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ONSOZ VE TESEKKUR

Canlilik faaliyetlerini kesintisiz bir sekilde siirdiiren organizmada hiicre dogal
kosullar igerisinde kontrollii bir sekilde bdliiniir, biiylir ve gelisir. Normal sartlar
altinda doku ve organ biitinliigiinii koruyarak metabolik faaliyetlerin aksamadan
stirdliriilmesine imkan saglar. Kanser hiicreleri ise bu kontrolden uzak, sinirlarini
metabolizmay1 6liime gotiirecek kadar genis tutan bir aktivite igerisindedir. Kanser
hiicreleri agisindan metabolik smirlar1  ihlal etmek, organizma tarafindan
baskilanamadigindan olduk¢a kolay olmaktadir. Bu kolaylikla birlikte Oncelikle

bulundugu yeri sonrasinda ise dahil oldugu biitiin sistemi istila etmeye ¢aligmaktadir.

Meme kanseri kadinlar arasinda ¢ok yaygin olan ve yasam kalitesini oldukca
diisliren bir hastaliktir. Tanis1 konulan her 8 kanser tiiriinden biri olarak yayilmaya
devam etmektedir. Tedavisindeki yeni yaklasimlara ragmen, kanserin tam olarak
aydinlatilamayan mekanizmasindan dolayr bircok bilinmezligi beraberinde
getirmektedir. Aydimlatilmaya ihtiya¢ duyulan konularm bazilart da hiicrelerin
metastatik yetenekleri, invazivlikleri ve migasyon hizlarina etki eden faktorler olarak
bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde metastatik yetenegin uyarilabilir hiicre
membranlarinin  karakteristik 6zelligi olan akimlarla ve membran kanallarinin
varliklartyla iligkisi bulunduguna dair kanitlar mevcuttur. Bu kanitlar 6zellikle ileri
derecede metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda voltaj-kapili Na* kanallariyla
(VGSCQ) iliskilidir. Bu kanallarda meydana gelen aktivitelerin kanser hiicrelerinde
migrasyonu ve invazyonu destekledikleri belirlenmistir. VGSC’larindan Navl1.5
kanalinin in vitro olarak kanser hiicrelerinde ileri metastatik yetenekle iliskisi
bildirilmistir. Bununla birlikte zayif metastatik yetenekli ve saglikli hiicrelerin voltaj-

kapili sodyum kanallarini ya ¢ok az ya da hig¢ eksprese etmedikleri de gosterilmistir.

Meme hiicrelerinin fizyolojik islevlerinde meydana gelen farklilasmalar Na*
kanallar1 araciligi ile baglayarak, hem kendi iginde hem de hiicreler arasi iletisim ile
diger hiicrelerle bir bag kurarak yayilmasina zemin olusturmaktadir. Kanser
hiicrelerinde ise bazi karmagsik ve bilinmez fonksiyonlarin devreye girmesi ile
kontrolsiiz bir gelisim s6z konusu olmaktadir. Iyi bir gézlemcinin miikemmel bir
dikkat ile er veya ge¢ bu bilinmezlikleri, gerek kendinden Oncekilerin uykusuz

gecelerini aydinlatan ilham verici fikirlerle, gerek kendisi ile bilgiyi aramaya koyulan



yol arkadaslariyla, gerekirse kendi dmrii yetmeyerek, biraktig1 kirtilarla kendinden
sonra gelen arastirmacilarin agiga kavusturacaklarina olan inancim tamdir. Yeter ki bu
gbzlemci kesin bir kaniya varmadan 6nce, 6ngoriisiiniin sessizliginde ve diisiincesinin
dengeli tutumunda eylemsel olarak ger¢eklesen duyusal aligverisin sonuglarini almay1
uman bir gbzlemci olsun. Ancak belki o zaman kanserin tam ve sistemli bir kontrolii
s6z konusu olabilir. Bu anlamda yaptigimiz arastirmanin bu yolda atilacak adimlar1 bir

sonraki agsamaya gegirecek bir basamak olmasini umut etmekteyiz.

Akademik hayata giris hayat boyu 6grenmenin ¢abasi ve 6grenciligin 1srart ile
mimkiindiir. Bu yolculukta akademik tecriibelerini daima tebessiimle aktaran,
tecbiibelerini paylasmaktan c¢ekinmeyen lisaniistii egitimimde biiylik katkisi olan
danismanim Prof. Dr. Nadide Nabil KAMILOGLU na, tecriibeleriyle hiicre kiiltiirti
calismalarimda destek olan 2.damsmanim Dog. Dr. Ozkan OZDEN’e, tez ¢alismamin
tim asamasinda olan ve her zaman ¢oziim odakli yaklasimlar1 ve sakinligi ile
problemleri ¢6zmemizde yardimci olan Dr. Barig YILDIZ’a, laboratuvar
caligmalarinda yardimei olan Dr. Ogr. Uyesi Cem OZIC’e, hiicre Kkiiltiirii
calismalarimda ufuk agici fikirlerinden dolayr Do¢. Dr. Muhammed Yayla’ya, donem
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OZET

Tiim diinyada kadinlar arasinda akciger kanserinden sonra en yaygin goriilen
kanser ¢esidi meme kanseridir. Goriilme siklig1 gittikge artmakta olup kansere bagh
Olimlerde ilk siralarda yer almaktadir. Saglikli meme dokusu hiicrelerinin
farklilasarak kanserli hiicrelere doniismesinin sebepleri arastirilmaktadir. Ozellikle
kanser hiicresi olustuktan sonra metastatik yetenek kazanmasi ve agresif bir sekilde
doku ve organlari istila etmesinin ardinda yatan molekiiler nedenler siki bir sekilde
arastirilmakta ve aydinlatilmaya calisilmaktadir. Hiicre i¢i ve hiicre disi dengenin
korunmasinda hayati bir rol oynayan voltaj kapili sodyum kanallarinin alt birimleri
olan nNavl.5 ve aNavl.5'in gen ifadelerindeki degisikliklerin meme kanseri
hiicrelerinde metastaz ile iliskili oldugu ve kanserdeki mekanizmasi, islevleri ve rolii

aydinlatilmaya calisilmaktadir.

Bu amacla MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 kullanildi.
Her bir hat i¢in kontrol, SIGIRAN, SIG1IRAg, T (TIC10/ONC201-antikanser ajan),
TSAn, TSAg, TSAnLev, TSAnLid, TSAglLev ve TSAgLid olmak tizere 10 farkli grup
olusturuldu. MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda Sigma reseptor
1 antagonisti ve agonisti ile kemoterapotik ajan ve Na* kanal blokorlerinin
kullanilmasinin hiicre sagkalimi, Na* kanallarinin ekspresyonu ve kanser hiicrelerinin

migrasyon hizlari lizerine etkileri belirlendi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda kemoterapdtik ajan ile birlikte SIG1R agonisti
ve Na* kanal blokoérlerinin uygulandigi gruplar hiicre sagkalimmin en az oldugu
gruplar olarak belirlendi (p<0.001). MCF-7 hiicre hattinda hiicre sagkaliminin en aza

indigi grup kemoterapdtik ajanin uygulandigi grup olarak tespit edildi (p<0.001)

Ileri derecede metastatik MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan uygulamada
aNav1l.5 Na* kapilarinin SIGIR antagonisti ile baskilandigi tespit edildi. Bununla
birlikte yapilan uygulamalarda nNavl.5 kapilarinin etkilenmedigi ve ekspresyon
diizeylerinin yliksek oldugu belirlendi. Daha zayif metastatik yetenekli MCF-7 hiicre
hattinda yapilan uygulamalarda aNavl.5 kapilar1 ekspresyon seviyelerinin
kemoterapotik ajan grubu disindaki gruplarda azaldigi tespit edildi. nNavl1.5
kapilarinin ekspresyon seviyeleri SIG1R antagonisti-agonisti ile kemoterap6tik ajanin

birlikte uygulandig: grupta belirgin derecede azaldig: belirlendi.
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Gruplarin hiicre migrasyon hizlariin 6l¢iildiigi ¢izik deneyinde MDA-MB-
231 hiicre hattinda hiicre migrasyon hizinin en yavag oldugu gruplarin kemoterapotik
ajan ve kemoterapdtik ajanla birlikte SIGIR agonistinin uygulandigr gruplar oldugu
tespit edildi (p<0.001). MCF-7 hiicre hattinda ise en yavas migrasyon hizina sahip
grubun kemoterapotik ajanla birlikte SIGIR agonistinin uygulandigi grup oldugu
gozlendi (p<0.001).

Ileri metastatik karakterli meme kanseri hiicrelerinde SIGIR agonistinin ve
kemoterapotik ajanin Na® kapilari tizerinde negatif bir etkiye sahipken, SIGIR
antagonistinin Na* kapilarin1 azalttigi goriildii. SIGIR agonisti ile kemoterapotik
ajanin Na* kapilarindaki yiikselme ile birlikte hiicre sagkalimi ve migrasyon oranini
diismesini sagladig1 goriildii. Daha az metastatik yetenekteki hiicrelerde ise SIGIR
agonist-antagonistlerinin hem Na* kapilarin1 azalttigi hem de hiicre sagkalimi ve
migrasyon oranlarmi birlikte azalttigi tespit edildi. Bu hiicre hattinda antikanser
ajaninin Na® kapilarindan bagimsiz olarak hiicre sagkalimi ve migrasyon hizini
azalttig1 belirlendi. Sonug olarak ileri metastatik yetenekli meme kanser hiicrelerinde
kullanilan antikanser ajanin Na" kapilarindan bagimsiz olarak hiicre 6liimiine yol
actig1, SIGIR angonist ve antagonistlerinin de Na* kanallarindan bagimsiz olarak etki
gosterdigini tespit ettik. Daha az metastatik hiicrelerde ise SIG1R agonist ve

antagonistlerinin Na* kanallarini azaltarak hiicre 6liimiine yol agtigini belirledik.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, SIG1R, Sodyum Kapilari,
TIC10/ONC201, TRAIL.
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SUMMARY

Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide,
after lung cancer. Its incidence is increasing, and it ranks first in cancer-related deaths.
The reasons for the differentiation of healthy breast tissue cells into cancerous cells
are being investigated. The molecular reasons behind the metastatic ability and
aggressive invasion of tissues and organs, especially after the cancer cell has formed,
are being studied and tried to be clarified. It is aimed to elucidate that changes in gene
expressions of nNav1l.5 and aNavl1.5 which are subunits of voltage-gated sodium
channels that play a vital role in maintaining intracellular and extracellular balance,
are associated with metastasis in breast cancer cells and their mechanism, functions

and role in cancer.

For this purpose, MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cell lines were used.
For each line, 10 different groups were created as Control, SIG1IRAN, SIG1IRAg, T
(TIC10/ONC201-anticancer agent), TSAn, TSAg, TSAnLev, TSAnLid, TSAgLev and
TSAgLid. The effects of using Sigma receptor 1 antagonist and agonist,
chemotherapeutic agent and Na+ channel blockers on cell survival, expression of Na*
channels and migration rates of cancer cells in MDA-MB-231 and MCF-7 breast

cancer cell lines were determined.

In the MDA-MB-231 cell line, the groups in which SIG1R agonist and Na+
channel blockers were applied together with the chemotherapeutic agent were
determined as the groups with the lowest cell survival (p<0.001). In the MCF-7 cell
line, the group in which the cell survival was minimized was determined as the group

in which the chemotherapeutic agent was administered (p<0.001)

It was determined that the aNav1.5 Na* gates were suppressed by the SIG1R
antagonist in the application performed on the highly metastatic MDA-MB-231 cell
line. However, it was determined that the nNav1.5 gates were not affected in the
applications and their expression levels were high. It was determined that the
expression levels of aNavl.5 gates decreased in groups other than the
chemotherapeutic agent group in applications performed on the weaker metastatic

capable MCF-7 cell line. It was determined that the expression levels of nNav1.5 gates
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were significantly decreased in the group in which SIG1R antagonist-agonist and
chemotherapeutic agent were administered together.

In the scratch experiment in which the cell migration rates of the groups were
measured, it was determined that the groups with the slowest cell migration rate in the
MDA-MB-231 cell line were the groups in which the chemotherapeutic agent and the
SIG1R agonist were administered together with the chemotherapeutic agent (p<0.001).
In the MCF-7 cell line, it was observed that the group with the slowest migration rate
was the group in which the SIG1R agonist was administered together with the
chemotherapeutic agent (p<0.001).

It was observed that SIG1R agonist and chemotherapeutic agent had a negative
effect on Na" gates in advanced metastatic breast cancer cells, while SIG1R antagonist
reduced Na* gates. It was observed that the SIG1R agonist and the chemotherapeutic
agent decreased the rate of cell survival and migration with the increase in Na* gates.
On the other hand, in cells with less metastatic ability, SIG1R agonist-antagonists were
found to both decrease Na* gates and decrease cell survival and migration rates
together. In this cell line, it was determined that the anticancer agent decreased cell
survival and migration rate independently of Na* gates. As a result, we determined that
the anticancer agent used in advanced metastatic breast cancer cells caused cell death
independently of Na* gates, and SIG1R angonists and antagonists acted independently
of Na* channels. We determined that SIG1R agonists and antagonists caused cell death

by reducing Na* channels in less metastatic cells.

Key words: Breast Cancer, SIG1R, TIC10/ONC201, Sodium
Channels, TRAIL.
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1. GIRIS ve AMAC

Makro ve mikro Olgekte her sistem belli bir denge icerisindedir ve siirekli
olarak bu dengeyi korumak iizere mekanizmalarini yeni olusan sartlara gore
diizenlemektedirler. Sistemlerin belli bir denge igerisinde bulunmalar1 durumu
homeostazis olarak adlandirilmaktadir. Homeostazis ekzojen ve endojen kaynakli
bozulmalara ugrayabilmektedir. Homeostasizin bozulmasi, sistemlerin yeni olusan
duruma adapte olamadigi zamanlarda yok olusla sonug¢lanmaktadir. Hiicre de mikro
Olgekte bir sistem olarak belli bir denge i¢erisinde fizyolojik faaliyetlerini siirdiirmekte
ve bu dengeyi bircok mekanizma ile korumaya c¢alismaktadir. Dengenin artik
korunamamasi hiicrenin 6liimii ile sonlanmaktadir. Hiicrenin dogal siireclerinden
ayrilarak kontroliiniin kaybedildigi durumlardan birisi de kanserdir. Kanser hiicrenin
kontrolsiiz ve siirekli boliinmesi olarak tanimlanmakta ve dahil oldugu sistemde
homeostasizi bozan kompleks hastalik mekanizmalardan birisi olarak yer almaktadir.
Tim diinyada yayginlik gosteren ve cevresel faktorlerden genetik faktorlere, cesitli
nedenleri olan kanserin bulundugu dokuya gore adlandirilan bir¢ok tiiri
bulunmaktadir. Kanser tiirlerinden meme kanseri ise kadinlar arasinda en sik goriilen
kanserlerden biri olarak giderek yayilmakta ve kansere bagh 6liimlerde ilk siralarda
yer almaktadir. Meme kanserleri yas, kilo, madde bagimliliklari, uzun menstriiasyon
donemleri, hormon replasman tedavileri, ilerleyen yaslarda dogum yapmak gibi
faktorlerlere baglh olarak meydana gelebilmektedir (American Cancer Society 2015,
Tyczynski ve ark. 2002, King ve ark. 2003). Meme kanseri bazen yillarca siirebilen
evrelerden gectikten sonra olusmaktadir. Baglangigta siit aktaran duktus (kanal
sistemi) epiteli igerisinde bulunan kanser hiicreleri daha sonra bazal membranlardan
ilerleyerek bag dokusuna gecis yapmaktadirlar. Bag dokusuna gegis asamasinda
karsilagtiklar1 kan damarlart ve lenfler araciligiyla metastaz yeteneklerini de
kullanarak oncelikle yakin dokulara daha sonra diger organlara yayilmaktadirlar.
Tedavi edilmedigi takdirde uzak doku ve organlara yayilarak oliime sebebiyet
vermektedir. Meme kanserine bagh 6liim sebepleri diger organlara metastaz yapmis

meme kanseri hiicrelerinden kaynaklanmaktadir (Aydintug 2004).

Sigma reseptorleri karaciger, bobrek ve beyin dahil olmak iizere bir¢ok organin

plazmatik, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum (ER) zarlarina yerlesmis olan bir



dizi reseptdr ailesidir. Sigma reseptorleri ER’de lipid yapidaki zar tabakasinda
yerlesmis, mitokondri aracili apoptozda gorev alan bir saperon olarak
tanmimlanmaktadir. Sigma-1 reseptorlerinin hiicre hatlarinda Nav1.5’leri modiile ettigi
ve bu modiilasyonu meme kanseri hiicrelerinde upregiile ederek gosterdigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda sigma-1 reseptorlerinin Navl.5’leri modiile ederek
meme kanseri hiicre hatlarinda metastatik davranislara, ekspresyonlarinda bir artis ile

aracilik edebilecegi tespit edilmistir (Aydar ve ark. 2016).

Plazma zarinda yer alan iyon kanallar1 ana elemanlar olarak hiicrede dengenin
korunmasindan proliferasyona kadar temel fizyolojik kosul igin gereklidir. Son
yillarda iyon kanallarmin kanser hiicrelerinin gelisiminde ve biiylimesinde onemli
islevleri oldugu anlasilmistir. Hiicrenin dogal fizyolojik kosullar igerisinde
faaliyetlerini slirdiirmesinden, islevlerini yitirerek veya kontrolii kaybederek kanser
hiicresine donlismesi esnasinda iyon kanallarinin gen diizeyinde ekspresyonunu
etkileyebilen veya aktivitelerinde bir degisiklige yol acan bir takim degisiklikler
olusmaktadir. Bu degisikliklere bagl olarak iyon kanallar ile kanser hiicresinde dogal
kosullarim1 belirleyerek hiicre sagkalimiyla, 6liim mekanizmasini devreye sokarak
apoptozisle, hiicrenin migrasyonu ve metastaziyla iliskilendirilmektedir (Prevarskaya
ve ark. 2010). Ileri derecede metastatik yetenek kazanmis olan kanser hiicrelerinde
iyon kanallarinin aktivitelerinin artmis olmasi kanserle iliskilendirilmistir. Metastatik
meme kanseri hiicre hatlarinda voltaj-kapili Na* kanallarinin artmig ekspresyonlari
tespit edilmistir (Diaz ve ark. 2007). Na* kanallarinin yiiksek aktivasyonlari ile
hiicrenin motilitesinde, endositozda ve invazyonda énemli rol oynamaktadirlar. Iyon
kanallarindan 6zellikle voltaj-kapili Na* alt kapilarindan Nav1.5%in ileri derecede
metastatik meme kanseri hiicrelerinin gelisimleriyle iliskili oldugu belirlenmistir.
Bununla beraber zayif metastaz yetenekli hiicre hatlarinda ya da saglikli hiicre
hatlarinda voltaj-kapili Na* kanallarinin ekspresyonlarinin ileri metastatik meme

kanseri hiicre hatlarinda ¢ok daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Fraser ve ark. 2005).

TNFSF iyelerinden olan TRAIL’in bir¢ok hiicrede ekspresyonu
gerceklesmektedir (Pitti ve ark. 1996). TRAIL metabolizmada olduk¢a yaygin bir
sekilde ifade edilmekte ve genis yelpazede etkisini gostermektedir. TRAIL, ilgili hiicre
zarinda yer alan TRAIL reseptoriine baglandiktan sonra 6liim aracili apoptozisin

aktivasyonunu baslatmaktadir. TRAIL’in ilgi ¢ekici 6zelliklerinden bir tanesi hem



hiicre zarinda transmembran proteini olarak yer almast hem de matriks
metalloproteinaz enzimleri araciligiyla kesilip, ekstraselular matrikse salgilanarak
apoptozisi indiikleme yeteneginde olmasidir (Spierings 2004, Shin ve ark. 2006).
TRAIL’in, hiicre kiiltiirii calismalarinda ortaya konulan sonuclarla birlikte, kanser
hiicrelerinde apoptozis siirecine ¢ok fazla katkida bulundugu gosterilmistir. Hemen
hemen tiim kanser tiirlerinde, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda TRAIL’in apoptozise
neden olarak hiicre 6liimiinii baslattig1 rapor edilmistir (Gura 1997). TIC10/ONC201
de TNF ile iliskili apoptozu indiikkleyen ligandin minik bir molekiilii olarak
degerlendirilen p53°ten bagimsiz olarak indiikleyici bir anti kanser ajan aday1 olarak
tanmimlanmistir (Allen ve ark. 2013, Allen ve ark. 2015). TIC10/ONC201, oncellikle
anti timor islevi gorerek kanser mekanizmasini denetleyecek ve ayni zamanda da
kanser mekanizmasin1 baskilayacak ve dogal olarak TRAIL vazifesi gorecek anti
timor ozellikte bir kemoterapdtik ajan olarak calismalarda kullanilmaya baslandi.
TIC10 ile tedavi edilmeye calisilan kanser hiicrelerinde TRAIL mRNA seviyeleri
gozlemlemelerinde, TIC10 aracili TRAIL upregiilasyonunun muhtemel olarak

diizenleyici oldugu gosterilmistir (Allen ve ark. 2013).

