistemi yansitma agisindan 6nem tagimaktadir ve belirlenen dozlar ve gen ifade
diizeyleri 2B hiicrelerinden farklilik gosterebilir. Bu da, 3B hiicre hatlarinin kullaniminin
Oonemini vurgulamaktadir. Bu tez, tamoksifen ve klorambusilin kombinasyonel tedavi i¢in bir
on calisma niteligi tasimaktadir. ileriki calismalarda kanser olusturulmus hayvan modellerinde
ve molekiiler yolaklar {izerindeki etkileri inceleyerek, yeni tedavi yontemleri arasinda yer

alabilecek potansiyeli tagimaktadir.
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