Giincel ve son faz caligmalar1 giinlimiizde devam etmekte olan antikanser ajani
TIC10/ONC201’in metastatik yetenek kazanmis kanser hiicreleri igin umut verici
calismalart mevcuttur. Bununla birlikte ekspresyon diizeyi yiiksek SIGIR’1n
kemoterapétik ajanlara karst direnci heniiz aydinlatilmig degildir. Sodyum kanallari
olan aNav1.5 ve nNavl.5’in SIG1R ile aynm sinyalizasyon yolu {izerinde bulunarak
kotii prognoz ve metastaz ile iliskili bir biomarker olarak tanimlanmaya baslamasi

calismamiza gerekge teskil etmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada SIG1R modiilasyonunda antikanser ajan olan
TIC10/0ONC201 uygulanmasinin nNavl.5 ve aNavl.5 ekspresyonlarina etkilerinin
ortaya ¢ikarilmasi, nNav1.5 ve aNav1.5 kanallarinin segici blokorleri ile etkisiz hale
getirilerek antikanser ajanin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda
sitotoksik etkilerinin anlagilmasi ve SIG1R antagonisti-agonisti ile downregiilasyonu-
upregiilasyonunda nNav1.5 ve aNavl.5 sodyum kanallar1 ekspresyonunda ne gibi

degisiklikler olacaginin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Kanser tarih boyunca insan i¢in siiregelen bir problem olmustur. Cok fazla
¢esidi olan kanser “canli organizmada var olan bir veya birden ¢ok hiicrenin kontrolsiiz
bir sekilde boliinmesi, biiylimesi ve ¢ogalmast sonucu olusan kotii huylu timorler”
olarak tanimlanmaktadir. Tip hekimliginin babasi olarak bilinen ve Milattan Once
(MO) 460-370 yillar1 arasinda yasamis olan Hipokrat iilser olusturma yetenegindeki
tiimdrler i¢in “carcinos” terimini, ilser olusturmayan timorler iginse “carcinoma”™
terimini kullanmigtir. Kanser hiicrelerinin sahip olduklari, bir elin parmaklar1 gibi
gdriinen uzantilardan dolayr yengeglere benzedigi igin yine MO yasamus bir baska
hekim olan Celcus “cancer” (yengeg¢) terimini kullanmaya baslamistir. Kanserli

hiicreler normal bir dokunun boliinme hizindan ¢ok daha hizli bir seklide boliinme ve

cogalma yetenegindedirler (Sekil 1).
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Sekil 1. Normal ve kanserli hiicre boliinmesi.
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Milattan 6ncesinde var olan kayitlarda kanserden bahsedilmistir. Insan ve
hayvanlarda mevcut kanser tiirleri oldukga gesitli olup ilk kayitlara antik Misir’da,
mumyalarda, fosillesmis kemikler {izerinde osteokarsoma olarak adlandirilan kemik
timoril izlerine rastlanmistir. Yine ayni sekilde fosil mumyalarda tiimor olarak

adlandirilabilecek kafatasi kemikleri basta olmak {izere, boyun ve bas kisminda benzer



dezenformasyonlara rastlanmistir. Yine Antik Misir kayitlarinda bulunan ve Edwin
Smith Papiriisii ad1 verilen yazili eserde kanser tanisi konulan hastaliklarin varligindan
bahsedilmistir. Yazitta kanserin tedavi edilemez boyutta bir illet oldugu kayit altina
alinarak, yiizeysel durumdaki tiimorlerin cerrahi operasyonlarla kesilerek atilmaya
calisildigindan bahsedilmistir. Dokularda tespit edilen tiimorlere ise bir ¢esit yakma
islemi olan daglama yonteminin kullanildigi kayit edilmistir (Stiefel ve ark. 2006).

18. yiizyilm (yy) ortalarinda Italyan Doktor Giovanni Morgagni’nin ilk defa
uygulamaya koydugu otopsi sayesinde tiimorlii dokularin daha detayli incelenmesine
olanak saglanmis ve kanser hakkinda etrafli bilgilerin elde edilmesi s6z konusu
olmustur. Yine 18. yy’da yasamis olan isko¢ Doktor John Hunter bazi kanser
tiirlerinde klasik yontemleri deneyerek cerrahi operasyonlarla tedavi edilebilecegini
One siirmiistiir. 19. yy’a gelindiginde ileri gdzlemler icin modern mikroskobun kesfiyle
kanserli hiicrelerin patolojik olarak incelenmesine baslanmistir. 20. yy baslarinda
Japon bilim insanlarinin yapmis olduklari ¢alisma ile ilk kez deneysel sartlarda kanser
olusturulmustur. Yapilan arastirmada ilk kez kanser olusturulan deney hayvanlar
tizerinde yapilan c¢aligmalar kanserin etiyolojisinin daha iyi anlasilmasina olanak

saglanmistir (Henschen, 1968).

Kanserin meydana gelmesinde sebep olarak gosterilen nedenler gesitlilik arz
etmektedir. Sigara kullanimi, gevresel faktorler, beslenme aligkanliklari, genetik
faktorler, iltihaba sebep olan ajanlar, bakteri ve parazitler, meslek hayatinda maruz
kaliman agir metaller gibi kimyasal tiirevleri, alkolizm, radyasyon gibi nedenler

kanserle iligkisi ortaya konmus olan risk faktorleridir (Sekil 2) (Clavel, 2007).



Sekil 2. Kanser risk faktorleri (Sawyer ve ark. 2013’ten degistirilerek alinmistir).

Teknolojik gelismelerin hizli bir sekilde ilerlemesi ile hiicre biyolojisinin
anlagilmasina yonelik yapilan calismalar kanserli hiicrelerin patolojisinin daha net
anlasilmasina olanak saglamistir. Son yillarda onkogen ve tiimdr baskilayici genlerin
kesfiyle molekiiler diizeyde kanser tanimlamalar1 yapilmaya baglanmistir. Glinlimiize
gelindiginde ise kanser bulundugu organ veya doku tiiriine, koken aldig hiicreye gore
degisik isimler ile tanimlanmaktadir. Onlarca ¢esidi tanimlanan kanserin 200°den daha
fazla olabilecegi tahmin edilmektedir (Sawyer ve ark. 2013). Kompleks
mekanizmalara sahip olan kanserin sosyal ve bireysel hayatin, teknolojinin olumsuz
etkileri ile daha da karmasiklagmasiyla, bireylerden popiilasyonlara, molekiiler
farkliliklardan genetik diizeydeki degisikliklere kadar cesitli basamaklarda ifade ettigi
anlamlar da farklilasmistir. Insan genom projesinin nihayete erdirilerek yapilan
genomik c¢alismalar kanserin birbirinden farkli genomik degisiklerle ortaya

cikabilecegini gostermistir (Arnedos ve ark. 2014).



2.1.1. Kanser Tirleri

Canli viicudunda var olan herhangi bir hiicrede meydana gelen mutasyon vb.
farkliliklar sonucunda ortaya cikabilen kanser, hem davranis cesitliligi hem de
tedaviye verilen yanit bakimindan onemli olgiide degisiklikler gosteren ve bu
degisikliklere gore smiflandirilmis 100°den fazla kanser tiirti tanimlanmistir. Tiim
diinyada hem 6liimciil olmast agisindan hem de yayginlig1 agisindan ilk sirada akciger
kanseri yer almaktadir. Akciger kanserini goriilme siklig1 agisindan meme kanseri ve
ardindan prostat ve kolorektal kanserler takip etmektedir. Erkeklerde ve kadinlarda
goriilme siklig1 agisindan kanser tiirleri gesitlilik gostermektedir. Erkeklerde en sik

goriilen prostat kanseri iken kadinlarda meme kanseri ilk sirada yer almaktadir (Sekil
3) (Aydin 2019).

ERKEK KADIN

Trakea Brong,Akciger 66,0 INEG_—_—__UTI_—— )  \leme

Prostat 36,1 I 1S Tiroid
Mesane 214 e 134 Kolorektal
Kolorektal 21,) -3 Uterus Korpusu
Mide 16,2 — - 3 | Trakea,Brong,Akciger
Larinks 81 . —31 Mide
Non-Hodgkin lenfoma 72 .G Over
Babrek 6,3 W53 Non-Hodgkin lenfoma
Pankreas 5,4 WS Beyin, sinir sistemi
Beyin, sinir sistemi 6,40 W45 Uterus Serviksi

Sekil 3. En yaygin kanser tiirleri (Aydin 2019°dan degistirlerek alinmistir).



2.1.1.1. Meme Kanseri

Meme, siit liretimi i¢in 6zellesmis meme loblari, liretilen siiti meme ucuna
ileten siit kanallari, siit kanallarinin etrafin1 sarmalayan yag doku ve bu yag dokunun
olusturdugu stromadan meydana gelir (Sekil 4). Memeli canlilarda tiire bagli olarak
cesitli sayilarda (2-12 arasinda) gelismis memeler yavrunun belli bir gelisim
asamasina kadar besin ihtiyacini karsilamak iizere siit liretmek ve salgilamaktan

sorumludurlar.

Subkutan yag dokusu
Yagh bag doku

Cooper ligamentleri
Meme bas:i
(Nipple)

Areola

Laktiferoz sinus
Laktifer6z duktus

Meme loblla

Sekil 4. Memenin yapist (https://www.turkcerrahi.com/makaleler/meme/meme-anatomisi/> den
alinmustir)

Goriilme siklig1 agisindan meme kanseri, akciger kanserinin ardindan diinyada
en yaygin ikinci kanser tiiriidiir. Kansere bagli 6liim nedenleri arasinda da ikinci sirada
yer almakta ve kadinlarda kansere bagli 6liim nedenlerinin basim1 ¢ekmektedir
(Hutchinson, 2010). Diinya ¢apinda yilda yaklasik 1,500,000 kadina meme kanseri
teshisi konulmakla birlikte yaklasik 500,000 kadin da meme kanseri nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Amerikan kanser toplulugu istatistiklerine gére Amerika’da meme
kanserinden dolayr yilda 40,000-50,000 arasi kadinin hayatin1 kaybetmesi
beklenmektedir (Siegel ve ark. 2016). Ulkemizde kadinlar arasinda meme kanseri

vakalarmin tiim kanser tiirleri igerisinde yaklasik %40 oraninda oldugu bilinmektedir.


https://www.turkcerrahi.com/makaleler/meme/meme-anatomisi/

2000°’1i yillara dogru {ilkelerin endiistriyellesmesine bagli olarak meme kanseri
vakalarinda artis goriilmektedir. Bu artisa ragmen, glinimiize kadar gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde teknolojik yenilikler neticesinde iiretilen araglarla tarama
programlarinin yayginlasmast ve multidisipliner calismalar ile birlikte adjuvan
sistemik tedavi yontemlerinin s6z konusu olmasi sonucunda meme kanserine bagl

oliimlerde oldukg¢a azalma gézlemlenmektedir (Kavanos 2006).

Meme kanseri risk faktorleri oldukga cesitlilik arz etmektedir. Bireyi, yast ve
cinsiyeti, beslenme sekli, yasadigi cografya vb. birgok yonden etkileyecek faktorler
meme kanseri olusumu agisindan risk olusturmaktadir (Sekil 5). Meme kanseri risk
faktorleri igerisinde cinsiyet ve yas en 6nemli iki faktordiir. Erkeklerde meme kanseri
¢ok nadir de olsa goriilebilmekte ve insidans orani ¢ok diisikk seyretmektedir.
Amerika’da yilda yaklagik 2,000 civarinda erkekte meme kanseri teshis edilmekte ve
yaklagik 500 oliim gerceklesmektedir. Risk faktorlerinin basinda cinsiyet gelmekte ve
kadinlarda 35-39 yaslar1 arasinda meme kanseri vakalarinda olduk¢a hizli artis
goriilmektedir. Kadinlarin menstrual dongiilerinin tamamen sonlanmasina kadar
artmakta, 50’li yaslar ve sonrasinda ise yavas bir sekilde seyretmekte, 80 yasindan

sonrasinda ise durmaktadir (Anderson ve ark. 2005, Benson ve ark. 2009).

Meme Kanseri Risk Faktorleri Risk biiyiikliigii
TERLEVENVAS

COGRAFIK ALAN ++
MEME KANSERI AILE OYKUSU

BRCA1 ve BRCA2 GENLERINDE MUTASYONLAR ++
iLiSKILI GENLERDE MUTASYON (p53, ATM,NBS1,LKB1) ++
iYONIZE RADYASYONA MARUZIYET(cocuklukta) ++
BENIGN MEME HASTALIKLARI GECMISI ++
"~ | GEC MENAPOZ(>54) +
5 ERKEN MENARS(<12) ++
E HIC DOGUM YAPMAMA VE iLK DOGUMUN GEC OLMASI +
g YUKSEK MAMOGRAFiK MEME YOGUNLUGU ++
= | HORMON TAKVIYESi +
ORAL GEBELIK ONLEYICILER +
MENAPOZ SONRAS| OBEZITE +
UZUN BOY &
ALKOL TUKETIMIi(~1 giinde) +
IGF-1(insiilin-benzeri biiyiime faktorii-) YUKSEKLIGI ++
YUKSEK PROLAKTIN SEVIYESI +

DOYMUS YAG VE FAZLA PiSMIiS ET TUKETiMi

Sekil 5. Meme kanseri risk faktorleri (Dumitrescu ve Cotarla, 2005°ten degistirilerek almmistir)



Yas ve cinsiyet diginda cografi durum da meme kanseri vakalarinin sayilarinda
ve meme kanserine bagli 6liim sayilarinda degisikliklere neden olabilmektedir.
Endiistriyel onciiliige sahip Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya gibi bolgelerde
bulunan iilkelerde goriilen meme kanseri vaka ve dliim sayilar1 daha az endiistriyel
geligsmelerin oldugu Asya ve Afrika gibi bolgelerde bulunan tilkelere kiyasla oldukca
yiiksektir (Byme ve ark. 1995).

Meme kanserinin meydana gelmesinde cinsiyet, yas, irk gibi risk faktorlerinin
yani sira bireyin ergenlikten menapoza kadar gegcen dogurganlik hikayesi, ailede meme
kanseri vakasinin olup olmamasi gibi genetik faktorler ve cevre faktorleri de oldukca
onem arz etmektedir. Dogurganlik agisindan Ostrojen hormonuna maruz kalinan
siirenin erken menars ve ge¢ menapoz gibi nedenlerden dolay1r normalinden uzun
stirmesi, hic dogum yapmamis olmak veya ilk dogumun ge¢ yapilmasi gibi durumlar
meme kanseri goriilme sikliginin artmasiyla yakindan iligkilidir (Hsieh ve ark. 1990,
Colditz ve Roster, 2000). Genetik faktor meme kanseri agisindan ciddi bir risk
faktoriidiir. Aile bireylerinden birinde goriilen meme kanseri vakasi, bireyin
yakalanma riskini yaklasik 2 kat artirmaktadir. Genetik ¢alismalarinin artmasi ve
kanserin molekiiler yapisinin daha iyi anlagilmaya baslamasiyla birlikte kalitsal meme
kanseri ile iliskilendirilen Breast Cancer Type 1 (BRCAL), Breast Cancer Type 2
(BRCAZ2), Tumor Protein 53 (TP53) ve Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) gibi
cesitli genler tanimlanmistir. Tanimlanan genlerde meydana gelebilecek herhangi bir
mutasyon ile meme kanserinin meydana gelmesi neredeyse kaginilmaz goriilmektedir

(The Lancet 2001).

Meme kanseri risk faktorleri sadece yas, cinsiyet vb. gibi nedenlere bagh
kalmamakta ve bireyin sosyoekonomik durumu, radyasyona maruziyet, hormon
replasman tedavisi gibi faktorlerin de risk olusturabilecegi bilinmektedir (Kelsey ve
ark. 1981).
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2.1.1.2. Meme Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi

Histolojik olarak meme kanseri iki sinifa ayrilmaktadir. in-situ karsinom ve
invaziv karsinom olarak iki ve her bir kategori kendi altinda yapisal farkliliklar
gosteren cesitli alt sniflara ayrilmaktadir. In-situ karsinom sitolojik olarak birbirinden
ductal ve lobiiler olarak iki alt sinifa ayrilmaktadir. Ductal meme karsinomu en yaygin
goriilen meme karsinomu olarak bilinmekte ve bes farkli alt sinifa (Komedo, Papiller,

Mikropapiller, Solid ve Kribriform) ayrilmaktadir (Sekil 6) (Malhotra ve ark. 2010).

MEME KANSERI
infiltrat
v Ductal /
s [ Tiibiiler ) ’ —_—
DUCTAL | LOBULER i )
y Diicial [ Meduller |
N - “ Lobiiler ‘ L e S
Komedo Disiik histolojivaryasyonr o invaziv \ / Infiltrat Miisinz )

. Lobiiler '\ Ductal /'

)%thammwer
Kribriform

Sekil 6. Meme kanseri histolojik siniflandirma (Malhotra ve ark. 2010’dan
degistirilerek alinmustir).

Meme kanseri hiicrelerinin dncelikle yakin ¢evredeki doku ve organlara genel
olarak ise tiim viicuda yayilma egilimi saldirgan-istilaci 6zelligini ortaya koymaktadir.
Invaziv olarak adlandirilan kanser hiicrelerinin bu yayilmac1 yénii in-situ karsinomlara
benzer 6zellikte histolojik olarak farklilasan alt tiplerdeki heterojen tiimorler olarak
degerlendirilmektedir. Invaziv meme karsinomlar: grubunda yer alan baslica timor

cesitlert; tiibiiler, ductal lobiiler, invaziv lobiiler, infiltrat ductal, miisin6z, meduller ve
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infiltrat ductal olarak siniflandirilmaktadir. Siniflandirma igerisinde yer alan alt tipler
istila yetenekleri agisindan degerlendirildiginde infiltrat ductal meme kanseri tiim

lezyonlarin %80’ini olusturmaktadir (Li ve ark. 2005, Lester ve ark. 2009).

2.1.1.3. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi

Son yillarda gen profillerinin analizlerine yonelik ¢alismalarin artmasi ile tim
kanser ¢esitlerinde oldugu gibi meme kanserinde de farkli molekiiler alt tipler tespit
edilmistir (Sekil 7). Klinik calismalari agisindan farkli boyutlarda heterojenlik
gosteren meme kanseri molekiiler anlamda “Hormon reseptdr pozitif”’ ve “Hormon
reseptor negatif” olarak iki ana baglik ile siniflandirilmistir. Hormon reseptdr pozitif
meme kanserleri iki alt tipte incelenmektedir. Luminal A ve Luminal B olarak
adlandirilan bu iki alt tip luminal sitokeratinlerinin olduke¢a yiiksek ifade edilmeleri
sebebiyle bu sekilde adlandirilmislardir. Ayn1 zamanda normal meme dokusu luminal
epitelyal hiicrelerin genetik markerlarinin da yiiksek ifadeleri ile bilinmektedirler

(Geyer ve Reis-Filho 2009, Schnitt 2010, Maciejczyk 2013).

iNVAZiV DUCTAL KARSINOMLAR 1

BAZAL BENZERI

ER-,PR-.HER2-

\ CK5/6 ve/veya
EGRF

LUMINAL A \
ER+,PR+, HER2-

/ LUMINALB
[ ER+, PR+, )
Q HER2+ 4
L _ HER2+

ER+, PR+

Sekil 7. Meme kanseri molekiiler siniflandirma (ER: Estrogen Reseptor, PR: Progesteron
Reseptor, HER2: Human Epidermal Growth Reseptér 2) (Sandhu ve ark. 2010’dan
degistirilerek alinmustir).
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Luminal A tipi hormon reseptor pozitif grubundan olan meme karsinomu tiim
meme kanserleri icerisinde yaklasik olarak %60 oraninda yer kaplamaktadir. Luminal
A tipi tiimorler genellikle iyi prognoz 6zelligi gostermekte ve hormon tedavileri ile

yanit alinmaktadir (Satiriou ve Pusztai 2009).

Luminal B tipi timor hormon reseptdr pozitif sinifinda yer alan bir diger meme
kanser tiimoriidiir. Tiim meme kanserleri igerisinde yaklasik %15 yer kaplamakta ve
prognoz acisindan degerlendirildiginde orta diizey olarak kabul edilmektedir. Luminal
A tipi ile benzerlik gostermekle birlikte daha fazla agresif, yayilmaci ve kotii prognoz

ozelligi ile 6ne ¢ikmaktadir (Schnitt 2010, Malhotra ve ark. 2010).

Hormon reseptdr negatif meme kanserleri olarak adlandirilan molekiiler
smiflandirmada ise Human Epidermal Growth Reseptor 2 (HER-2) pozitif ve bazal-
benzeri gruplar yer almaktadir. HER-2 pozitif tiim meme kanserlerinin %15’ini
olusturmakta ERBB-2 geninin yiiksek ifadesine karsin hormon reseptorlerinin diisiik
ifadeleri veya hi¢ ifade edilmemeleri ile karakterizedir (Schnitt 2010, Maciejczyk
2013). HER-2 pozitif oldukea yiiksek farklilagsma yeteneginde ve hizli bir sekilde lenf
nodiillerine metastaz yapma egiliminde olmasi ile siiflandirmadaki diger meme
karsinomlarina gore ¢ok daha kotii prognoz ile degerlendirilmektedir. Bazal-benzeri
gruplar hormon reseptér negatif meme kanseri grubunda yer alan bir diger timor
grubudur. Tiim meme kanserleri icerisinde %15 orana sahip olup gen calismalar
neticesinde degil de patolojik ¢aligmalar sonucu ortaya konmasi ile diger alt tiplerden
ayrilmaktadir ve ayn1 zamanda kotii prognoz yetenegindedir (Laaskso ve ark. 2005,
Moinfar 2008).

2.1.1.4. Meme Karsinogenezinde Genler

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi meme kanserinde de kanser mekanizmasi
tek bir hiicreden dokuya, dokulardan organlara sigramasina kadar kompleks bir yapiya
sahiptir. Meme kanserinin tlimor olusana kadar ki siireci bu kompleks yapidan dolay1
¢ok asamali karsinogenez olarak tanimlanmaktadir (Sekil 8). Meme kanserinin evrimi

ve genetik agidan predispozan etmenlerin somatik faklilagmalarla etkilesimi oldukca
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karmagiktir. Hormonlardan biiylime faktorlerine, predispozan genlerden genetik
degisikliklere, Ostrojen reseptorlerinden timdor baskilayict genlere ve onkogenlere
kadar ¢ok asamali komplike bir sistem mevcuttur. Bu ¢ok asamali karsinogenezde
normal epitelyal hiicre dncii kotii huylu anormal hiicreye donmekte ve sonrasinda
klonlanma yontemi ile hiicre ¢ogalmasi gerceklesmekte ardindan 6ncii koti huylu
lezyona ve daha sonra da in situ karsinoma evresine gegmektedir (Beckmann ve ark.
1997). In situ karsinoma evresinde meydana gelen lezyonlar saldirgan tutum gosterip
invaziv hale geldikten sonra lenf ve kan damarlar1 vasitasiyla 6nce yakin doku ve
organlara ardindan tiim viicuda yayilarak bagisiklik sistemini etkisiz hale getirerek
metastaz evresine gegmektedir. Timor olusum siiresince gerceklesen her bir adimda
kanser hiicresi secici olarak bir avantaj elde etmektedir. Kanser hiicresinin kazandig
bu avantajlar neticesinde biiylime ve yeni 6zelliklere sahip olacagi genetik siirecin
icerisine girmektedir. Genetik siire¢ igerisinde meydana gelen olaylar kromozomlarin
translokasyonu, genlerin kuvvetlerindirilmesi-redunanzi ve nokta mutasyonlari
oldugu gibi kromozom vyitikleri, gen duplikasyonlari da yer almaktadir. Meydana
gelen bu olaylar genlerin ifadesinde bir takim degisiklikler ile sonuglanmakta ve

sonrasinda tiimor olusum siireci baglatilmaktadir (Kenemans ve ark. 2008).

Tlimorgenezis olarak adlandirilan timoér olusum siirecinde hiicre iginde
meydana gelen olaylarda degisik etkiler gosteren ti¢ farkli gen grubu mevcuttur.
Onkogenler olarak adlandirilan ve normal fonksiyonlara sahip proto-onkogenlerin
mutasyonu ile olusan gen grubu, hiicre biiylimesinde 6nemli rolii ile kanser olusumuna
neden olan bir faktordiir. Proto-onkogenler hiicrede biiyliime, ¢ogalma ve farklilasma
i¢in alinan sinyalleri zardan ¢ekirdege kadar iletmekle gorevli olan genlerdir. Meydana
gelen mutasyonlar ile proto-onkogenlerin yapisinda olusacak hasar, genin yapisini

degistirir ve hiicrenin kontrol mekanizmasi ortadan kaldirir (Gelmann 1998).
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" Normal Epitel ‘

Predispozangenler: BRCA1, ’/////% I-:2r:1::::2: osrt;rajigln
BRCA2, p53, AT prog P
Biiyiime Faktorleri: EGF,

TGFa, IGF-1/2, gp53,
amphiregulin, heregulin

\' Hiicre Cogalmasi ‘

Genetik degisiklikler:

Ostrojen Reseptorleri:
-Onkogenler
8q24,11q13, 17q12 ‘

Atipik Hiicre ‘ ‘ heterojenite, mutasyon,
-Tiimor Baskilayici Genler

5l transkripsiyon degisiklikleri,
ogalmasi hipermetilasyon, LOH
1p: 1ql 3pl qu ll‘pl 11ql 13ql | 6q25,1, Ex5 silinmesi

16q 17p, 17q, 22q

invazyon: uPA,
catepsinD, B,
collojenler I-1V,
metaloproteinazlar

Yakin Bolge
Metastazlari

‘ in situ ‘
Karsinoma

Hiicre Adhezyon Molekiilleri:

Ureme Faktorleri:

N-CAM, integrinler, E-
kadherin \ erbB1-4, myc, int-2, ras, X‘—

mos, raf
. 5 Metastaz: NME1, CD4 =

‘ Invaziv ‘ Anjiyogenez: FGF,APF, ‘ Uzak Bélge ‘
Karsinoma D31 Metastazlari

Sekil 8. Meme kanserinde ¢cok asamali karsinogenez (BRCAL/2: Breast Cancer type 1/2
susceptibility protein, AT: Ataxia telangiectasia, p53: Protein53, N-CAM: Neural Cell
Adhesion Molecule, E-kadherin: Epitelyal katerin, uPA: urokinase-type Plasminogen
Activator. erbB1: epidermal growth factor, int-2: FGF3, FGF: Fibroblast Growth Faktor,
APF: Alpha Fetoprotein, CD31: Cluster of Differentiation 31, TGFa: Transforming Growth
Factor a, IGF1/2: Insulin-like Growth Faktorl/2, LOH: Loss of Heterozygosity) (Beckmann
ve ark. 1997°den degistirilerek alinmigtir).

Bir diger gen grubu tiimor supresor genler onkogenler ile birlikte kanser
olusum siirecinde rol alir ve zit yonlii bir ¢alisma sergiler. Timor supresor genler hiicre
biiyiimesi, hiicre bdliinmesi ve hiicre oliimiine sebep olan unsurlar1 engelleyen
proteinleri ifade etmektedir. Timor baskilayici genlerin bu ifadesi hiicrenin
bliylimesinde gorevli genlerin iizerindeki kontrolii ile tiim6ér olusumunu
engellemektedir. Meydana gelen genetik farkliliklar ile tiimor baskilayici genlerin yapi
ve islevlerinde olusacak hasar, tiimor baskilayici genlerin hiicre biiyiimesi tizerindeki
kontroliinii ortadan kaldirarak kanserin gelisimine katki saglamaktadir (Fearon ve
Bommer 2008). Meme kanseri tiimdrgenezisinde li¢lincli ve son grup DNA’nin yapi
ve biitiinliigiinii korumak iizere hasar mekanizmasi olarak islevi olan DNA tamir
genleri olarak adlandirilan gruptur. Iyonize radyasyon, UV ve birgok kimyasal ajan
DNA’ya zarar vermekte ve mutasyonlara neden olmaktadir. DNA’nin kendini
tekrarlama asamasinda meydana gelen hatalar da mutasyonlara neden olmaktadir.

DNA hasar mekanizmasi olusan bu mutasyonlari en diisiik seviyede tutacak baz1i DNA
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tamir genlerine sahiptir. Bu genlerde olusacak mutasyonlar ise olusan mutasyonlari
Onleyemedigi gibi DNA onarimma engel teskil etmekte ve birikmesine sebep
olmaktadir. Bir siire sonra hiicrede meydana gelen birikme, hiicrenin tamir kapasitesini
asarak DNA’nin kendini tekrarlama evresinde ortadan kaldirilamayan hasarlar ile
birlikte yeni mutasyonlarin temel kaynagina doniismektedir (Loeb 2001, Wilson
2002).

2.1.1.5. Meme Kanserinde Etkili Olan Onkogenler

Meme kanseri arastirmalarinda yapilan gen analizleri, kanser olusumunun bazi
onkogenlerin aktivasyonuna yol acan bazi genetik degisiklikler ile iliskili oldugunu
ortaya koymaktadir (Fearon ve Bommer 2008). Kanser olusumuna onkogenlerin
katkis1 hakkinda iki farkli hipotez One siiriilmiistiir. Onkogenlerin ekspresyon
seviyesindeki kantitatif degisiklikler ve onkogen yapisinda meydana gelen
degisiklikler olarak belirtilen bu hipotezler onkogenlerin kanser olusumuna nasil etki
gosterdiklerini anlamak agisindan agiklayici olmaktadir. Onkogen aktivasyonuna
sebep olan molekiiller mekanizmalar gen redunanzi-amplifikasyonu, nokta
mutasyonlart veya kromozomal mutasyon mekanizmalaridir. Bu molekiiler
mekanizmalarda meydana gelen mutasyonlar ile ortaya ¢ikan onkogenler ve bu
onkogenlerin iriinleri hiicrede tutunduklari bolgelerde spesifik etkileri ile hiicrenin
fizyolojik aktivitesinde bir takim degisiklikler olusturmaktadirlar. Proto-onkogenler,
dizilerindeki tek bir bazin degismesi ile onkogenlere doniisebilmektedirler. Somatik
hiicrelerde onkoproteinlerin sentezlenmesine yol acarak hiicre boliinmesi ve gelisimini
uyarip kanser meydana getirmektedir. Meme kanserinde hiicresel yolaklar tiim kanser
tiirlerinde oldugu gibi genetik mekanizmalar tarafindan etkilenmekte ve biyolojik
olaylarin siki iligkisi goz Oniline alindiginda teshis ve tedaviye yonelik uygulamalar
sorun olmaya baglamaktadir. Meme kanserinde etkili olan ve proto-onkogenlerin
mutasyonlart sonucu meydana gelen onkogenler cerB-2, c-myc, CCND1, Cyclin E ve
RAS genleri olarak bilinmektedir (Osborne ve ark. 2004).
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2.1.1.5.1. cerB-2 Onkogeni

HER-2/Neu veya pl85 adlartyla da bilinmekte olan cerB-2, 185 kDa
(kilodalton) biiyiikliigiinde 17.kromozomda q12’ye yerlesmis, hiicre boliinmesine ve
farklilagsmasina katilmaktadir. Meme kanseri ig¢in 6nemli bir prognostik belirteg olarak
kabul edilen cerB-2 geni, gen amplifikasyonu ve yiiksek ekspresyon sebebiyle kanser
patogenezine katilmaktadir. cerB-2 plazma membranina yerlesmis ve meme kanseri
calismalarinda ve tedavisinde oldukga fazla {izerinde durulan onkogenlerden biridir
(Kurebayashi 2001). HER’in tiim tiyeleri (HER/1,2,3,4) arasindaki liganda baglh bir
heterodimerizasyon cerB-2 sinyal yolagini aktif hale getirmektedir. cerB-2 geninin
amplifikasyonu ya da protein miktarinin fazla ifade edilmesi meme kanseri
vakalarinda neoplastik hiicrelerin %10-40’1nda gosterilmistir. Kopya sayisinin artmasi
ile tiimoriin siddeti arasindaki iliski olduk¢a anlamli olarak ifade edilmistir. Metastatik
olmayan meme kanseri hiicrelerinde cerB-2 nin kopya sayisi kotii prognozla yakindan
iligkilidir. Yapilan ¢aligsmalar cerB-2 geninin tek basina bile prognoktik bir faktor
olabilecegini gostermistir (Allred ve ark. 1992).

2.1.1.5.2. c-Mcy Onkogeni

8q24 kromozomuna yerlesmis 62 kDa biiyiikliigiinde, hiicre proliferasyonu,
hiicre farklilasmas1 ve apoptozla iliskili genlerin trankripsiyonunu diizenleyen bir
fosfoprotein olan c-Myc geninin amplifikasyonu hiicre dongiisiinde bozulmaya neden
olarak p53’e bagli yoldan hiicreyi apoptoza yollamaktadir (Facchini ve ark. 1998). c-
myc’nin fazla ekspresyonu veya gen yapisindaki mutasyonlar meme kanserine neden
olmaktadir. Meme karsinomlarinin yariya yakininda myc proto-onkogeni normal
sayisindan birkag kat fazla klonlanmis oldugu, invaziv duktal meme karsinomlarinda
ise myc geninde bir takim degisiklikler oldugu belirtilmistir. c-myc, hiicre dongiisiiniin
G1 ve S asamalarindaki geg¢is mekanizmasinda regiilatér gorevinde olan siklin ve
siklin bagimli kinaz proteinlerinden cyclin D1-D2, cyclin E, CDK2, CDK4 ve p27
genlerini stimiile ederek veya aktive ederek hiicre metabolizmasini hizlandirip,
hiicrenin ¢ogalmasina ve genomik istikrarsizlifa neden olmaktadir. Apoptotik

mekanizmada ise IL-3 proteini eksikliginde c-myc geninin ekspresyonunda artis, hiicre
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dongiisiiniin S asamasina gecisini  gergeklestirerek hiicrede 6lim  oranini

hizlandirmaktadir (Liao ve Dickson 2000).

2.1.1.5.3. RAS Onkogeni

G proteinleri ailesinden olan ve 21 kDa biiyiikliige sahip olan Ras proteinleri
guanozin niikleozitlerini baglama yetenegindedirler. Onemli bir sinyal iletim molekiilii
olarak plazma membraninda biiylime faktorii reseptorlerinin sitoplazmik parcalarina
yakin yerlesmiglerdir. Memeli canlilarda Ras genleri sirasiyla 1., 11. ve 12.
kromozomlarda yer alan N-Ras, H-Ras ve K-Ras olarak kayit edilmistir (Osborne ve
ark. 2004). GTP ile aktif hale gelirler ve protein kinazlar ile mitozun aktiflesmesinde
gorev alirlar. Ras onkogenik 6zelligine nokta mutasyonu veya gen ekspresyonunda
meydana gelen artiglarla sahip olur. Meme kanserinde Ras onkogenlerinde en fazla
goriilen mutasyon sekli asir1 ifade edilmesidir. H-ras’m asirt ekspresyonu lenf
nodiillerine sigramis metastazlarda ve ileri evre tiimorlerde goriilmiistiir. Ras’in
yiiksek ekspresyonu hiperplastik harabiyetler ile kiyaslandiginda invaziv meme

karsinomalarinda daha yiiksek bulunmustur (Gelmann 1998).

2.1.1.6. Meme Kanserinde Tiimér Baskilayic1 Genler

Meme kanserinde, kanser hiicresinin olusumu ve ardindan tiimor dokusunun
meydana gelmesinde onkogenik faktorlerde gergeklesen farkliliklarla birlikte bir¢cok
biyolojik ve hiicresel metabolik yolaklarda gorev alan tiimor supresér genlerin de
inaktivasyonuna sebep olan ¢esitli genetik degisimler s6z konusudur (Osborne ve ark.
2004). Tumor supresdr genlerin aktivasyonu hiicrenin doniisiimiinii engellemekte,
inaktivasyonu ise kanser hiicresinde biiylime ve ¢ogalma icin gerekli olan proteinleri
kodlamaktadir. Tiimor supresor genlerin inaktivasyonlar farkli genetik mekanizmalar
tarafindan gerceklestirilmektedir. Kromozomal delesyonlar, intragenik mutasyonlar
ve metilasyon aracili transkripsiyonel susturulma ya da proteoliziz artig1 sonucu olusan
ekspresyon kayiplar1 gibi mekanizmalar tiimdr supresdr genleri inaktive ederek
apoptoz, DNA hata tamiri, sinyal iletimi, hiicre dongilisii gibi hiicrenin 6nemli

fizyolojik fonksiyonlarimi etkilemektedir. Meme kanseri iizerine yapilan arastirmalar
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timdr supresor genlerin cesitli fonksiyonlar1 ve hiicresel yerlesimleri ile meme
karsinogenezinde énemli yeri oldugunu ortaya koymustur. Oncelikle ailesel meme
kanserinin ortaya ¢ikmasinda onemli rolii olan BRCAL1 ve BRCA2 genleri genetik
caligmalar1 agisindan dikkat ¢gekmekte ve bu genlerle birlikte TP53, PTEN, FHIT ve

RB1 genleri timdr supresor genleri igerisinde yer almaktadir (Oliveira ve ark. 2005).

2.1.1.6.1. BRCA1 ve BRCAZ2 Genleri

Meme Kkanserinin meydana gelme siirecinde ¢esitli genlerin rollerinin
bulunmasiyla birlikte, teshis konulan vakalarin %5°1 ile %10’unda otozomal gegis
goriilmektedir. Ozelikle kalitimsal siirekliligi korumada islevsel proteinleri iiretmekte
olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinin germ hiicrelerindeki mutajenik varyasyonlari
genetik meme kanseri olusumunda rol oynamaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genleri meme
kanseri olusumunda ailesel meme kanseri siniflandirmasina dahil edilmislerdir. Ailede
meme kanseri hikayesi mevcut oldugu durumlarda bireyin meme kanserine yakalanma
riski %50-85 oranlarinda oldugu belirtilmistir (Wooster ve ark. 1994, Griffith ve Olin
2012).

BRCAL geni 1863 amino asitlik proteinleri kodlayan bir gen olarak 17q21.
kromozomda yer almaktadir. BRCA2 geni ise 3418 amino asitlik proteinleri kodlayan
gen olarak kromozom 13ql2’de yer almaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin
kodladig1 proteinlerin, hiicre ¢ogalmasinin denetiminde tiimor baskilayict proteinler,
transkripsiyon denetiminde yer alan proteinler, hiicre dongisiiniin denetimin
basamaklarinin dnemli proteinleri ve DNA hasar ve tamir mekanizmasinda rol alan
proteinler ile yakin iligkili olduklar1 belirtilmistir (Wooster ve ark. 1994, Griffith ve
Olin 2012). Genetik siirekliligin denetiminde islevsel olan DNA hasarinda ve hasar
sonucu tamir mekanizmasinda rol alan tiimdr baskilayict gen 6zelligi gosteren BRCAL
ve BRCA2 genleri basta meme kanseri olmak iizere pankreas, prostat ve yumurtalik
kanserlerinde mutasyonlarla birlikte aktivasyonlarim1 kaybetmektedirler. BRCAL ve
BRCAZ2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar, kodladiklar1 proteinlerin de
aktivasyonlarin1  kaybetmelerine neden olarak hiicreyi tiimoér olusumuna

gotliirmektedirler (Wooster ve ark. 1994, Griffith ve Olin 2012).
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BRCA1 ve BRCA2 genlerinde olusacak mutasyonlar ailesel meme kanseri
vakalarinin yaklasik %10 undan sorumlu olmaktadir. Meme kanseri siniflandirmasina
bakildiginda biiyiik bir oran teskil eden triple-negatif meme kanserinin tani, teshis ve
tedavisinde, kalitsal yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki
mutasyonlarin detayli incelenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir (Griffith ve Olin

2012).

BRCA1 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan kanser vakalarina
bakildiginda erken yas meme kanserleri goze ¢arpmaktadir. Bu tip erken yas kanserleri
kot prognoz, invaziv duktal karsinoma ve triple negatif kanserler olarak
tanimlanmaktadir. BRCA2 geni mutasyonlarinin sonucunda olugan meme kanseri ise
invaziv lobiiler ya da tiibiiler lobiiler smifta konumlandirilmaktadir. BRCAZ2
mutasyonu sonucu olusan meme kanserleri ileri evre kanserleri olarak
degerlendirilmekte, ¢cevre ve yaslilik etkisi sonucunda meydana gelen, bir diger ifade
sekliyle de DNA hasarinin zamanla birikmesi ile olusan kanser tiirleri arasinda

gosterilmektedir (Wooster ve ark. 1994, Alpert ve Haffty 2004 ).

BRCAL ve BRCAZ2 genlerinde olusan mutasyonun toplumsal oranlamalarinda
farkliliklar oldugu bildirilmistir. Genetik olarak bazi etnik gruplarda oldukca 6zel
mutasyon ¢esitleri belirlenmistir. Askenazi Yahudilerinde ve Ruslarda “founder
mutation” olarak bilinen bir mutasyon ¢esidinin, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde bu
irklara 6zgii olarak varlig: tespit edilmistir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde genlerinde
yapilan ¢aligmalar incelendiginde Tiirk niifusunda bu mutasyon oranlarinin yaklagik

%10 civarinda oldugu belirlenmistir (Roa ve ark. 1996, Egeli ve ark. 2006).

2.1.1.6.2. TP53 Geni

Tiimor gelisiminde rol aldigr ortaya konulan p53’°lin mutasyonlarindan biri
olarak kabul edilen TP53, DNA tamir mekanizmasi, apoptozis, gen ifadesinin
diizenlenmesi, yaslanma ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev alan bir gendir. P53
genlerdeki mutasyonu onleyerek, mekanizmada stabiliteyi korumadaki roliine atifla

“genlerin koruyucusu olarak tanimlanmis” ve TP53, timo6r protein P53, timor
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supresor p53 gibi isimlendirilmistir (Strachan ve Read 1999). TP53 17. kromozomun
kisa kolu tizerinde 20 kb’lik bir alanda 11 ekzonluk bir gen tarafindan kodlanmaktadir
(Varley ve ark. 1997). P53 ilk tanimlandigi dénemlerde birgok tiimoér gesidinde
aktivasyon gosterebilecegi hipotezi tizerinde durulmustur (Polager ve Ginsberg 2009).
Neredeyse tiim tiimdr tiirlerinden en az yarisinda p53’in @ mutasyonlari
gozlemlenmistir ve bu mutant genlerin birden fazla mekanizma ile aktive edilecegi
bildirilmistir. Bu mekanizmalardan birisinde DNA viriisii proteinleri kodlamakta ve
p53’1 inaktif hale getirmektedir. Ger¢eklesen dongii ile birlikte Human Papilloma
Viriis (HPV) 16 ve 18 serviks kanserinde tespit edilmistir (Levine ve Oren 20009,
Ferenczy ve Franco 2002). Bir bagska mekanizma ise upregulasyon mekanizmasidir.
P53’in 6nemli bir negatif diizenleyicisi olan Mouse Double Minute 2 Homolog
(Mdm2), p53°ii stresten uzak tutmaya yardimci olur. Mdm2’nin bazi tiimérlerde asirt
ifadesi p53°lin inaktivasyonu ile iliskilendirilmistir (Marine ve Lozano 2010). TP53
geninde meydana gelen degisimlerle birlikte olusan mutasyonlarin meme kanserindeki
siklig1 yaklasik olarak %30’dur. TP53 mutasyonu tespit edilen bireylerde HER2 nin
asir1 redunanzi belirlenmistir ve mutasyonlarin tiimor alt tipleriyle iliskili olacagi

belirtilmistir (Dumay ve ark. 2013).

2.1.1.7. Meme Kanserinde Metastaz

Metastaz, tiimér hiicrelerinin orjinlerinden ayrilarak uzak doku ve organlara
yerlesip sekonder tiimdrler olusturmasiyla belirgin olan, migrasyon ve invazyon gibi
tiimor hiicrelerinin go¢ii ve ulagtiklar: bolgeyi istila etmesi gibi siiregleri de kapsayan
kontrolsiiz faaliyetler olarak adlandirilmaktadir. Intravazasyon olarak da ifade edilen
metastaz olusumu belli bir siiregten meydana gelmektedir. Bu siireg igerisinde kanser
hiicresi kendisini tedavi i¢in kullanilan takviye ajanlara ve bagisiklik sistemi
tarafindan ortadan kaldirilmasina yonelik girisimlere karsin direngli olmak adina bir
takim ozellikler edinmektedir. Sahip oldugu bu 6zellikler kanser ile miicadelede isleri
zorlastirmakta ve bu nedenle uzak bolge metastazlar1 kanser agisindan kétii prognoz
olarak degerlendirilmektedir. Metastaz, kanser hiicrelerinin yeni olusan veya

olusmakta olan damarlar araciligi ile dolagima girmesi, lenf sistemine girerek farkli
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lenf nodlar1 araciligryla sekonder tiimorler olusturmasi ve viicut bosluklarindan bitisik

doku veya organlara gecmesi seklinde yayilmaktadir (Liileyap 2008, Maricic 2006).

Kanserin metastaz yaptigi doku ve organlara yayilimi timériin ¢esidine,
bulundugu yere ve metastatik hiicrenin dagilim yoluna bagli olarak degisim
gostermektedir. Kanser hiicrelerinin en fazla metastaz yaptig1 yerler karaciger dokusu,
beyin, akciger, kemik dokusu ve adrenal bezler olarak bilinmektedir. ilk olarak
19.yy’da Stephen Paget, metastaz yapmis meme kanserinden hayatin1 kaybeden 700
kadina yaptigi otopside kanser hiicrelerinin dokulara yerlesme egilimlerinin
Ozellesmis oldugunu tespit etmistir. Paget calismasinda meme kanseri hiicrelerinin
fizyolojik kalsiyum ihtiyaclarinin, kalsiyum agisindan zengin olan kemiklere metastaz

yaptiklarini ortaya koymustur (Wong ve Pavlakis 2011).

Metastatik kanserde tedavi, genellikle metastazi uzaklastirmak ya da
notralizasyonunu saglamayi, lokalize metastazlar1 terapi ile yok etmeyi ve yeni
olusumlar1 engellemeyi hedeflemektedir. Lokal kanser tedavisinde cerrahi
miidahaleler etkili olmaktadir. Sistemik kanserde ise cerrahi oncesi veya cerrahi
sonrast kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavileri s6z konusu olmaktadir.
Tedavilerden herhangi birinin veya kombinasyonlarinin tercih edilmesi kanser tiiriine,
metastatik olup olmadigina, say1 ve yerlesim yerine, yas, genel durum gibi bir¢ok
faktore baglidir. Metastatik kanserlerde her gecen giin etkili ve tolere edilebilir
tedaviler bulunmasi igin ¢aligmalar artmakta ve yeni yontemler hedeflenmektedir
(Sosic ve ark 2003, Burdall ve ark 2003).

Meme kanseri arastirmalarinda ortaya konan verilere gore invaziv meme
kanserli hastalar tim yeni kanser vakalarinin yaklasik %30’unu, kansere bagh
oliimlerin ise %15°1 kadarini olusturdugu belirtilmistir. Primer meme kanserine maruz
kalan hastalarin, meme kanserinin molekiiler biyolojisi {izerine calismalar ve bu
caligmalara bagli gelismeler, erken tan1 yontemleri ve ¢esitlenen tedavi olanaklarina
ragmen, tedavileri sonrasinda yaklasik %35’inde meme kanserinin tekrardan ortaya
ciktig1 goriilmektedir (Abramovitz ve Leyland-Jones 2006). Uygulanan tedavilerin

metastatik meme kanseri hastalarinin yasam siirelerini uzattig1 goriilse de kanser
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hiicrelerinin gelistirmis olduklar1 diren¢ ve diren¢ mekanizmalarinin karmasikligi
kanserin tekrardan ortaya cikmasina zemin hazirlamaktadir. Yapilan c¢aligmalar
neticesinde ortaya konan bazi veriler, hormon reseptdr pozitif meme kanseri
vakalarinin yariya yakininda endokrin tedavide kullanilan tamoksifen adli ilaca karsi
yanit almamadigin1 gostermektedir. Uygulanan kemaoterapi ajanlarina karst %40
oraninda bir yanit alinmasina ragmen triple-negatif meme kanserli hastalarda rezidiiel
hastalik varlig1 ve tekrar ortaya ¢ikma riskinin iligkili olabilecegi gosterilmistir. Son
zamanlarda yapilan calismalar ile meme kanserinin yeniden ortaya c¢ikmasi ve
metastaz siirecinde etkili olan molekiiler mekanizmalarin farklilik gosterdigine dair
bilimsel goriisler 6ne siiriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda ortaya konan veriler, meme
kanserinde metastatik boyutun davranissal agidan saldirgan, fenotipik a¢idan degisen,
primer kanser hiicreleri igerisinde bulunan hiicre alt populasyonlarinin molekiiler
profillerinde olusan genetik ve epigenetik farkliliklardan meydana geldigini

gostermektedir (Bertram 2000, Vannini ve ark. 2015).

2.1.1.8. Meme Kanserinde Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinde genel olarak cerrahi yontem, radyoterapik yontem ve
kemoterapik yontem kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemlerine ek olarak hormon
terapisi ve biyolojik yontemler de kanser tedavisine farkli yaklagimlar olarak temel
tedavi yontemlerine destek olarak uygulanmaktadir. Tedavide kullanilan yontemlerin
her birinin avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Kanserin bireye has bir hastalik
olmasi, tedaviye alinan yanitlarin her bir bireyde farklilik arz etmesi sebebiyle tek ve
kesin bir tedaviden s6z etmek neredeyse imkansizdir. Cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi uygulamalari yalniz basina olabildigi gibi gerekli sartlarda once cerrahi
miidahale ardindan da radyoterapi ve kemoterapi uygulamalar1 yapilabilmektedir

(Baykara 2016).

Meme kanserinde radyoterapi, kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak {iizere
yiiksek enerjiye sahip 1sinlarin veya yiiksek enerjili partikiillerin kullanilmasi ile
gerceklestirilmektedir. Meme, koltuk alti bolgeleri veya gogiis duvarinda cerrahi

midahale sonrasinda kalmis olan kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla tercih
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edilmektedir. Meme kanseri semptomlar1 olan ve 6zellikle merkezi sinir sistemine
veya kemik dokusuna yayilmis olan hiicreleri 6ldiirmek i¢in de kullanilabilmektedir

(Darby ve ark. 2011).

Sistemik terapi olarak da adlandirilan kemoterapi ayni zamanda hormon
tedavisi ve hedefe yonelik tedaviyi de kapsamaktadir. Kan dolasimindan gegen ve
viicudun hemen her yerini etkileyen bir tedavi yontemi olarak tanimlanmaktadir.
Kemoterapik ajanlar hizli ¢ogalma yetenegindeki kanser hiicrelerini hedef alirken
hormon tedavisi kanserli hiicreleri ve dolayisiyla dokuyu etkileyen hormonlarin
salmimini azaltma, artirma veya bloke etme gibi aktivasyonlar gosterebilen bir

mekanizmaya sahiptir (American Cancer Society 2017).

2.2. Apoptozis

Apoptozis hiicrenin programli 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Kanserde,
hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve biiyliimesi, hasarli bir sekilde boliinmiis olan veya
denetim mekanizmalarindan kagan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi bir¢ok
metabolik sorunun mekanizmasini tanimlayabilmek adina 6nemli bir yer tutmaktadir.
Normal doku ve organlarin homeostazisi i¢in diizenlenmis olan ve ayni zamanda
nekrotik olmayan belli bir program dongiisiinde hiicreyi 6liime gotiiren siirecin tamami
“apoptoz” veya “apoptozis” olarak adlandirilmaktadir (O’Brien ve Kirby 2008, White
2011). Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesinin (Nomenclature Committee on Cell
Death- NCDD) son giincellemesi ile birlikte ¢esitli hiicre dliim tipleri tanimlanmustir.
NCDD’ye gore intrinsik apoptoz, ekstrinsik apoptoz, mitokondriyal gecirgenlige bagh
nekroz, nekroptozis, piroptozis, parthanatos, entotik hiicre 6liimii, lizozom bagimli
hiicre Oliimii, otofaji bagimli hiicre 6liimili, immiinojenik hiicre 6liimii, hiicresel
senesens ve mitotik katastrofi hiicre 6lim tipleri seklinde yaklasik 15 ¢esit programli
hiicre 6liimii literatiirde yer almistir (Sekil 9) (Galluzzi ve ark. 2018). Uzerinde
arastirmalarin yapildigi yaygin olanlari ise otofajik 6liim, nektoptozis ve apoptozis
olarak tanimlanmistir (Savitskaya ve Onishchenko 2015). Oldukga 6zenli bir sekilde
diizenlenmis olan programli hiicre 6liimii; hiicrenin normal isleyisi, immiin sistemin

diizgiin bir sekilde gelisimi, hormonal atrofi ve daha birgok gelisimsel mekanizmadan
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sorumludur. Hiicrenin ¢ekirdeginde, kromozomlara kodlanmis olan hiicre intihari
girisimi olarak da tanimlanmis olan apoptozisin, bu intihar iglemi ile doku
homeostazinde, viral enfeksiyonlarda, fizyolojik hiicre 6liimiinde ve mutasyona karsi

savunmada 6nemli rol oynamaktadir (Kam ve Ferch 2000, Martinez ve ark. 2010).

Programls hiicre 6limi

/

T

Alternatif Yollar;
Apoptozis
Paraotozis, Piroptozis,
Otofajik Hicre Olimi Oncozis, Pironekrozis, Hiicre
Kannibalizmi, Methuozis
Anaoikis MNebroptozis
Interfaz Hiicrelerinin
apoptozisi Tamamen
Mitotik Yikim gfﬁﬂli“m"*‘ Hicre
Eriptozis,
Kornifikasyon
otk e E—
Oliimi o
Hijere Olimi

Sekil 9. Programli hiicre 6liimii tipleri (Savitskaya ve Onishchenko 2015°den degistirilerek
alimugtir).

Programli hiicre 6liim ¢esitlerinden olan nekroz ile apoptoz karistirilmamalidir.
Nekrozun nedenleri ile apoptozisin nedenleri farklilik arzetmektedir. Iskemi, hipoksi,
hipertermi, litik viral enfeksiyonlar, toksik maddeler ve asir1 oksidatif stres nekrozu
meydana getiren nedenlerdir. Apoptozda ise biiyiime hormonu eksikligi, insan
bagisiklik eksikligi viriisli, hiicre yaslanmasi, antineoplastik ilaglar, timdr hiicreleri,
cok da asir1 olmayan oksidatif stres, TNF reseptor aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler
olusum nedenleri arasinda yer almaktadir (D’Archy 2019). Molekiiler anlamda
apoptozis intrinsik ve ekstrinsik sinyal yolaklar1 ile gergeklesmektedir. Ekstrinsik
sinyal yolunda hiicre yiizeyinde yer alan bir 6lim reseptoriine, ilgili bir ligandin
baglanmast ile baslamaktadir. Oliim reseptérleri tiimér nekroz faktor (TNF) ailesine
ait reseptorlerdir ve TNF-R1, CD95 (Fas), TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 gibi reseptorleri

icermektedir. Bir 6liim ligand1 hiicre ylizeyindeki bir 61liim reseptoriine baglandiginda
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hiicre 6liim sinyali verilmis olmaktadir. Kaspaz-8 seviyelerine bagli olarak efektor
kaspazlar aktive edilmektedir. Yiiksek kaspaz-8 seviyelerinde, aktif kaspaz-8
dogrudan kaspaz-3’1 ve diger efektor kaspazlar aktive ederken, diisiik seviyelerde
proapoptotik sinyaller tarafindan BCL-2 aile iiyesi Bid’in kaspaz-8 aracili uyarisi ile
gerceklesmektedir. Bid proteini intrinsik sinyal yolunun aktivasyonuna sebep olarak
sitokrom C’nin mitokondriden salinmasina neden olmaktadir (Ashkenazi ve Dixit
1998, Esposti MD 2002).

Apoptozisin intrinsik sinyal yolagindaki siire¢ ise DNA hasar1 ve sitokinlerin
yoklugu gibi ¢esitli uyaranlar ve hiicre igerisinde meydana gelen streslere yanit olarak
olusup ilerlemektedir. BCL-2 ailesi igerisinden etkilesime giren bazi protein gruplari
mitokondriyal membrandaki sinyal yolagin1 kontrol etmektedir. Sadece li¢ protein alt
grubu bu sinyal yolagini kontrol etmekte, BCL-2 gen ailesinden bazi iiyeler apoptozisi
indiiklerken (Bid, Bad, Bax), bazi iiyeler de (Bcl-xl) apoptozisi inhibe etmektedir
(Chao ve Korsmeyer 1998).

2.2.1. Apoptozisin Olusum Mekanizmalari

Apoptozis belirli bir diizen icerisinde belirli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi,
yine belirlenmis hiicrelerin uyaranlar aracilig: ile disaridan uyarilmasi ve de hiicrenin
otokontrol mekanizmasi ile kendi kendisini tetiklemesi seklinde gergeklesmektedir.
Apoptozisin genel olarak; indiiklenme veya tetikleme, pro-apoptotik proteinlerin
aktivasyonu, hedef proteinlere saldiran kaspazlarin kaskadi, organellerin bozulmasi ve
yeniden organizasyonu, hiicrenin apoptotik baloncuklara boliinmesi, fagositoz igin
apoptotik baloncuklarin hazirlanmas1 gibi adimlart takip ettigi bildirilmistir
(Savitskaya ve Onishchenko 2015). Plazma membrani, mitokondri, endoplazmik
retikulum, golgi aparati, lizozomlar, ¢ekirdek, sentrozom ve sentrioller gibi birgok
organelin apoptozisin olusum asamasinda gorev aldig1 bilinmektedir (Savitskaya ve
Onishchenko 2015). Apoptozisin temelde 5 farkli olusum mekanizmasina-yolagina
sahiptir. Bu mekanizmalardan en yaygin olanlari, metabolik ve hipoksik stres ile
tetiklenen intrinsik yolak, digeri ise 6liim ligandlari olarak bilinen Fas-L ya da TNF-

a gibi disaridan gelen uyarilar ile tetiklenen ekstrinsik yolaktir (Sekil. 10). Diger temel
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yolaklar DNA hasarinda p53 ile aktivasyonu ger¢eklesen kaspaz-2 bagimli yolak, yine
kaspazin dogrudan aktive olmasi ile granzim-B yolagi ve son olarak da DNA

fragmantasyonu ile baslayan granzim-A yolagidir (Grilo ve Mantalaris 2019).

Oliim Yolag Reseptarieri Mitokondriyal Yolak

. Seramid Digerleri
FasL Fas/Apol/ Oksidanlar

cD95 DNA Hasari l \ /
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D D =
!j |:F . o :
Pro-kaspaz 8
J ‘ \ Sitokrom ¢

Kaspaz 8

l \Pro W APAF-1
Kaspaz 9

HL I Hedefl
licresel Hedefler Kaspazs

APOPTOZOM

Sekil 10. Memeli hiicresindeki apoptozis yolaklar. Intrinsik ve ekstrinsik yolaklar
(BID: BH3 etkilesim alan 6liim agonisti (Bh3 interacting death agonist); Apafl: Apoptotik
peptidaz aktive edici faktdr 1 (Apoptotic protease activating factor 1); DISC: Oliime neden
olan sinyal kompleksi (Death-inducing signaling complex) (Celepli ve ark. 2020’den
degistirilerek alinmistir).

Intrinsik apoptoz; iyonize radyasyon, mitokondride meydana gelen hasar, ileri
derecede mutajenik simiilasyon, onkojene bagl olarak gergeklesen hiicre Sliimii ve
bliylime faktorii gibi bazi uyaranlarin eksikliginden veya yoklugundan kaynakli
uyaranlar ile aktive olmaktadir. Bu uyaranlar intrinsik yolaktaki temel regiilator
proteini olan BCL-2 proteinlerinin kompleks diizenlenmesine izin vermektedir.
Apoptozisin modiilasyonunda kalsiyum iyonlari, seramid molekiilleri, c-myc genleri,
pS3 proteinleri ve basta mitokondri olmak ilizere bazi organeller gérev almaktadir.
Ayrica hiicre igerisindeki kalsiyum iyonu diizeyinde meydana gelebilecek artiglar ve

hiicrenin pH’1inda olusan azalis apoptozisi uyarmaktadir (Singh ve ark. 2019).

Fas ve FasL tiimdr nekroz ailesinde yer alan ve transmembran proteinleri
olarak adlandirilan proteinlerdir. FasL’in Fas’a baglandigi esnada apoptozis

baslatilmaktadir. Fas ve FasL hiicrede immiin yanitin sonlanmasinda oldukga
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Oonemlidir. Fas’in ifadesinin miktar1 apoptozisin diren¢ mekanizmasi i¢in oldukca
Oonem arz etmektedir. Fas’in aract oldugu apoptoziste bazi proteazlarin aktivasyonu
gereklidir (Pfeffer ve Singh 2018). Hiicre igerisinde p53 proteini hem DNA’y1
baglamakta hem de p21°’i stimiile etmektedir. Sikline bagimli kinaz ile kompleks
olusturan p21 hiicre boliinmesini engellemektedir. Ancak p53°te meydana gelebilecek
olan bir mutasyon CDK2’nin baglanmasini1 engellemekte ve bu durumdan kaynakli
olarak p21 ile olusturmas1 gereken kompleks olusmamakta ve yine sonug olarak hiicre
cogalmast icin durdurma sinyali meydana gelmemektedir. Durdurma sinyalinin
olugsmadigi bu durumda da hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi devam etmektedir

(D’ Archy 2019).

Intrinsik apoptozisin baslangicinda adaptdr protein gdrevi goren Apaf-1 ile
mitokondri {izerinden dogrudan sitozole gegen sitokrom C ve inaktif halde bulunan
prokaspaz-9’un aktif haldeki kaspaz-9’a doniismesi ile meydana gelmektedir. Diger
yandan ekstrinsik apoptoz, adim adim olmak iizere sirasiyla FasL ve TNF-a’nin hiicre
membranindaki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasi ile inaktif halde bulunan
kaspaz-8’i aktif kaspaz-8’e doniistiirmesi ile meydana gelmektedir. Intrinsik yolda
aktivasyonu gerceklesen kaspaz-9 ile ektrinsik yoldaki aktivasyonu gerceklesen
kaspaz-8’in her biri sira ile 6nce kaspaz-3 ardindan kaspaz-6 ve daha sonra kaspaz-

7’yi1 aktive etmektedirler (Elmore 2007).

2.2.1.1. intrinsik Yol

Intrinsik apoptoz bazi uyaricilarin yoklugunda aktive olmaktadir. Bu uyaricilar
iyonize radyasyon nedeniyle olusan genotoksik hasar, endoplazmik retikulumda
meydana gelen stres, mitokondride ¢esitli nedenlere bagl olusan hasar, asir1 bir sekilde
ilerlemis mutajenik stimiilasyon ve onkojene bagli hiicre 6liimii durumlar1 veya
biiyiime faktorii gibi uyaranlardir. BCL-2 proteinleri proapoptotik isleve sahip oldugu
kadar ayn1 zamanda antiapoptotik yolakta da 6nemli rol oynamaktadir. BCL-2 ailesi
tiyeleri intrinsik mitokondriyal apoptotik siirecteki merkezi regiilatér proteinlerdir.
BCL-2 aile tiyeleri hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegine karar verirler. BCL-2’nin

tiyeleri; BCL-2 iligkili X apoptoz regiilatorii (BCL-2 associated X apoptozis regiilator
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-BAX), BCL-2 ile iliskili hiicre 6liim proteini agonisti (BCL-2 associated agonist of
cell death -BAD), BCL-2 antagonist katili 1 (BCL-2 antogonist killer 1- BAK), BH3
etkilesim 6liim alan agonisti (BH3-interacting domain death agonist-BID), BCL-Xs ve
apoptozisi inhibe eden BCL-2, E1B-19K, CED-9, BCL-X1 olmak iizere genis bir
apoptozis regiilatorii olarak tanimlanmig protein ailesi olarak bilinmektedir (Singh ve
ark. 2019, Du Toit 2013). Bu protein ailesine mensup olan iiyeler birbirleri ile homo-
ve heterodimerler olusturmaktadirlar. Hiicrenin yasamsal fonksiyonlarini devam
ettirebilmesi veya oOliimiiniin gerceklesmesi iiyeler arasindaki denge durumuna
baglidir. Hiicrenin ¢ekirdeginde kromozomlarda gerceklesen translokasyonlar ve
genlerdeki ~ amplifikasyonlar  aile  dyelerinin  ekspresyon  diizeylerini
degistirebilmektedir (Cimmino ve ark. 2005). Simdiye kadar 25 tane BCL-2 ailesi
tiyesi tanimlanmistir (Shamas-Din ve ark. 2013). Aile iiyesi olan her bir proteinin
homoloji alanlar1 ve alfa sarmali bulunmaktadir. BH3lin etkilesim igerisinde olmasi,
apoptotik aktivasyonu kontrol eden homo- ve heterodimerlerin olusturulmasina izin
veren BH3-hidrofobik kanal mekanizmasi aracilifiyla BCL-2’nin etkilesimini
diizenlemekten sorumludur. Etkilesim i¢in baglanma kanallarmin ve BH3
domainlerinin amino asit dizilimlerindeki ufak degisiklikler bu etkilesimlerin
ozgiilliigiini belirlemektedir. BH’ 1n apoptozisten sorumlu olan temel alan1 BH3 olarak
tanimlanmustir (Flores-Romero ve Garcia-Saez 2019). BCL-2 ailesinin igerdigi BH
domainlerine gore temel olarak ii¢ farkli protein grubuna ayrimi tanimlanmistir.
Birinci protein grubu; apoptoz karsiti aktivasyon gosteren BCL-2 protein grubudur ve
biitiin BH alanlarin1 (BH1, BH2, BH3 ve BH4) icermektedir. BCL-XL, MCL1, BCL-
W ve Al proteinleri bu antiapoptotik aktiviteye sahip olan grupta yer almaktadirlar.
Mitokondri membraninda yer alan ve proapoptotik 6zellik gosteren BAX ve BAD
proteinlerini bloke ederek apoptozisi Onleyen BCL-2 grubundaki proteinler
apoptoziste olduk¢a Onemli rol oynamaktadirlar. Bir diger protein grubu ise
antiapoptotik aktiviteden ziyade BAX ve BAD gibi proapoptotik aktivite gosteren
BCL-2 proteinleri olarak tanimlanmistir. Antiapoptotik aktivite gosteren BCL-2
proteinlerinin sahip oldugu tiim alanlarin aksine sadece 3 BH (BH1, BH2 ve BH3)
alan1 icermektedir. Ayrica BAX ve BAK proteinlerinin yani sira BOK gibi proteinler
de bu ikinci grup olan proapoptotik BCL-2 grubunda yer almaktadir. ilk grup protein

ailesinin sahip oldugu blokaj yeteneginden ziyade dis mitokondriyal zardaki
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gecirgenligin artmasini saglayarak apoptotik faktorlerin sitozole salinmasina izin verir.
Son ve 3. protein grubu ise yine ikinci grup gibi proapoptotik aktiviteye sahip olan
BCL-2 proteinleri olarak tanimlanmistir. Bu son grupta yer alan proteinler ise diger
gruplarin aksine sadece BH3 alani igermekte ve direkt olarak mitokondriyal BAX ve
BAK ile etkilesimde bulunarak birtakim yapisal degisikliklere sebep olmaktadir. BID,
BIM, PUMA ve NOXA gibi proteinler bu gruba ornek teskil etmektedirler ve bu
proteinler mitokondirinin dis zarinin gegirgenligi i¢in hayati dnem tagimaktadir (Sekil

11) (Kale ve ark. 2018).
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Sekil 11. Intrinsik apoptotik yolak. BCL-2 ailesi etki mekanizmasi (Celepli ve
ark.2020’den degistirilerek alinmustir).

BCL-2 proteinlerinden BAX ve BAK’1n mitokondrinin dis zarinda gozenekler
olusturabilme yeteneginde oldugu bilinmektedir. Mitokondrinin dis membran
yiizeyinde yerlesmislerdir ve Apaf-1 ile baglanmaktadirlar. Hiicre i¢ hasar durumu séz
konusu oldugunda Apaf-1 serbestlenmekte ve (Major Outer Membrane Porin) MOMP
ekspresyonu artmaktadir. Bu artis intrinsik apoptotik yolun temel ve ana adimi olarak
goriilmektedir. MOMP artis1 ile birlikte sitokrom C’nin sitozole salinimi
gerceklesmektedir. Serbest kalmig olan sitokrom C ve Apaf-1, kaspaz-9’a baglanarak
ATP’nin de komplekse katilmasiyla Apoptozom adindaki yap1 olusmaktadir.
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Apoptozomun olusmast ile birlikte kaspaz kaskadr baslatilmis olmaktadir (Sekil 13).
MOMP’1n artirilmasi veya azaltilmasi BCL-2’nin pro ve postapoptotik proteinleri
araciligiyla kontrol edilmektedir. Fizyolojik olarak mitokondrinin dig membrani 5
kDa’luk molekiillere karsi gecirgenlik gosterirtken MOMP artis1 ile birlikte
mitokondriyal porlardan 100 kDa’luk molekiillerin gecisi gergeklesebilmektedir
(Pena-Blanco ve Garcia-Saez 2018, Kalkavan ve Green 2018).

2.2.1.2. Ekstrinsik Yol

Apoptozisin  ekstrinsik  apoptotik  yoluna baktigimizda aktivasyonu
gergeklesmis olan T hiicrelerini, natural killer hiicrelerini ve makrofajlari, hedef
hiicrelerin zar yapisindaki Olim reseptorlerine baglanmasi ile baglatildigini
gormekteyiz. Fas ve TNF reseptorleri integral proteinlerdir. Tamamlayict 6lim
aktivatorleri olarak bilinen FasL ve TNF-a’nin baglanmasi ile prokaspaz-8 kaspaz-8’e
dontiserek kaspaz kaskadinin aktive edilmesi gergeklesmis olur (Sekil 12, 13) (Choo
ve ark. 2019).

TMNF

TMFR 1

Plazma Membrani ——

Glum Bdlgesi

- TRADD
FADD
=  TRAF-2
Prokaspaz
| l
Apoptoti klvolak Sinyal |‘fola§|

Sekil 12. Apoptozisin ekstrinsik yolaginda TNF-a ve TNFR-1 reseptor (Celepli ve ark.
2020’den degistirilerek alinmistir) FADD: Oliim etki alanina sahip Fas ile iliskili protein.
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Apoptoziste 6liim reseptorii olarak bilinen reseptorler DR3 (APO-3) DR4
(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor 1), DR5 (TRAIL R2), DR6 ve
CD95 (Fas/APO-1) reseptorleridir. Hiicre 6liimii igin gonderilen hiicre 6liim sinyalleri
hedef hiicrenin lizerinde yer alan TNF ailesi 6liim reseptorlerine baglanarak etkinlesir.
TNF ailesinin bir molekiilii olan TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)’in
hem metabolik formunun hem de ¢6ziinme yeteneginde olan formunun bir¢ok kanser
tiriinde marker olarak kullanilmaktadir. Ayrica otoimmiin hastaliklarda da 6lim
reseptorleri ile birlikte apoptozisi indiikledigi ve bu yoniiyle ¢oziinebilir TRAIL olarak
bilinen sTRAIL’1n apoptoziste bir gdsterge olarak kullanildigi bildirilmistir (Choo ve
ark. 2019).

FasL FasL
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Sekil 13. Apoptozisin Ekstrinsik Yolaginda Fas ve FasL (DD: Death Domain; Oliim Bélgesi,
DED: Oliim efektér alani) (Celepli ve ark. 2020°den degistirilerek alinmistir).

Apoptozisin 6liim ligandlar1 FasL, TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand
TRAIL, APO3/APO2 ligand1 ve TNF- a ligandlar1 olarak kabul edilmektedir. Burada
en iyi bilinen ve en fazla ilgi ¢eken reseptor-ligand ikilileri FasL/FasR ve TNF-
a/TNFRI1 ciftleridir (Sekil 14). Fas ile baglantili olan 6liim boélgesi (FADD) ve TNF
reseptorii ile baglantili 61iim bolgesi (TRADD) molekiiller uyarlayici proteinler olarak

6lim reseptorlerine alinmaktadir. Prokaspaz 8 ve prokaspaz 10 6liimiin gerceklesmesi
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igin gerekli olan sinyal kompleksi olan DISC’i olusturmak iizere uyarlayici proteinlere
baglanmaktadir. Kaspaz-8 ve Kaspaz-10’un aktivasyonu DISC tarafindan
gerceklestirilmektedir. Aktivasyonu gerceklesmis olan kaspaz 8 ile kaspaz 10,
yiiriitiicii kaspazlar olarak tanimlanan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi aktive eder.
Ayn1 zamanda acimasiz kaspazlar olarak tanimlanabilen kaspaz-3, kaspaz-6 ve
kaspaz-7’nin aktivasyonu ger¢eklestiginde hiicre Olimii i¢in ihtiyag¢ duyulan
proteinlerin hiicre iskeletlerinin imha siireci baslatilmig olur (Pfeffer ve Singh 2018).
Bu durumun yani sira kaspaz-10’dan bagimsiz olarak kaspaz-8 BID’yi parcalayip
mitokondriden sitokrom C’nin sitozole salinmasina yardimci olarak intrinsik yolu

aktive etmektedir (Choo ve ark. 2019).
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Sekil 14. TRAIL-R Aracili Hiicre Oliimii (FLIP: FLICE (FADD-like IL-1p-converting
enzyme) (Celepli ve ark. 2020’den degistirilerek alinmustir).
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2.2.2. TNFRS ve Ligandlar

Sitotoksik etkisi bulunan ve lenfositler tarafindan tiretilmekte olan lenfotoksin

19. yiizyilin sonlarina dogru kesfedilmis ve TNFa olarak isimlendirilmistir.

Lenfotoksinin kesfinden sonra makrafojlar tarafindan iiretilen ve baslangicta TNF

olarak adlandirilan, sitotoksik etkiye sahip bir bagka maddenin, molekiiler yapilarinin

benzerlik gosterdiginin anlagilmasi tizerine daha sonra TNFf olarak adlandirilmistir.

Sonraki yillarda da bu iki maddenin reseptorleri TNF Receptor Superfamily
(TNFRSF) (Tablo 1) olarak adlandirilmistir ve Tablo 1°de gosterildigi sekilde

TNFRSF’nin ligandlar1 adlandirilarak eslestirilmistir.

Tablo 1. TNF Reseptor Siiperailesi ve Ligandlart (Mak ve Saunders 2006°dan degistirilerek

alinmustir).

_ Dowmstream Sinyal Molekiilleri

Enﬂarrmyun, akut faz yaniti,
hiicre sa kalmi, bakteriyel toksik

TNFR1 (TNFR2pSS, CD120a) | TNF, LTa TRADD, FADD, TRAFL, 2

TNFR2 (TNERp75, CD120b)
Fas (CD95, APO-1)
NGFR (p75V6%)

CD40

030
DR3

DR4 (TRAILR-2, CD261)
DRS (TRAILR-2, CD262)
OPGL-R (RANK, ODAR)

4-18B(CD137)
027
040 (CD134)

TNF, LTt
TNF, LTa
FasL

NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5

CDAOL(CD154,gp39)
TWEAK (VEG)

TRAIL (CD253)
TRAIL(CD253)

OPGL (RANKL, TRANCE}

4-18BL (CD137L)
€D70 (CD27L)
OX40L (CD252)

TRAFL, 2,3
FADD
TRAFE

TRAFL, 2,3,5,6

TRAFL,2,3,5
TRADD, FADD
FADD

FADD

TRAFL, 2,3,5,6

TRAF1, 2
TRAF2, 5
TRAF2, 3

sok
Enflamasyon, Timesit proliferasyonu

Apoptezis

Néronal biyiime uyarimi, NF-KB
aktivasyonu, apoptoz, duyusal ndron
gelisimi ve islevi

B hiicre proliferasyonu, gelisimi ve
birlikte uyanmi, izotip degistirme,
apoptos, sitotoksik T hiicre yanitlan

Hicre alimii
Apoptezis
Apoptezis
Apoptozis

Osteoklast farklilasmas ve/veya
aktivasyonu, dentritik hiicrenin hayatta
kalmasi ve iglevi

T hiicre birlikte uyarimi
T hiicre geligimi ve aktivasyonu

B hiicre farklilagmasi ve ikincil ig
yanitlan, aktive edilmis hicrelerin
endotelyuma yapismasi

Kesfedilmesinin ardindan sahip oldugu sitotoksik etkilerin kanser hiicreleri

tizerine etkileri tespit edilen TNF ailesi ligandlarinin Tablo.1’de de gosterildigi lizere

apoptozis, hiicre sagkalimi, farklilasma ve hiicre 6liimii gibi bir¢ok fizyolojik olayda

34



yer aldigr belirtilmistir (Mak ve Saunders 2006). TNF reseptor siiper ailesinin
apoptoziste islevsel olan reseptdrleri hiicre zar iizerinde yer almaktadirlar. Islevsel
olan bu reseptorler, reseptor-ligand kompleksinin baglanmasi ile gergeklesmekte olan
yapisal degisimi hiicrenin derinliklerine ileten ve 6liim bolgesi olarak adlandirilan
(Death Domain-DD) yapiy1 biinyesinde bulundurmaktadirlar. Ancak TNF reseptor
siiper ailesinin bazi reseptorleri DD bolgesi igerirken bazi reseptorler bu alanlari
icermemektedir. Oliim bdlgelerini icermeyen TNFRS’nin reseptorleri de yem
reseptorleri adin1 almakta ve hiicre zarina gelen ligandlarla kompleks olusturarak
yogunlugu azaltmaktadirlar. Yem reseptorlerinin timor yapisinda artan maligniteye
bagli olarak ekspresyonlarinin arttigina ve bazi yolaklar ile apoptoza aracilik ettigine

dair tespitler ortaya konmustur (Haridas ve ark. 1998).

Oliim bélgelerini igeren Fas, CD261 (DR4), CD262 (DRS5), DR3, TNFR2 ve
TNFRI1 reseptorlerinde aktif olarak reseptoriin sitoplazmasinda DD’lerin sonrasinda
bulunan adaptor proteinler aktif bir sekilde rol almaktadirlar. Fas, CD261 ve CD262
reseptorlerine ilgili ligandlarin baglanmasinin ardindan 6liim boélgelerinden sonra
FADD yolu iizerinden kaspaz-8’in aktif olmas1 gergeklestirilerek kaspaz kaskadi
baslatilir. Oliim bélgelerini igeren reseptorlerden DR3, DR6, TNFR1’e baglanan
ligandlarla birlikte TRADD ile etkilesime girmekte ve nihayetinde TRAF2 (TNFR-
Associated Factor-2) iizerinden sinyalizasyon baslatabilmektedir. Yine farkli bir
adaptor proteini olan GRB2 (Growth Factor Receptor-Bound Protein-2) ile de
etkilesime giren DR6 bu yol iizerinden de sinyalizasyon baslatabilmektedir. Oliim
bolgelerini icermeyen reseptorler farkli adaptor proteinleri ile sinyal yolaklarinda
sinyalizasyon mekanizmalarinda aktivitelerini gosterebilmektedir. Aract konumdaki
bu adaptdr proteinleri vasitasiyla sitoplazmaya iletilen sinyal, reseptorlere ve
durumlarma gore degismekte ve ayni zamanda apoptozise, proliferasyona ve
farklilagsma gibi hiicrede ¢esitli siireglere yol agmaktadir. TNF reseptor siiper ailesine
iiye reseptorler araciligi ile hiicre iginde aktivasyonu baslatan sinyaller NF-KB
(Nuklear Factor kappa-B), JINK (Jun N-terminal Kinase), MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) ve kaspaz kaskadini igeren bir dizi yolu da tetiklemektedir.
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2.2.2.1. TRAIL

TNF-related apoptozis-inducing ligand “Tiimor Nekroz Faktor-iliskili
apoptoz-indiikleyici ligand” (TRAIL) kromozomal olarak 3. kromozomda bulunan
tiimor nekroz faktor siiper ailesi tiyelerinden olan TNFSF10 tarafindan kodlanan ve
agirhig 32 kDa uzunlugu ise 281 aminoasit boyunda ve 5 ekzonlu bir transmembran
proteinidir.  TNFSF’nin diger {iyelerine nazaran farklilik gosteren ve hiicre
membranma baglanan TRAIL’in, sitokinleri stimiile etmesinin ardindan bir¢ok
hiicrede ekspresyonu gergeklesmektedir. TRAIL yaklasik %30 oraninda FasL ile ve
yaklasik olarak %20 oraninda da TNF-a ile benzerlik gdstermektedir. TRAIL, APO-
21 olarak da adlandirilmistir (Pitti ve ark. 1996). TRAIL metabolizmada oldukga
yaygin bir sekilde ifade edilmekte ve genis yelpazede etkisini gostermektedir.
Monositler, natural killer hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri, néronlar, epitel hiicreleri
gibi bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenmekte ve ilgili hiicrede bulunan TRAIL
alicilarina baglanmaktadir. TRAIL, ilgili hiicre zarinda yer alan TRAIL reseptoriine
baglandiktan sonra 6liim aracili apoptozisin aktivasyonunu baglatmaktadir. TRAIL’in
ilgi ¢ekici 6zelliklerinden bir tanesi hem hiicre zarinda transmembran proteini olarak
yer almast hem de matriks metalloproteinaz enzimleri araciligiyla kesilip, ekstraselular
matrikse salgilanarak apoptozisi indiikleme yeteneginde olmasidir (Spierings 2004,
Shin ve ark. 2006). TRAIL’in, hiicre kiiltiirii galismalarinda ortaya konulan sonuglarla
birlikte, kanser hiicrelerinde apoptozis siirecine ¢ok fazla katkida bulundugu
gosterilmistir. Hemen hemen tiim kanser tiirlerinde, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
TRAIL’in apoptozise neden olarak hiicre Sliimiinii baslattig1 rapor edilmistir (Gura
1997). Fare modellerinde yapilan ¢alismalarda gelisim agisindan anormallik olmadan
sagkalim stirelerinde fazla degisiklik olmadig1 ancak bazi kanser tiirlerinde TRAIL in
olusumunda artig oldugu gozlemlenmistir. Hem hiicre kiiltiirii calismalarinda hem de
modellenmis olan farelerde yapilan calismalar baz alindiginda TRAIL kanser
tedavisinde potansiyel olarak kullanilan bir hedef olagelmistir. Onceki yillarda yapilan
caligmalara g6z atildifinda TRAIL’in olduk¢a Onemli bir yer tuttugu ortaya
konulmustur. Ornegin bir bakteri cesidi ile enfekte olan makrofajlarin ortadan
kaldirilmasina ve bakterinin ¢ogalmasina TRAIL’in engel oldugu bir ¢aligmanin

sonucu olarak bildirilmistir (Steinwede ve ark. 2012).
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TRAIL, fizyolojik kosullarda proapoptotik yolakta 6liim reseptdrleri olan DR-
4 ve DR-5 ile yine ayn1 yolakta DcR1 ve DcR2 yem reseptorlerine baglanmaktadir.
TRAIL ve baglandig1 reseptorleri double kompleks yapilar seklinde homotimer yap1
olusturmaktadir. TRAIL, DcR1 ve DcR2 yem reseptorlerine baglanarak, ayni oranda
baglanma afinitesine sahip Olim reseptorleri ile yarigsmaktadir. Ancak X 151
kristalografisinde gosterilebilen c¢oziiniir haldeki TRAIL molekiiliiniin trimetrik
yapisina bakildiginda, kompleksin sahip oldugu ii¢ monomerin arasinda yapisal
biitiinlik bulunmakta ve aktivitasyon i¢in gerekli olan ¢inko (Zn) atomu yine
monomerler arasinda yer almaktadir. TRAIL’in baglant1 sagladigi 6lim reseptorleri
ile birlikte olusan kompleks yapinin hiicre i¢i 6liim alanlar1 e zamanli olarak lokalize

olmakta ve hiicre 6liim sinyalleri aktiflesmektedir (Lua ve ark. 1998).

2.2.2.2. TRAIL Aracili Hiicre Oliimiiniin Kanser Tedavilerindeki Avantajlari

TRAIL’in bir¢ok varyanti olabilecegi gibi simdiye kadar tespit edilmis olan 9
varyantt bulunmaktadir. Tiim bu varyantlar arasinda sadece tek izoformu kanser i¢in
secici apoptotik 6zellige sahiptir. Bir arastirma sonucuna gore alfa, beta ve gama
olamak tizere ii¢ tane TRAIL izoformu tanimlanmistir. TRAIL alfa ve beta sitoplazma
icerisinde konumlanmig iken TRAIL gama hiicre membran yiizeyinde yerlesik
haldedir (Ozoren ve El-Deiry 2002). Cesitli hastaliklarda TRAIL’in ekspresyonunda
degisiklikler tespit edilmistir. Meme kanserli hastalardan alinan kan 6rneklerinde
TRAIL mRNA diizeyinde azalma tespit edilmis, saglikli 6rneklerde yapilan bir baska
caligmada ise ekspresyonunda artis tespit edilen bazi genlerin TRAIL upregulasyonu
ile iliskilendirildigi ve kanser hastalarinda kemoterapiye yanit olarak p53 geni
bolgesinde yer aldigi tespit edilmistir (Koornstra ve ark. 2003, Ho ve ark. 2011).
Multipl skleroz ve sistemik lupus eritematozus hastaliklarina sahip bireylerde yapilan
caligmalara bakildiginda TRAIL diizeylerinde yiikselme goézlemlenmis ve
hastaliklarin  patogenezinde rol aldigt sonucu {izerine degerlendirmelerde
bulunulmustur. Bas ve boyun bolgesi metastazina sahip meme kanserli 6rneklerde
TRAIL mRNA seviyelerinin downregiile oldugu ortaya konulmustur. Ayni sekilde
metastatik prostat ve kolon kanserlerinde TRAIL gen ekspresyonunda azalmalar tespit

edilmistir (Wood ve ark. 2008, Wang ve ark. 2011). Ayrica apoptoz siirecinde
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bagisiklik sisteminde TRAIL’in diizenleyici etkisi de gdze ¢arpmaktadir. TRAIL’in
gen ekspresyonu diizenlenmesi interferon stimiilasyonuna yanit olusturan kompleks
transkripsiyon mekanizmalari ile diizenlenmektedir. Diger tiimor baskilayici genlerin
transkripsiyon faktorlerine benzer bir sekilde TRAIL de immiin hiicre aktivasyonu

slirecinin denetimi altindadir (Wang ve ark. 2011).

Cesitli kanser tiirlerinde ekspresyonu gerceklesen proapoptotik reseptorleri
kanser tedavisinde potansiyel hedefler olarak goriilmiis ve son yillarda detayl
arastirmalara konu olmustur. Apoptotik yolaklardan olan ektrinsik yolak, hiicre artis1
ve yasam zincirindeki ana diizenleyici olan p53°lin denetiminden bagimsiz olarak
aktive edilebilmektedir. Ekstrinsik yolak aktiflestikten sonra bazi 6zelliklerini
kaybeden p53 geninin yetersizliginde uygulanmakta olan kemoterapéotik yontemlerden
olan geleneksel kemoterapiye karst direng engellenebilmektedir. Bu yiizden TRAIL
aktivasyonunu saglayan ajanlarin, iyonize radyasyon ve kemoterapotik maddeler ile
birlikte kullanimi yeni tedavi yontemlerinin gelismesine imkéan taniyabilmektedir. Bu
yaklasimi degerlendirerek yapilan aragtirmalarda kanser hiicrelerinde apoptoz hizinda
degisiklikler oldugu tespit edilmistir (Wang ve ark. 2011). TNFSF iiyelerinden TNF-
alfa’dan inflamasyonlari artiric1 etkisinden dolayi terapotik maksatlhi kullanimlarda
uzak kalmmistir. FAS ve FAS-ligand agonisti antikorlar ise kan hiicrelerinde
apoptoza, karacigerde de Oliimciil hasara yol agtigi icin klinik calismalarda uzak
durulan TNFSF iyeleri olmustur. Ancak TRAIL’in 6liim reseptorleri DR4 ve DR5’i
hedef alan veya TRAIL etkisi gosteren (ONC201/TIC10 gibi) kemoterapétik ajanlarin
preklinik modellerde ve 1.faz ¢alismalarda daha iyi adapte olduklar1 gézlemlenmistir.
Aragtirmamiza temel olusturan kemoterapdtik ajan olan ONC201 veya bir diger adiyla
TRAIL Inducing Compound 10 (T1C10)’un TRAIL etkisi gdsteren bir ajan oldugu
yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir. Ortaya konulan sonuglarla birlikte TRAIL’in
antitimor etkisi lizerine yogunlasan arastirmacilar artmakta ve devam eden

caligmalarin daha da gelistirilmesi igin projeler yapilmaktadir (Wang ve ark. 2011).

Bununla birlikte TRAIL ile indiiklenen apoptoziste bazi diren¢ mekanizmalari
gelismektedir. Yapilan calismalarda DR4 ve DRS reseptor diizeyleri ile apoptozis

stimiilasyonuna duyarlilik arasinda bir iligki bulunamamistir. TRAIL hedeflenmis
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terapotik tedavi gelistirmeye odakli yaklasimlar genel olarak duyarlilik ve biomarker
bulunmasina yonelik olarak yapilmistir. TRAIL’in indiikledigi apoptoziste bir¢cok
siire¢ mekanizmaya dahil olmaktadir. Oliim reseptorlerinden ve 6liim sinyallerinden
bagimsiz olarak TRAIL’in yem reseptorleri olan DcR1 ve Dcr2 TRAIL ile
baglanabilmektedir. TRAIL’in 6liim reseptorleri DR4 ve DRS O-glikozilasyon ya da
endositoz araciligiyla TRAIL ile indiiklenen apoptoz iizerine etki gdstermektedirler.
TRAIL sinyal yolagin diizenleyen faktorlerden biri de kaspaz-8’in epigenetik agidan
knock-out hale getirilmesidir. Ayn1 zamanda c-FLIP molekiilii de TRAIL sinyal
yolaginin 6nemli bir inhibitdr proteini olarak TRAIL ile indiiklenen apoptozda gelisen
diren¢ mekanizmalarindan biri olarak literatiirde yerini almis bulunmaktadir

(Mohamed ve ark. 2018).

2.3. TRAIL Indiikleyici Ajan Olarak TIC10’un (ONC201) Kesfi, Etki

Mekanizmasi ve Giincel Faz Calismalar

Kiiciik bir molekiil ve imipridone farmostik ailesinin kurucu tliyelerinden birisi
olan TIC10 ayn1 zaman da ONC201 veya NSC350625 seklinde isimlendirilmektedir.
Molekiiler yapist (Sekil 15) kimyasal formiilii C2sH26N4O seklinde olan bir bilesik
olarak belirtilmistir. Bilesik, TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligandin minik bir
molekiilii olarak degerlendirilen p53°ten bagimsiz olarak indiikleyici bir anti kanser

ajan aday1 olarak tanimlanmistir (Allen ve ark. 2013, Allen ve ark. 2015).

B

Sekil 15. TIC10/ONC201 Yapisal Formiilii.

39



TRAIL kanserin birgok tiiriinde olduke¢a giiclii bir apoptozis indiikleyicisidir.
Hiicre yiizeyinde proapoptotik yolakta 6liim reseptorleri ile kompleks olusturarak i¢
ve dis apoptotik yolaklarin aktiflesmesini saglamaktadir (Allen ve ark. 2013). Kanser
tiirlerinde bagisiklik sisteminin denetlenmesinde 6nemli bir efektér olarak TRAIL,
normal saglikli hiicreler iizerinde herhangi bir olumsuz etki gostermeden proksimal
tiibiil hiicrelerinde apoptozisi tetikleyen, bagisiklik hiicrelerinin yiizeyinde kosullu
olarak eksprese edilen bir proteindir. Bilim insanlar1 TRAIL’in bu harika 6zelliklerini
tagityan, Onceligi dogal olarak anti timor islevi gorecek, kanser mekanizmasin
denetleyecek ve ayni zamanda da kanser mekanizmasini baskilayacak ve dogal olarak
TRAIL vazifesi gorecek anti timor oOzellikte bir kemoterapotik ajan olarak
tanimladiklart TIC10/ONC201°i deneylerde kullanmaya bagladilar. TIC10 etki
mekanizmas1 hakkinda bilgiler kesfedildigi siralar yetersizdi. Fakat arastirmacilarin
yogun ilgi ve iistiin gayretleri ile etki mekanizmasi aydinlatilmaya baslandi (Sekil 18).
Yapilan ilk ¢alismalarla birlikte biyokimyasal analizlerde TIC10 ile tedavi edilmeye
calisilan kanser hiicrelerinde TRAIL mRNA seviyeleri gozlemlemelerinde, TIC10
aracili TRAIL upregiilasyonunu muhtemel olarak transkripsiyonel oldugu
gosterilmistir (Allen ve ark. 2013).

-y TIC10/ONC201

é [oPBBK
APOPTOZIS MEK
iy .

) CYCLIN D1

UYARILMIS HUCRE

@ DONGUSU DURMASI

- TRAIL DR5 B

Sekil 16. TIC10/ONC201 etki mekanizmasi (Allen ve ark. 2013’ten degistirilerek alinmustir).
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Temel gorevi endoplazmik retikulumdan (ER) golgiye protein taginmasini
engelleme olan Brefeldin a, TIC10 gibi kiiclik molekiil olarak adlandirilan
bilesiklerdendir. Arastirmalar sonucunda kanser hiicrelerinde kemoterapotik
uygulama sonras1 36-48 saatlerde TIC10 ve brefeldin ile indiiklenmis olan TRAIL’ in
bu komplekste “ge¢ asama downstream sinyal/efektdr” mekanizmasi olabilecegi
izlenimini uyandirmustir. iki kiiciik molekiiliin Karsilastirlmasinda, her iki bilesigin de
in vivo olarak aktif olduklar1 Protein Kinase B-Protein kinaz B (AKT) ve Extracellular
signal-regulated  kinase-ckstraseliiler ~ sinyal  diizenleyici kinazlar (ERK)
inaktivasyonunu i¢cermekte olan downregiile sinyalizasyonlarla sonuglandig1 ortaya
konulmustur (Allen ve ark. 2013). Ancak dikkat ¢ekici bir nokta olarak brefeldinin
saglikli hiicreler i¢in toksik etki gostermesinden farkli olarak malign hiicrelerde TIC10
hiicre 6liimii uyariminda yiiksek segicilik gostermistir. Kansere karsi miicadelede anti
timor ajani olarak kesfi kabul edilen ve “TRAIL Inducing Compound 10” (TIC10)
olarak adlandiritlan ONC201 olumlu terapotik igerigi, genotoksisiteden uzak olusu ve
ilaca benzer kimyasal 6zellikleri nedeniyle klinik gelistirmede oncii bir bilesik olarak
kullanilmaktadir. Farmosétik agidan degerlendirilmeye alinarak kan-beyin bariyerinin
penetrasyonunu saglayan, direngli kanser hiicre hatlarinda p53°ten bagimsiz etkinlik
gosteren ve in vivo tek doz anti tiimor aktivitesi olan bir ajan olarak yerini almistir
(Allen ve ark. 2013, Allen ve ark. 2015). TRAIL gen promotorii i¢indeki baglanma
bolgelerine sahip transkripsiyon faktorleri ve gen ekspresyon goriintiileme
caligmalarinda go6zlemlenen mRNA degisikliklerinin potansiyel transkripsiyonel
diizenleyicileri arasindaki oOrtiismenin in silico analizleri de gercgeklestirilmistir.
Arastirmacilarin gapraz referans olarak da degerlendirdikleri bu durum TRAIL gen
promotoru i¢inde bir baglanma bdolgesine sahip olan Foxo3a’nin ONC201’e yanit
olarak aktive edilebilecegini gostermistir. Hedeflenen Foxo3a gen bolgesinin ONC201
araciligiyla upregiilasyonu yapilan ¢alismayla ortaya konmus ve TRAIL’in
transaktivasyonunu saglamak iizere ¢ekirdege yoneldigi belirtilmistir (Allen ve ark.
2013, Allen ve ark. 2015). Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda Foxo3a regiilatorleri,
sagkalim indiikleyici kinazlar olan Akt ve ERK, ONC201 ile indiiklenen Foxo3a’nin
aktivasyonuna ve cekirdege translokasyonuna sinerjistik etki gosteren regiilatorler
olarak tanimlanmistir. Yine ONC201 downstream TRAIL indiiklenmesinden 6nce

tedavi sonrasi dolayli olarak Akt ve ERK’i etkisiz birakmaktadir. ONC201
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uygulanmasinin ardindan Akt ve ERK inaktivasyonunun gerceklesmesi sirasiyla
Foxo3a, Ser253 ve Ser294 iizerindeki enzimatik hedef bolgelerinde fosforilasyonda
bir azalmaya neden olmustur. Yapilan genetik ve farmakolojik deneylere gore Akt ve
ERK inaktivasyonunun hem Foxo3a hem TRAIL iizerine hem de kanser hiicresini
apoptozise gotiirme anlaminda {iglii bir sinerjist etki gosterdigi ortaya konulmustur
(Allen ve ark. 2013). ONC201’in geg¢ apoptotik etkilerini yonlendirecek upstream
sinyalizasyonu anlayabilmek adina hem kolorektal kanser hiicrelerinde hem de lenf
kanseri hiicrelerinde gen ekspresyon goriintiileme ¢aligmalar1 yapilmistir. Gen
ekspresyon goriintiileme teknigi ile yapilan ¢calismalarda HTC116 ve kolorektal RKO
hiicrelerinde ONC201 uygulamasina karsilik ER’da 11-Gen stres yaniti
sinyalizasyonunun  upregiilesyonu tespit edildi. Arastirmalara  prospektif
yaklasildiginda 11-gen sinyalizasyonu ONC201 uygulamasindan sonra zaman bagl
olarak lenfoma hiicrelerinde upregiile edildi. ONC201 mekanizmasina bakildiginda,
ONC201 tarafindan indiiklenen genlerin birgogunun ATF4 tarafindan diizenlendigi ve
ATF4 transkripsiyonel hedef geni olan ve C/EBP homologous protein (CHOP) olarak
adlandirilan gen igin baglanma bdlgelerine sahip oldugu belirtilmektedir (Ishizawa ve
ark. 2016). ATF4’tin upregiilasyonu CHOP ve CHOP’un hedef geni olan DR5’in
ekspresyonunu diizenleyerek apoptozu desteklemektedir. Hem CHOP’un hem de
DR5’in ekspresyonunda gen expresyon goriintiileme ¢alismalari sonucunda ONC201
uygulamasindan kaynakli zamana bagli artis gozlemlenmistir. Bu gozlemler
sonucunda da ATF4’iin ONC201 uygulamasina yanit olarak kanser hiicrelerinde
aktiflestigi arastirmacilar tarafindan ileri stiriilmiistiir (Yoshida ve ark. 2005, Zou ve
ark. 2008). ONC201’e direngli olarak cogaltilan, ONC201 duyarli yetiskin RKO
hiicrelerinde, ONC201’in apoptozise katkida bulunmadigi ve hiicre canliligim
etkilemedigi gozlemlenmistir. Diren¢ kazanmis hiicrelerde yapilan ¢aligmaya gore
ATF4 sinyal yolu, AkKt{/ERK/Foxo3a/TRAIL sinyal yolaklart ile ONC201’in
etkilesime girmedigi tespit edilmistir (Kline ve ark. 2016). ER stresi ATF4/CHOP
sinyal yolagi, aminoasit yetersizligi, demir eksikligi veya viral enfeksiyonlara bagl
olarak hiicre oliimii gibi olaylara yanit olarak hiicre O6liimiinii tetiklemek {tizere
gelismekte olan “entegre stres yanit1” “Integrated Stress Responce” (ISR) araciligiyla
ATF4/CHOP yolunu indiiklemektedir. ISR 6karyotik hiicrelerde protein sentezini

azaltan ve i¢ veya cevresel streslere cevap olarak belirli genlerin upregiilasyonunu
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saglayan bir hiicresel yanit tepkisidir. ISR artan dkaryotik baslatma faktor iki (elF2a)
fosforilasyonuna neden olarak meydana gelen etkileri indiiklemektedir. elF2a
fosforilasyonu ise genel olarak translasyonda bir azalmaya sebep olur fakat segici bir
sekilde ATF4 azalmis olan bu translasyonun upregiilasyonunu saglayarak énemli bir
katkida bulunur ve bu durum da sonug olarak CHOP’u indiikklemektedir (Han ve ark.
2013, B’Chir ve ark. 20013, Endo ve Lipkowitz 2016). ISR’e uygun bir sekilde
ONC201 elF2a’nin fosforilasyonunu indiiklemekte ve bu da antikanser etkisinin
downstream sinyalizasyonuna neden olmaktadir (Kline ve ark. 2016). ONC201 ve
protozeom inhibitorleri arasindaki efektor sinyal yolaklarmin Ortiigmesiyle tutarl
olarak cesitli kanser hiicresi hatlarinda klinik Oncesi denemelere gore lenfoma ve
multiplmiyelom hiicreleri en fazla duyarli olan hiicreler olarak tespit edilmistir (Sekil
18). Ayrica ONC201 kaynakli apoptozis veya hiicre biiyiimesinin durmasi mantle
hiicreli lenfomanin bir marker1 olarak XIAP ve Cyclin D1 ekspresyonunun

downregiilasyonu ile iliskilendirilmistir (Allen ve ark. 2016).
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Sekil 17. Insan kanser hiicre hatlarinm, in vitro ¢calismada ONC201’e kars1 duyarlilik

yaniti (Allen ve ark. 2016’dan degistirilerek alinmistir, siitun tizerindeki sayilar her bir
hiicre i¢in test edilen hat sayisini géstermektedir).
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Cell-free deneylerde ONC201’in ISR aktivasyonu ile iliskilendirilmis
protoezomlar, proteazlar, HSP70, HSP90 ya da deubiquitinazlar gibi hedefleri veya
kinazlari, epigenetik modiilatorleri ve fosfodiesterazlar1 dogrudan hedeflemedigi tespit
edilmistir. Bu yaklasim sonucu ONC201’in bilinen kemoterapdtik ajanlarin aksine
hedef mekanizmalarin ¢ogunu devreye sokmamakta ancak ayni hedef mekanizmalari

etkileyen farkli tetikleyiciler araciligiyla ISR’ aktive etmektedir (Allen ve ark. 2016).

Tiim bu galismalarla ONC201 saglikli hiicrelere zarar vermeden net bir etkinlik
ortaya koyan, benzersiz bir tetikleyici vazifesi gorerek kanser hiicrelerinde erken evre
ISR aktivasyonu araciligryla anti kanser mekanizmasini koordine etmektedir. Bu
sinyalizasyon yolaginda meydana gelen metabolik aktivitelerin aydinlatilmasi ile
aragtirmacilar ONC201’in onkolojide yeni bir hedef ajan olarak kullanilabilecegini

one stirmektedir (Allen ve ark. 2016).

2.4. Saperonlar

Proteinler yanlis veya erken kivrilmalari diizenlemek i¢in bir regiilatore veya
yardimc1 proteine ihtiya¢ duyarlar. Baz1 durumlarda yapilarindaki diizenlemeleri bir
regiilatore ihtiya¢ duymadan yapabilirken bazen de baslangigta sentezlendigi halden
farkli bir hale gegmek tizere kivrilirlar ve belli bir yapida kalarak diizenlenmeye ihtiyag
duyarlar. Bu sekilde yanlis ve/veya erken kivrilmig-katlanmis proteinlerin metabolik
olarak uygun hale gelmesini saglayan yardimci proteinler saperon olarak
adlandirilirlar.  Saperonlar proteinlerin katlanmasma yardimci olmak, erken
katlanmaya engel olmak ve yanlis katlanmig proteinleri diizelterek onarimi miimkiin
olmayan proteinleri de ortadan kaldirmak iizere proteinlerin {i¢ boyutlu hale gelmesi
isleminde oldukca hayati rol oynayan yardime1 proteinlerdir. Tiim memeli proteinlerin

yarisindan fazlasinin katlanmasina refakat ederler (Giines 2013).

Saperonlar proteinlerin katlanmalarinda veya agilmalarinda bir regiilator
gorevi  gormektedirler.  Protein-protein,  protein-DNA  ve  protein-RNA
komplekslerinde olduk¢a etkili regiilatorler olarak tanimlanmaktadirlar (Hartl ve

Hayer-Hartl 2002). Saperonlar proteinlere dnciil davranis sergileyerek polipeptidlerin
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katlanmast ile ilgili aktivasyon gosterirler. Proteinlerin yapisina dahil olup herhangi
bir degisiklige yol agmazlar. Yapilan cesitli aragtirmalar proteinlerin kivrilmalari
esnasinda saperonlarin aktif olduklar1 metabolik faaliyetlerde polipeptid zincirinde
olusabilecek hatali kivrimlarin, yanlis katlanmalarin Onlendigini gdstermistir.
Molekiiler saperonlar ve saperoninler olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Molekiiler
saperonlara 6rnek olarak 1s1 sok protinleri de denilen Hsp70, Binding immiinoglobulin
protein (BiP), Saperoninlere ornek ise Hsp60, GroEL gibi proteinler verilebilir.
Molekiiler saperonlar katlanmamis ya da kismen hatali katlanmis proteinlere
baglanarak diizeltilmelerine yardimci olmaktadirlar. Saperoninler ise dogrudan
baglanarak proteinlerin dogru katlanmalarini saglamaktadirlar (Hartl ve Hayer-Hartl
2002). Son zamanlarda aktivasyonu spesifik ligandlar tarafindan aktive/deaktive

edilebilen bir reseptor olan Sigma Receptor 1 (Siglr)’de saperon olarak tanimlanmigtir

(Tsai ve ark. 2009).

2.4.1. Sigma Reseptorii

Sigma reseptorleri karaciger, bobrek ve beyin dahil olmak iizere ¢esitli
organlarin plazmatik, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum (ER) zarlarina lokalize
olan bir reseptdr ailesidir. Sigma reseptorleri ER’de lipid yapidaki zar tabakasinda
yerlesmis, mitokondri aracili apoptozda goérev alan bir saperon olarak
tanimlanmaktadir. Bir ER saperonu olarak kompleks olusturmaktadir. Daha 6nce
opioid reseptorii olarak tanimlanmasina ragmen ortaya ¢ikan cesitli 6zelliklerinden
dolay1 saperon olarak adlandirilmistir. Sigma reseptorlerinin, Sigma reseptor 1(Siglr)
ve Sigma reseptor 2 (Sig2r) olarak iki ayri tipi mevcuttur (Booth ve ark. 1999, Ruscher
ve Vieloch 2015). Molekiiler agirligi 25 kDa olan Siglr'in ilk kez klonlanmasi
1996°da gerceklestirilmistir. Kobay karacigeri, insan kanser tiirleri, rat beyni ve fare
bobreginden klonlanan Siglr, IGMAR, OPRS1 gibi isimlerle adlandirilmistir.
Klonlanan gen 9p13°te lokalizedir. Klasik reseptor ailelerinden farkli 6zellikleri ile
dikkat ¢eken sigma reseptorleri ER’de bulunan diger proteinlerden de farklilasmis bir
halde hiicre zari, ER, mitokondriyal zar, niikleer khif ve lizozomlarda eksprese
edilmektedir (Zeng ve ark. 2007, Wheeler ve ark. 2000). Ligandlar1 hem hiicre
koruyucu etkiye hem de sitotoksik etkiye sahip olabilmektedir. Siglr agonistlerinin
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ndroproteksiyon, ndrit biliylimesi, trofik faktor iretimi, mikroglial aktivasyon,
mitokondriyal biitiinliigii desteklemek ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azaltma

gibi yetenekler sergilemektedirler.
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Sekil 18. Sigma Reseptoriiniin Tahmini Molekiiler Yapist (Zincir amino asitleri

yansitmaktadir) (Hayashi ve Su’dan degistirilerek alinmstir).

2.4.2. Siglr’nin Fizyolojik Islevleri ve Kanser iligkisi

Yapilan ¢aligmalarda transmembran proteinleri olarak da tanimlanan Siglr’in
translokasyon yapabildigi de ortaya konulmustur. Sigma-1 reseptorii, plazma zari,
endoplazmik retikulum ve periniikleer alanlarda bulunmakta ve meme kanseri hiicre
hatlarinda ve dokularinda upregiile edilmis halde bulunmaktadir. ER’de sfingosinler
bakimindan oldukg¢a bol bulunan lipit tabaka igerisine yerlesmis ve ayni zamanda
ER’den plazma membranina dogru da translokalize halde oldugu bildirilmistir
(Hayashi ve Su 2003, Hayashi ve Su 2005, Mavlyutov ve Ruoho 2007, Aydar ve ark.
2016).
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Sekil 19. Siglr’in aktivasyonu ile olusan sinyal yolagi (Zamanillo ve ark., 2013’ten
degistirilerek alinmustir).

Sigma reseptorlerinin bazi kanser tiirlerinde oldukca yiiksek ekspresyonuna
rastlandig1 bildirilmistir. Tespit edilen sonuglara gore sigma reseptorlerinin timor
bliylimesinde rol aldig1 acgiklanmistir. Sigma reseptoriiniin  ekspresyonundaki
degisimin tiimor hiicrelerinin agresifligi ile iligkili oldugu, metastatik yetenegi
gelismis olan kanser hiicrelerinde oldukea yiiksek oldugu tespit edilmistir. Siglr’in
kanserle iliskilendirilmis birgcok metabolik mekanizmayr degistirme ve diizenleme
yeteneginde oldugu ortaya konmustur (Rui ve ark. 2016). Siglr voltaj duyarl
kanallarin ve ligand kapili kanallarin degisikliginde ve diizenlenmesinde rol alarak
hayati bir 6nem arzetmektedirler. ER’de bulunan diger saperonlar ile etkilesimde
bulunarak yanlis katlanan veya katlanmayan proteinlerden kaynaklanan ER-stres

sensorii olarak da gorev almaktadirlar (Sekil 19) (Rossi ve ark. 2011).
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Siglr’in ligandlarinin iyon kanallarinin aktiviteleri, noronal tetikleme, kanser
biiylimesi, apoptozis gibi hiicresel fonksiyonlar1 diizenledigi bildirilmistir (Mavlyutov
ve ark. 2010). Essiz bir durumda olan Siglr ligandlar1 deney hayvanlarinda patolojik
kosullarda 6zellikle mitokondriyal streste terapotik etki gostermektedir (Hayashi ve

Su 2004, Hayashi ve Su 2007).

ER saperonlarindan bir tanesi de, liimende yer alan ve yeni sentezlenmis olan
proteinleri baglayan ve sonraki katlanmalara hazir hale getiren BiP’dir. BiP’in Siglr
ile birlesmesi sonucunda Siglr aktivitesi diizenlenmektedir. Siglr’in BiP ile
kompleksi ile serbest haldeki Siglr kiyaslandiginda, serbest haldeki Siglr’in
maksimum diizeyde saperon aktivitesine sahip oldugu gézlemlenmistir (Hayashi ve
Su, 2007). Sigma reseptorlerinin hiicre membran yapisindaki voltaj kapili kanallarla
da iliskili olduklar1 belirtilmistir. Sigma reseptorlerinin yiiksek ekspresyon
aktivitesinde voltaj kapili kanallar bloke olmaktadir (Mueller ve ark. 2013). ER’de
metabolik aktiviteler sonucunda meydana gelen ER-stresinde Siglr olduk¢a aktif
durumdadir (Sekil 20). Sekil 20 gosterildigi tizere Siglr mitokondri ile iliskili zar
(MAM)’da oldukea yiiksek ekspresyona sahiptir. Siglr diizenleyici-diizelticiler olan
homo-oligomerler olusturma yeteneginde olan ve deaktif halde BiP ile etkilesime
girebilen bir saperondur. Homo-oligomerlerin diizensizlesmesine yol acarn ve BiP’in
Siglr’dan ayrilmasina neden olan Siglr agonistlerinin komplekse dahil olmasi ile
birlikte Siglr aktivasyon kazanir. Siglr MAM’da IP3 reseptor tip-3 (IP3R3)’i
stabilize ederek mitokondriyal akis1 ve ATP sentezinde Ca?* akisin1 diizenlemektedir.
Yine ER stresinde veya oksidatif streste MAM’da ER stres sensorii 1 (IRE1)’1 stabilize
etmektedir. Tiim bu metabolik faaliyetlerle birlikte Siglr transkripsiyon faktérlerinin
(XBP-1, NF-Kb) diizenlenmelerini saglayarak stres iligkili protein ekspresyonunda
regiilator gorevi goriir (Sekil 21).
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Sekil 20. ER’de Sigmal reseptoriiniin biyolojik aktiviteleri (Hayashi 2019’dan
degistirilerek alinmistir).

Yapilan bir ¢alismada Siglr’in knockdown edilmesi ile birlikte oksidatif stres
olusumu ile birlikte ER stresinin tetiklendigi ve hiicresel proliferasyonu engelledigi
bildirilmistir (Happy ve ark. 2015). Siglr agonistlerinin iskemik durumlar, diyabet,
inflamasyon ve toksisitenin neden oldugu oksidatif stresi dnleyerek hiicresel sagkalimi
destekledigi, antagonislerinin de tiimdr hiicresi sagkalimini engelledigi ve apoptozu
indiikledigi bildirilmistir. Ayrica Siglr agonistleri néroproteksiyon, ndrit biiyiimesi,
trofik faktor tiretimi, mikroglial aktivasyon, mitokondriyal biitiinliigii desteklemek ve
aktif oksijen tiirlerinin {iretimini azaltma gibi yetenekler sergilemektedirler (Hayashi
ve Su 2007, Narayanan ve ark. 2011).
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2.4.3. Sigmalr Agonist ve Antagonistlerinin Kanser Arastirmalarindaki Yeri ve

Kullanimi

Siglr’in manipiile edilmesi hiicre korucuyu etki ile birlikte sitotoksik etki de
gosterebilmektedir. Siglr agonistlerinin oksidatif strese karsi antioksidan gibi etki
gostererek hiicre sagkaliminda rol oynadig: bildirilmistir. Antagonistlerinin de kanser
hiicrelerinde hayatta kalimi etkileyerek apoptozu tetikledigi ortaya konmustur. Siglr
antagonist aracili apoptoziste Siglr agonistlerinin SKF-10047 (Alozosine, WIN-
19631, N-Allynormetazosine, NANM, NAN gibi adlandirmalar1 da vardir) tarafindan
inhibe edildigi yapilan calismalarin sonuglart ile birlikte gosterilmistir. Ticari adi SKF-
10047 olan, metazosine bagli benzomorfan ailesinden sentetik bir opioid analjezigidir.
Opioid aktivitesine ek olarak Siglr agonisti ilag¢ olarak deneysel ¢alismalarda popiiler
bir ilagtir (Casy ve Partfitt, 2013). Siglr agonistleri néroproteksiyon, norit bitytiimesi,
trofik faktor tiretimi, mikroglial aktivasyon, mitokondriyal biitiinliigii desteklemek ve
aktif oksijen tiirlerinin {iretimini azaltma gibi yetenekler sergilemektedirler. Siglr
antagonistlerinin sistemik olarak uygulanmasinin yan etkileri bir tarafa birakilacak
olursa meme kanseri ksenograftlarinin, biiyiimesini 6nemli derecede inhibe ettigi
bildirilmistir (Narayanan ve ark. 2011, Hayashi ve Su 2007, van Waarde ve ark. 2015).
Siglr antagonistlerinden olan BD1047’nin meme ve kolon kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe etmektedirler. Siglr agonistleri olarak adlandirilan bilesikler
diyabet, inflamatuar reaksiyonlar1 ve iskemik durumlarda oksidatif streste ve hiicre
sagkaliminda etki gosterirken antagonistleri olan bilesikler tiimor hiicre sagkalimini
engelleyerek hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Waarde ve ark. 2010, Narayanan ve ark.
2011). Yapilan bir ¢alismada Siglr agonisti olan SKF-10047’nin uygulandigi
gruplarda tek basina tiimor biiylimesini degistirmedigi gozlemlendi. Siglr antagonisti
olan bir bilesik ile birlikte SKF-10047 uygulandigi grupta ise kanser hiicresi
bliylimesini énemli Ol¢iide azalttifi, bu azaltma etkisinin de en azindan reseptor
bolgelerinde Siglr antagonisti tarafindan koordine edildigi bildirilmistir (Happy ve
ark. 2015). Literatiirde yer alan ¢alismalar Siglr agonistlerinin upregiile edilmesinin,
kanser hiicrelerinde Siglr antagonisti tarafindan tetiklenen apoptozu korudugunu
bildirmektedir (Hayashi ve Su 2010, Narayanan ve ark. 2011, Do ve arkd. 2013). Yine

bazi ¢aligmalara gore de knockdown edilen Siglr’in ER stresi ve reaktif oksijen tiirleri
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tarafindan indiiklenen apoptozisi destekledigi bildirilmistir (Hayashi ve Su, 2010,
Meunier ve Hayashi 2010). Sigma reseptorlerinin hiicrede oynadigi aktif rollerinin
yant sira, kanser hiicresi lizerinde de bilinen bu rollerini tiim yonleriyle aydinlatmak
ve ¢agin ciddi saglik problemlerinin basinda gelen kanserin biitiin yonlerini detayli

olarak incelemeye yardimeci olacaktir.

2.5. Iyon Kanallar

Hiicre membrani hiicre i¢i ve hiicre dist sivilar arasinda difiizyon imkani
saglayan ve iyon dengesine katkida bulunan 6nemli bir sinir olarak gérev yapmaktadir.
Iyonlarin hiicre zar1 araciligiyla gegisi bazi yapisal mekanizmalar sayesinde
gerceklesmektedir. Iyon kanallar1 olarak adlandirilan bu yapilar intraseliiler ve
ekstraseliiler alan arasinda transportu saglamaktadirlar (Sekil 21). Bu mekanizmalar
sodyum (Na*), potasyum (K¥), kalsiyum (Ca") ve klor (CI) gibi iyonlarin

elektrokimyasal gradiyentleri yoniinde akisina izin vermektedirler.

ol ¥
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HUCRE DISI
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Sekil 21. Iyon kanal1 yapisi (https://www.news-medical.net/health/Importance-of-lon-Channels-
in-the-Body.aspx degistirilerek alinmistir, Erisim Tarihi: Oct 25, 2018).
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Iyon kanallar1 iyon gegirgenlikleri agisindan degerlendirildiklerinde kapil1 iyon
kanallar1 (gated) ve kapisiz iyon kanallar1 (non-gated) olarak ayrilmaktadirlar. Non-
gated iyon kanallar1 herhangi bir kapanma durumu s6z konusu olmaksizin siirekli
olarak iyon ge¢isine izin vermekte, gated iyon kanallar1 ise baz1 durumlarda kapanarak
iyon gecisini durdurmaktadirlar. Gated iyon kanallari; bir ajanin veya
norotransmitterin kapi iizerinde yerlesmis olan bir reseptore baglandigi durumda
aktivasyon gosteren ligand kapili iyon kanallari, hiicre iskeletinde meydana gelen
gevseme-gerilme durumu ile aktivasyon gosteren basinca duyarli mekanik kapili iyon
kanallar1 olarak gruplandirilmaktadir. Son olarak da hiicrede meydana gelen aksiyon
potansiyelindeki degisimlere bagli olarak aktivasyon gosteren voltaj kapili iyon
kanallar1 olarak 3 gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 22). Son zamanlarda yapilan
aragtirmalarla birlikte iyon kanallarinin kanser hiicresi gelisiminde ve tiimor

dokusunun biiylimesinde ciddi fonksiyonlar1 oldugu gosterilmektedir.
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Sekil 22. Iyon Kanallar (https:/www.news-medical.net/health/Importance-of-lon-Channels-in-
the-Body.aspx degistirilerek alinmigtir, Erigim Tarihi: Oct 25, 2018).
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Sagliklt bir hiicre mutasyonlar sonucunda veya denetim mekanizmalarinin
kontroliinden ¢ikarak kanser hiicresine doniisiirken iyon kanallarini etkilemekte ya da
iyon kanallarinin metabolik aktivasyonlarinin degismesine neden olabilen genetik
farkliliklara neden olmaktadir. iyon kanallar1 kanser hiicrelerinde boliinme, cogalma,
biiyiime, intraseliiler-ekstraseliiler madde aligverisi, enzim aktivasyonlarinda meydana
gelebilecek degisiklikler, salgilama ve gen ifadesinde azalma-artmalara neden
olabilmektedirler. Kanser-iyon kanallar1 iliskisi anlaminda, iyon kanallarinin
proliferasyon ve apoptozis, migrasyon hizi ve bazi kanser tiirlerinde farkli kanallarin
ekspresyon diizeyleri gibi iki temel basamak tizerinde durulmaktadir (Prevarskaya ve
ark. 2010). Hiicre proliferasyon c¢alismalarinda iyon kanallarinin aktiviteleri
gozlemlenmis, temel olarak iki sekilde etkiledigi bildirilmistir. Her hiicrenin
intraseliiler iyon, pH ve hiicre voliimii gibi homeostazisi sabit tutmak i¢in iyon
kanallarmim fonksiyonel aktivitelerine ihtiya¢ duymaktadir. Ote yandan iyon
kanallariin hiperpolarizasyonu, hiicre siklusunda 6zellesmis denetim noktalarinda
gereklidir ve bu gerekliligi ile proliferasyonda belirli ve 6nemli rol almaktadir
(Kunzelmann 2005).

2.5.1. Sodyum Kanallari

Sodyum kanallari, hiicre membranindan Na* iyonlarinin hiicre igine ve disina
ileten zar proteinleridirler. Katyon kanallar1 siiper ailesi olarak adlandirilan aile
tiyesidirler. Katyon kanallari siiper ailesi liyeleri kanal kapisinin agilmasina sebep olan
tetikleyiciye gore isimlendirilmektedirler. Sodyum kanallar1 Nav kanal1 veya Voltage
Gated Sodium Channel (VGSC) olarak adlandirilmaktadirlar. VGSC’ler por yapisi
meydana getiren a alt birimi ve bu a alt birim ile iliskili bir B alt birimden olusmaktadir.
Voltaj kapili sodyum kanallar1 (NaV), sigan fundusu, insan ve kopek jejunumu,
memeli kolonunda olmak iizere gastrointestinal diiz kasta bulunurlar. VGSC’ler, B alt
birimleri gibi proteinlerle iliskili biiyiik a alt birimlerden olusmaktadirlar. Bir o alt
birim sodyum kanalinin ¢ekirdegini olusturmakta ve tek basina islevsel olarak aktivite
gostermektedir. a alt birim proteini hiicrede eksprese edildiginde diger modiilator
proteinlerin ekspresyonu gergeklesmese dahi Na™u iletebilecek VGSC’ler aktive

olmaktadir. VGSC’lerin temelde, kapali, agik ve inaktif olmak {izere 3 ana yapisi
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mevcuttur.  VGSC’lerin  membran gecis alanlarinda tespit edilmis 9 iiyesi
bulunmaktadir. Navl.l’den Navl.9’a kadar adlandirilan bu proteinler SCN1A-
SCN11A genleri tarafindan kodlanmaktadirlar. Aminoasit dizilimlerindeki yakinliga
bagli olarak bu proteinler arasinda muhtemel evrimsel iliski sekilde gosterilmektedir
(Sekil 23) (Tfelt-Hansen ve ark. 2010). Tek bir aile olarak smiflandirilmis ve isimler
sayisal sirayla verilmistir. Isim, bir alt simge (Nav) olarak belirtilen ana fizyolojik
diizenleyici (voltaj) ile birlikte ana niifuz eden iyonun (Na) kimyasal semboliinden
olugmaktadir. Alt simgeyi takip eden say1, gen alt ailesini gosterir ve ondalik noktadan
sonraki sayi, spesifik kanal izoformunu (6rnegin Navl.l) tanimlamaktadir (Goldin
2001).

MR P Navl.1l

Navl.2
Navl.3
Navl.4
Navl.5
Navl.8
Navl.6
— =
Navl.9

Sekil 23. Sodyum kanali alt birimleri.

Sadece aminoasit dizilerindeki farkliliklardan degil ayn1 zamanda ekspresyon
profilleri ve kinetikleri acisindan da ayirt edilebilmektedir. VGSC’lerin islevsel olan
tinitesi o alt birimdir. Selektif olarak, por olusturma yeteneginden dolayi, kanal
acabilmektedir. VGSC’lerin her biri farkli bir gen tarafindan kodlanmakta ve bundan
dolayr her biri farkli dokularda farkli islevler yapabilmektedir. VGSC’lerde
tanimlanmis 4 B alt birimden B1, B3 ile kovalent olmayan, 2 ve 34 alt birimi ile disulfit
bag yaparak aktivasyon igerisinde olurlar. Bu B alt birimleri genellikle a alt birimleri

icin zemin hazirlayarak plazma zarina yerlesmesine ve sinyalizasyona olanak saglar.
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B alt birimlerinden VGSCp1’in de meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢caligmada
hiicre adhezyon molekiilii gérevinden bahsedilmistir (Morgan ve ark. 2000, YU ve ark.
2003, Ratcliffe ve ark. 2000, Chioni ve ark. 2009). VGSC’lerin 6zellikle meme kanseri
ve prostat kanserinde genelde ise meme ve prostat kanserlerine ek olarak melanoma,
kolon, lenfoma hiicrelerinde regiilasyon goérevinde oldugu bildirilmistir (Brackenbury

2012) (Tablo 2).

Tablo 2. VGSC’ler tarafindan diizenlenen metastatik hiicre davranislar1 (Brackenbury
2012°den degistirilerek alinmistir).

Hiicresel Aktivite Kanser Tiiri il_gi_l LAl
Birimler
Biiyiime Stireci Meme, Prostat Navl.5, Navl.7, Bl
Galvanotaksis Meme, Prostat Nav1.5, Navl.7
Yara lyilesmesi Meme, Prostat N I;;VI'Z B,
Migrasyon Meme, Prostat Nav1.5, Nav1.7
Adezyon Meme, Prostat Navl.5, I[\EV”’ B,
Gen Ekspresyonu Meme, Prostat, Kolon Navl.5, Navl.7, p1
fnvazyon Meme, Prostat, Kolon, Lenfoma, Navl.5, Navl.6,
Melanoma Navl.7, B1, B2

Metastatik ve invaziv kanser hiicrelerinde VGSC’lerin aktivitesi i¢in farkl
hipotezler mevcuttur (Roger ve ark. 2006). Bunlardan bir tanesi epitelyal kanser
hiicrelerin aksiyon potansiyeli liretebilme yetenegi kazanmalarini kapsar. Bu durum

prostat kanserinde invazyon yetenegi kazanmis, artan invaziv yetenekle iligkili olan
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noroendokrin fenotip 6zellik elde ettikleri gézlemine dayanmaktadir. Bir baska
hipotez olarak dinlenme potansiyelinde kesintiye ugramayan sodyum girisi ile
iliskilendirilen durum mevcuttur. Bu hipoteze gore de dinlenme potansiyeli
esnasindaki sodyum girisi enzim salgilanmasi ve aktivasyonlarin degismesi ile birlikte
proteaz regiilasyonunu etkileyen kalsiyum ve proton dengesini degistirmektedir.
Salgilanmakta olan bu enzimler kanser hiicrelerinin gog¢ islevlerini, aktin hiicre
diizenlemesi ve ekstraseliiler matriksin sindirilmesi araciligiyla gergeklestirmektedir

(Roger ve ark. 2006, Fiske ve ark. 2006).

Kanser hiicreleri iizerinde yapilan arastirmalar incelendiginde VGSC’lerin
etkiledigi, diizenledigi veya degistirdigi yolaklarin mekanizmalarinin aydimnlatildig
caligmalar smurlidir. VGSC’lerin etkiledigi ve/veya diizenledigi mekanizmalar
icerisinde, iyon kanallar1 ve hiicrelerin metastaz yapma yeteneklerinin iliskili oldugu
durum aragtirmacilar tarafindan ilgi ¢ekmistir (Onkal ve Djamgoz 2009). VGSC’ler
ile hiicre i¢ine alinan Na" akimlarinin hiicre i¢ kisminda alkalizasyona, hiicrenin dig
kisminda da asidifikasyona neden olmaktadir. Bu durumla beraber Na/H degistiricisi
ozelliklli NHE1’in VGSC’lerle birlikte ekspresyonunun gerceklesmesi hiicre igine
Na*, hiicre disina H iyonu akimini artirdigini ve bu sekilde de ektraseliiler matriks
catisinin yikimi ve kanser hiicrelerinin invazyonunu artirdigr bildirilmistir (Gillet ve
ark. 2009, Brisson ve ark. 2011). Cesitli arastirmalarda da VGSC’lerin kanser
hiicrelerinde gen ekspresyonlarini diizenliyor olabildiginden bahsedilmis ve kolorektal
kanser tiirlerinde VGSC’lerin metastatik yetenekli kanser hiicrelerinin invazyonu ile
iligkisi oldugu diisiiniilen bir genin islevini diizenledikleri ve bu gen aracili sinyallerin
invazyonu denetleyen sinyal yolaklarinin regiile edebilecekleri 6ne striilmiistiir
(Chioni ve ark. 2009, Brackenbury ve Djamgoz, 2006, Mycielska ve ark. 2005, Lopez-
Santiago ve ark. 2007, House ve ark. 2010). Yapilan arastirmalara gore tahmin edilen
bir bagska mekanizma ise VGSC’lerin hiicre iginde Ca™ seviyelerini diizenleyerek
kanser hiicrelerinde regiilatdr olarak gorev yapiyor olmalaridir. VGSC aracilig ile
artan Na akimlari, voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 sinyalize ederek acgilmalarini
saglamaktadir. Artmis kalsiyum iyonlarinin kanser hiicrelerinde invadopodlar

etkileyerek onlar1 sekillendirmekte ve bu yolla da onlarin invazivligini
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etkileyebilmektedirler (Dravid ve ark. 2004, Fekete ve ark. 2009, Carrithers ve ark.
2009).

2.5.2. Navl.5

Voltaj kapili sodyum kanali o ailesinin belirlenmis 9 alt biriminden biri olan
Navl.5’in adult ve neonatal yapida iki formu bulunmaktadir. Adult formu olan
adultNavl.5 (aNavl.5) neonatalNavl.5 (nNavl.5) seklinde isimlendirilmektedir.
Burada aNavl.5’ten bahsederken aslinda Navl.5’in kendisinden bahsetmekteyiz.
Navl.5 adult formu temsil etmekte, yenidogan formu ise neonatal form olarak ifade
edilmektedir. Hiicre kiiltiirii arastirmalar1 ve dahasi molekiiler aragtirma yontemleri
kullanilarak yapilan caligmalar dogrultusunda meme kanseri hiicre hatlar1 ve
dokularinda VGSCa’nin Navl.5 izoformunun 6.ekzonunda 1.bolgede 3.segment ve
4.segment arasinda kirpilma nedeniyle meydana gelen neonatal (nNav1.5) formunun
daha baskin oldugu belirtilmistir (Chioni ve ark. 2009). Belirli bir tetrodotoksine
direngli sodyum kanali olan Navl.5 (SCNSA tarafindan kodlanir), insan diiz kas
hiicrelerinde ve ince bagirsak ve kolonun Cajal interstisyel hiicrelerinde eksprese
edilir. Memeli gastrointestinal diiz kasinda, Nav kanallar1 yavas dalgalar i¢in uyarici
gibi gorlinmektedir ve Nav1.5'in farmakolojik blogu kabizlik ile iligkili oldugundan,
Nav1.5 insan gastrointestinal kanalinda oldukga islevsel kabul edilmektedir. Nav1.5’1
kodlayan SCN5SA ayni1 zamanda kardiyomistlerde olduk¢a yogun bir sekilde eksprese
edilmektedir (Gellens ve ark. 1992, Strege ve ark. 2007).

2.5.3. aNav1.5 ve nNav1.5’in Fizyolojik islevleri ve Kanser iliskisi

Metastazis olarak adlandirilan, kanser hiicresinin istilaci mantikla hareket
ederek sicramalar yaptig1 donem, kanserli bireyin hayatinin kanser hiicreleri tarafindan
en fazla tehdit edildigi donemidir. Kanser hiicresinin iyi huylu veya kotii huylu
formlar1 metastaz yapip yapmadigina bakilarak ayrilabilmektedir. Kanser
arastirmalarinda ¢esitli iyon kanallarinin incelenmesi sonucunda tiimor hiicrelerinin
metastazinda VGSC’lerin rol oynadigi tespit edilmistir. SCLC olarak adlandirilan

kiigiik hiicreli akciger karsinomunda VGSC’lerin varlig1 uzun zamandir biliniyordu ve
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yapilan arastirmalarla da daha 6nce ortaya konulmustu (Marx ve ark. 1991, Wonderlin
ve Strobl 1996). Yapilan bir c¢alismada, arastirmaci kanser hiicrelerinde hiicre
metastazi ve VGSC’lerin ekspresyonu arasindaki iligkiyi tespit ederek literatiire
eklemistir (Grimes ve ark. 1995). VGSC’lerin gen ekspresyonlarinda meydana gelen
degisimler gelisimsel olarak regiile edilen neonatal kirpilmis varyant olarak ifade
edilmesinden ileri gelmektedir. Sinir sisteminde olusan tiimoérlerde ve meme kanseri
hiicrelerinde Nav1.5’in ekspresyonundaki degisiklikler gelisimsel olarak diizenlenmis
embriyonik/neonatal kirpilmis varyantlar olarak ifade edilerek kanserdeki dnemine

dikkat ¢ekilmistir (Fraser ve ark. 2005, Chioni ve ark. 2005, OU ve ark. 2005).

Meme kanseri hiicrelerinde yapilan arastirmalara bakildiginda, fonksiyonel
VGSC’lerin ileri evre metastatik meme kanseri hiicrelerinde eksprese edildigi tespit
edilmistir. /n vitro calismalarda, odaklanilan meme kanseri hiicre hatlarinda
VGSC’lerin proliferasyonla ilgili degil metastatik yetenekte olan meme kanseri
hiicrelerinde invazyonla iligkili oldugunu tespit edilmistir (Roger ve ark. 2003, Fraser
ve ark. 2005). VGSC’lerin metastazin basamaklar1 olan motilitede ve endositozda rol
aldig1 belirtilmistir. Metastatik meme kanseri hiicrelerinde ve dokularinda nNav15°te
upregiilasyon belirlenmistir. Analizleri yapilan Orneklerin upregiile nNavl1.5
ekspresyonu ve metastaz arasinda pozitif bir iligki tespit edilmistir (Fraser ve ark.
2005). Navl.5’in ekspresyonunun metastatik meme kanseri hiicrelerinde 1000 kata

kadar upregiile edildigi gosterilmistir (Diss ve ark. 2005, Diaz ve ark. 2007).

Insan meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA-MB-231 ve MCF-7
karsilastirildiklarinda VGSC’lerin protein ekspresyonlarinin zayif metastatik yetenekli

MCF-7"de MDA-MB-231’e gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

VGSCo’nin Navl.5 izoformunun 6.ekzonunda 1.bdlgede 3.segment ve
4.segment arasinda kirpilma nedeniyle meydana gelen neonatal (nNav1.5) formunun
daha baskin oldugu daha once belirtmis yapilan c¢alismalarla sonuglarin ortaya
kondugunu belirtmistik. Nav1.5’in bu neonatal formunun ekspresyonunun beyin dahil
bircok dokuda biiyiime ve gelismeyle iliskili oldugu bildirilmistir. Ancak yetiskin

bireylerde ekspresyonu ciddi oranda downregiile olmasina ragmen, iskelet kasi
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hiicrelerinde ve beyin dokusu hiicrelerinde yapilan c¢alismalarda tespit edilmistir.
Normal sartlarda neonatal bireylerde yetiskinlere oranla ekspresyonun upregiilasyonu

tespit edilmistir (Raymond ve ark. 2004).

2.5.3.1. Meme Kanserinde aNav1.5 ve nNavl.5

Metastatik agidan diger kanser hiicre hatlarina gére mutasyona ugramis ve bu
yetenekleri gelismis olan meme kanseri hiicrelerinde yapilmis olan farkli ¢aligsmalarda
fonksiyonel olarak gelismis olan VGSC’lerin sadece ileri derecede metastatik yetenek
kazanmig olan meme kanseri hiicrelerinde var oldugu tespit edilmistir (Roger ve ark.
2003, Fraser ve ark. 2005). Hiicrede ger¢eklesen metabolik olaylarin hiicresel davranis
tizerinden incelenmesi sonucunda, voltaj kapili sodyum kanallarinin hiicre
cogalmasindan c¢ok kanser hiicresinin istilact yoniiyle iliskili oldugu ortaya
konulmustur. nNav1.5’in 6zellikle metastatik kanserde eksprese edildigi bildirilmis,
Nav1.5’in bu formunun neonatal gelisimine katkida bulunurken, postnatal periyotta
eksprese edilmedigi tespit edilmistir (Monk ve Holding 2001). Nav1.5 ve nNav1.5’in
ekspresyonlarina bakildiginda metastatik meme kanseri hiicreleri olan MDA-MB-
231°de, daha zay1f metastaz yetenegine sahip olan bir baska meme kanseri hiicre hatt1
olan MCF-7’ye gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Kamarulzaman ve ark.
2017, Zhang ve ark. 2018). Nav1.5’in spesifik olarak metastatik meme kanseri hiicre
hatt1 olan MDA-MB-231 hiicrelerinin zarinda bulundugu, saglikli hiicreler ve yine
meme kanseri hiicre hatt1 olan daha az metastaz yeteneginde olan MCF-7 hiicrelerinde
ise bulunmadigi rapor edilmistir. Ayni ¢alismada meme kanserlerinde neonatal formun
metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinde, daha zayif metastatik yetenekteki MCF-7
hiicrelerinden yaklagik olarak 1800 kat daha yiiksek ekspresyonu tespit edilmistir
(Fraser ve ark. 2005). Son olarak yapilan g¢aligmalarla birlikte, meme kanseri
hiicrelerinde Siglr’in nNav1.5 ile birlikte metastatik aktiviteyi artirdigi 6ngoriilmekte
ve VGSC’lerin bir birimi olan Nav1.5 alt kapisinin insan meme kanserinde 6nemli rol
aldig1 diistiniilmektedir (Balasuriya ve ark. 2012, Aydar ve ark. 2016). Navl.5
metastatik kaskadda yer alarak, farkli hedefler iizerinde hareket etmektedir. Bir
arastirmada Nav1.5 tarafindan taginan Na* akimlarinin, Na*/H" degistirici izoform-1

(NHE-1) araciligiyla meme kanseri hiicre hatlart olan MDA-MB-231 hiicrelerinde
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invazivligi artirdig1 belirtilmistir. H" akiginin dnemli bir diizenleyicisi olarak NHE-1,
MDA-MB-231 hiicrelerinin  kaveoleleri  (hlicre membraninin  fonksiyonel
elemanlarinca zengin igerige sahip olusumlardir) i¢erisinde yer alan lipid depolarinda
VGSC’lerin alt birimi olan Navl.5 ile birlikte eksprese edilmektedir. NHE-1 ve
Navl.5 MDA-MB-231 hiicrelerinde metastatik siirecte birlikle yer almaktadirlar
(Brisson ve ark. 2011). Nav1.5’in yiiksek metastatik yetenekli meme kanseri hiicreleri
olan MDA-MB-231°de bulundugu, saglikli ve zayif metastatik yetenekli meme
kanseri hiicre hatlarinda bulunmadigindan bahsetmistik. Ayni1 sekilde Na* ice dogru
akimlar yiiksek metastaz yetenekli MDA-MB-231°de tespit edilmis ancak zayif
metastatik yetenekli olan meme kanseri hiicre hatlarinda ve normal hiicrelerde tespit
edilememistir. Yine, benzer sekilde NHE-1 mRNA ekspresyonlar1 yiiksek metastatik
yetenekte olan MDA-MB-231°de upregiile halde, zayif metastatik yetenekli meme
kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7"de downregiile halde ve normal hiicrelerde ise higbir
sekilde ekspresyonlari tespit edilememistir (Chen ve ark. 2019). Yapilan arastirmalar
plazma membran potansiyelinin hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde, kanser hiicrelerinin
farklilasmasinda ve go¢ potansiyeliyle iliskili oldugunu ortaya koymustur
(Sundelacruz ve ark. 2009, Yang ve Brackenbury 2013). Calismalarin sonuglari,
¢ogalan tiimor hiicrelerinin plazma membran potansiyelini depolarize ettigini, terminal
olarak farklilasmis normal hiicrelerin ise hiperpolarize plazma membran potansiyeli
ile karakterize edildigini gostermistir. Yine bir calisma ile MDA-MB-231 hiicrelerinde
dinlenme potansiyelinde olan plazma membranmin depolarizasyonuna Navl.5
tarafindan taginan kararli durumda olan Na® akimmin katkida bulundugu tespit
edilmistir (Binggeli ve Cameron 1980, Marmo ve ark. 1994, Fraser ve ark. 2005, Yang
ve ark. 2020). VGSC’lerin hiicrenin metabolik faaliyetlerinin devami i¢in hayati rol
oynadig1 olduk¢a agiktir. Bununla birlikte dncelikle saglik olmak {izere sosyal ve
ekonomik olarak da ciddi bir sorun teskil etmekte olan meme kanserinde, kanser
hiicresinin proliferasyonuna, gelisimine, metastazina veya bir baska ac¢idan yaklagmak
gerekirse yok edilmesine ne denli katki sagladiklarmin bilinmesi, mekanizmalarinin
tiim yonleriyle aydinlatilmasi i¢in laboratuvar c¢aligmalari ve ileri klinik ¢aligmalar

oldukca faydali olacaktir.
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2.5.3.2. aNav1.5 ve nNav1.5 inhibitorlerinin Kanser Arastirmalarindaki Yeri ve

Kullanimi

Lokal anestezikler sadece hedeflenmis reseptorleri bloke etmekte ve ilgili
bolge disinda anestezi etkisi gostermemektedirler. Uygun dozajda kullanildiginda
uygulama bdlgesinde dokular arasinda, hiicreler arasinda ve hiicre icerisinde sinyal
iletimini kesmektedirler. Hiicre membranini stabilize ederek depolarizasyona engel
olmakta, Na* ve K* iyonlarina kars1 gegirgenligi bozan membran stabilizorleri olarak
adlandirilmaktadirlar. Bir¢ok ¢aligmada anestezinin kanserli hastalarin sagkalimi ile
iliskilendirildigi bilinmektedir. Ozellikle lokal anestezinin kanserin yeniden
niiksetmesi veya niiksetme riskinin azalmasiyla iliskisinin oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu
tahminleri agiklamak arastirmacilart lokal anestezik maddelerin opioidleri ve
saperonlar1 koruyucu etkisini arastirmaya itmistir. Opioidler kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu tesvik etmekle iliskilendirilmistir. Bir opioid olarak tanimlanmakta
iken daha sonra sahip oldugu 6zellikler nedeniyle saperonlar sinifina da giren Sigr’in
da bu siiregte katkis1 oldugu tahmin edilmektedir (Votta-Velis ve ark. 2013, Singleton
ve ark. 2015, Weng ve ark. 2016, Sekandarzad ve ark. 2017).

Lidocaine ve levobupivacaine lokal anestezik madde olarak bilinen ve hedef
bolgede segici olarak davranan ve bu 6zelliginden dolayr oldukca sik kullanilan iki
anestezik maddedir. nNav1.5 ve aNav1.5 lidocaine ve levobupivacaine tarafindan
selektif olarak inhibe edilmektedir. Yapilmis ¢aligmalarda lidocaine’in segici olarak
aNav1.5’1 inhibe ettigi ve yine segici olarak levobupivacaine’in ise nNav1.5’1 inhibe
ederek aktivasyon gosterdigi bildirilmistir (Elajnaf ve ark. 2018). Bir caligmada
lidocaine’in meme kanserinde hiicre sagkalimi ve hiicre go¢ii ile iligkisi
bulundugundan bahsedilmis, ratlarda da tiimoér biiylimesini inhibe ettigine dair
gozlemlerde bulunmuslardir (Chamaraux-Tran bve ark. 2018). Meme kanseri hiicre
hatlarinda, hiicre canliligi, go¢li ve hiicre bdoliinmesi iizerinde plazma
konsantrasyonlar1 ve iizerinde yaygin olarak kullanilan alt1 lokal anestezigin
karsilastirildigi bir calismada, levobupivacaine’in hiicre gogii ve canliligi iizerinde
etkilerinin bulundugu tespit edilmistir. Levobupivacaine’in meme kanseri hiicre hatlar

olan, hem ileri metastatik yetenekli MDA-MB-231 hiicrelerinde hem de zayif
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metastatik MCF-7 hiicrelerinde migrasyonu inhibe anlaminda etki ettigi rapor
edilmistir (Li ve ark. 2018). Lidocaine ve levobupivacaine’in kanser arastirmalarinda
kullanilmasina ragmen antitimor mekanizmalarinin tam olarak bilinmemesi kanser
hiicresinin biiylime ve go¢ etme siirecindeki etkileri net olarak agiklanmaya deger

goriilmektedir.

2.6. TIC10/ONC201, Sigmalr ve Nav1.5’lerin Iliskisi

TRAIL’in kanserin birgok tiiriinde olduke¢a giiclii bir apoptozis indiikleyicisi
oldugunu belirtmistik. Hiicre yiizeyinde proapoptotik yolakta 6liim reseptorleri ile
kompleks olusturarak i¢ ve dis apoptotik yolaklarin aktiflesmesini saglayarak kanser
hiicrelerinin sagkalimi i¢in ciddi bir inhibitor olarak yer almaktadir. Kanser tiirlerinde
bagisiklik sisteminin denetlenmesinde Onemli bir efektér olarak TRAIL, normal
saglikli hiicreler iizerinde herhangi bir olumsuz etki gostermeden proksimal tiibiil
hiicrelerinde apoptozisi tetikleyen, bagisiklik hiicrelerinin yiizeyinde kosullu olarak
eksprese edilen bir proteindir. Ayni etkiyi gosteren kemoterapik ajan olarak
TIC10/ONC201 deneylerde kullanilmaktadir. TIC10 etki mekanizmasi hakkinda
bilgiler ilk donemlere gore oldukca detaylandirilmis durumda. Yapilan ilk ¢aligmalarla
birlikte biyokimyasal analizlerde TICI10 ile tedavi edilmeye calisilan kanser
hiicrelerinde TRAIL mRNA seviyeleri gozlemlemelerinde, TIC10 aracilt TRAIL
upregiilasyonunu muhtemel olarak transkripsiyonel oldugu gosterilmistir. Siglr’in
upregiilasyonunda ve downregiilasyonunda kanser hatlarinda TRAIL tarafindan
apoptozda 6nemli derecede etkisinin oldugu yapilan bir ¢aligmada bildirilmistir. Siglr
kanser tiirlerinde kanser hiicrelerinin proliferasyonunda ve invazyonunda gorev
almakta ve upregiile edilmektedir. Yapilan galismalara goz atildiginda Siglr dogrudan
bir etkilesim ile cesitli iyon kanallarint modiile etmektedir. VGSC’lerin alt
birimlerinden biri olan Nav1.5’in de Siglr ile etkilesimde olduguna dair ¢alismalar da
mevcuttur. Tim bu bilgiler 1s1§inda TRAIL aracili apoptozda, TRAIL’in vazifesini
yapiyor olan TIC10/ONC201 kemoterapik ajaninin Siglr’in agonist ve antagonisti ile
upregiilasyonu ve downregiilasyonunda, reseptoriin modiile ettigi VGSC’lerin alt

birimlerinden olan Nav1.5’in ekspresyon diizeyinde ne gibi degisiklikler olacagini
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merak etmekteyiz. Belirlenen hipoteze gore g¢alismanin sonucunda su sorularin

yanitlarinin arastirilmast hedeflenmistir;

TRAIL’e kars1 Siglr aracili gelisen direngte VGSC alt birimi olan Nav1.5’lerin
yaniti ne olur?

Siglr’t agonisti ile upregiile edildiginde, TIC10/ONC201’in etkisine kars1
Navl.5’lerin yanit1 ne olur?

Siglr’t antagonisti ile downregiile edildiginde TIC10/ONC201’in etkisine
kars1 Nav1.5’lerin yaniti ne olur?

Meme kanseri hiicre hatlarinda kemoterapotik ajan olarak TIC10/ONC201
uygulamasinin hiicre sagkalim1 ve hiicre gogiine ne gibi etkisi olur?

Meme kanseri hiicre hatlarinda Siglr agonisti SKF10047 uygulanmasinin
hiicre sagkalimi ve hiicre gogiine ne gibi etkisi olur?

Meme kanseri hiicre hatlarinda Siglr antagonisti BD1047 uygulanmasinin
hiicre sagkalimi1 ve hiicre gociine ne gibi etkisi olur?

Meme kanseri hiicre hatlarinda nNavl.5 ve aNavl.5 inhibitorleri olan
Lidocaine ve Levobupivacaine uygulamasinin hiicre sagkalimi ve hiicre

gocline ne gibi etkisi olur?
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma 2020-TS-16 proje koduyla Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma
Proje (BAP) Koordinatérliigii tarafindan desteklenmis ve Kafkas Universitesi Merkezi

Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre Hatlar:

Insan meme kanseri hiicre hatlari (MDA-MB-231 ve MCF-7) Eskisehir
Osmangazi Universitesi ve Kayseri Erciyes Universitesi Gen-Kok (Genom ve Kok

Hiicre Merkezi)’ten temin edildi.

3.1.2. Primerler

nNavl.5, aNav1.5 ve B-actin primerlerinin amplifikasyonda kullanilan reverse
ve forward dizilimleri Tablo 3’te gosterildigi sekilde BIOKIM Teknik Sistemler
Firmasi aracilig1 ile temin edilmis ve annealing sicakliklari reaksiyon kurulum

esnasinda yine Tablo 3’te gosterildigi sekilde belirlenmistir.
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Tablo 3. nNavl.5, aNav1.5 ve B-actin’in amplifikasyonunda kullanilan primerler ve
annealing sicakliklar

Annealing | Dongii

Genler Reverse ve Forvard Primer Dizisi g
sicakhigi | Sayisi

5-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3" .
aNavl.5 5"-ACATTGCCCAGGTCCACAAA-3’ 60°C 40

5*-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3' .
nNav1.5 5"-CCTAGTTTTTCTGATACA-3’ HC 40

B-actin 5-TCACCCACATGTGCCCATCTACGA-3 53°C 40
5-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3'

3.1.3. Kimyasallar

. RPMI 1640 Medium 500 mL -Thermo Fisher - 21875034

. Leibovitz's L-15 Medium 500 ml- Thermo Fisher - 11415064

o PBS (10X), pH 7.4 500 mL- Thermo Fisher - 70011036

. Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red 100 mL-Thermo Fisher—
25200056

. Total RNA Kit-Eco Tech - E2075

J RT-PCR Supermix- SolisBio Dyne -5x HOT FIREPoIl®
EvaGreen® 08-36-00001

o Cell Viability Detection Kit 8- EcoTech - CVDK-8

J CDNA Reverse Transcription Kit- Thermo Fisher — 4368814

J Lidocaine (Synonyms: Lignocaine) 10 gr- MedChem Express -
HY-B0185-10gr

o Levobupivacaine hydrochloride (Synonyms: (S)-(-)-Bupivacaine
monohydrochloride) 50 mg- MedChem Express - HY-B0653A-
50mg

o TIC10 (Synonyms: ONC-201) 50mg- medChem Express - HY-
15615A- 50mg
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o (+)-SKF 10047 hydrochloride, 10 mg- Santa Cruz - sc-204282

J BD-1047 dihydrobromide 5 mg- MedChem Express - HY-
16996A- 5mg

J DIMETHYL SULFOXIDE (DMSO)- BioShop Canada -
DMS555.500 — Reagent Grade 500ml

3.1.4. Kullanilan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler

e Spektrofotometre (Thermo Scientific Multiscan SkyHigh, ref:
A51119700)

e Vorteks ( Velp scientifica, F202A0173)

e Hassas terazi (OHAUS, PR224)

e Derin dondurucu (-80°C), (MDF-DU300H)

e Derin dondurucu (PANASONIC, Pharmaceutical Refrigerator,
MPR-215)

e Buzdolab1 (VESTEL, Tiirkiye)

e Ayarlanabilir Otomatik pipetler (10-100 ul, 100-1000 pl,
Ependorf, Varipette, Germany)

e Inkiibatér (PANASONIC,Coz Incubator, MCO-17046041)

e Biyogiivenlik Kabini (X Bio, MSC CLASS II)

e PCR (Applied Biosystems, MiniAmp Plus, Thermo
cycler,A37029)

e Real Time (Applied Biosystems, StepOne Plus™ S/N:
720012158)

e Goriintiileme Cihazi (Invitrogen, iBright CL1000, A32747)

e Otoklav (Niive OT 40L)

e Invert Mikroskop (Invitrogen, AMF4300, K0218-155H-0354)

e Santrifiij (HERMLE Z 216 MK)

e Santrifiij (HERMLE Z 130 M)

e Santrifiij (HERMLE Z 326 K)

e Buz Makinasi (ITV, Icemakers, 102204)
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Elektroforez (BioRad, PowerPac Basic, 041BR312026)
Azot Tanki (Worthhington Industries, LS3000)

Serolojik Pipet- Lp Italiana - L161010- 10mL

Serolojik Pipet- Lp Italiana - L160510- 5mL

Cryo Tiip 2mL- Biosigma - N403522

Santrifiij Tiipii SOmL- Isolab - 078.02.003

Santrifiij Tiipii 15mL- Isolab - 078.02.001

Filtreli Pipet Ucu- Filtreli, DNase, Rnase And Pyrogen- Free, 10
pl- Tarsons - E527100

Filtreli Pipet Ucu- Filtreli, DNase, Rnase And Pyrogen- Free,
200 pl- Tarsons - E527104

Pipet Ucu- 1000 pl, Taksimatli, Eppendorf- Tarsons - E521016
Mikrosantrifiij Tiip - P.P - 2,0 mL- isolab - 078.03.003

Pipet Pompasi- Superior - C584102

96 well Tissue Culture Plate- SPL — 30096

6 well Cell Culture Plate- SPL — 30006

Stvi Aktarim Kabi 30mL- Isolab - 006.13.030

Stvi Aktarim Kab1 55mL- Isolab - 006.13.055

Petri Kutusu- Lamtek - LT1002170

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with
Barcode, 0.1 mL 20 plates- Thermo Fisher - 4346906

S1vi Aktarim Kabi 30mL- Isolab - 006.03.030
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3.2. Metod

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlari, sivi azot igerisinden
cikartilarak, %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin ve streptomisin antibiyotik
soliisyonu igeren 10mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile steril petri
kabina ekildi ve 37°C’de %5 CO: iceren inkiibatérde inkiibe edildi. Yapilan tim
uygulamalar BCL-2 sinifi biyogiivenlik kabini igerisinde gergeklestirilmistir.

Ik ekimden sonraki 12. saatte hiicre hatlar1 inverted mikroskop altinda, petri
tabanina tutunduklarinin belirlenmesine miiteakip mediumlar1 degistirildi ve belirtilen
inkiibasyon kosullarina geri birakildi. Hiicrelerin %70 oraninda yogunluga ulasmasi
icin gereken siire olan 48-72 saat inkiibatorde bekletildi. Bu siirenin sonunda
hiicrelerin, inverted mikroskop altinda %70 oraninda ¢ogaldiginin belirlenmesinin
ardindan, hiicrelerin mediumlar1 atilarak 4mL steril fosfat tamponu (PBS) ile
yikanarak hiicre artiklar1 ve atiklari uzaklastirildi daha sonra 2mL tripsin ile 37°C’de
3-4 dakika inkiibe edilip petri tabanindan ayrilmalar1 saglandi. 90mm ¢apli petri ve
96’lik plate ekimlerinde miktarlarinin (hiicre/mL) belirlenmesi igin, 10uL hiicre
siispansiyon 0rnegi 10uL trypan blue ile pipetlenerek Countess™ II Automated Cell
Counter cihazinda hiicre sayilari belirlendi. 90mm c¢apli petri kutularina yapilan
ekimlerde petri basma 3 x 10° hiicre ekildi. 96°lik platelere yapilan ekimlerde ise

kuyucuk basina 1000 hiicre ekimi yapildi.

Calismamaz in vitro olarak MDA-MB-231 ve MCF7 insan meme kanser hatlar
tizerinde gergeklestirilmistir. Gruplarin metodolojik kurgular1 ve hangi gruplara hangi
analizlerin yapildig1 Tablo 4°te belirtilmistir. Hiicreler spesifik medium ve inkiibasyon
kosullarinda inkiibe edilmistir. ONC201’in ECso dozunun belirlenmesi i¢in her hiicre
hatt1 24 saat boyunca 1-15uM arasinda degisen ONC201 dozuna maruz birakildi
(Yuan ve ark. 2017°den uyarlanmistir). ONC201’in ECso dozunun belirlenmesinin
ardindan, istenilen yogunluklarda ¢ogalan MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin,

Tablo 4°’de belirtilen madde-doz uygulamalarinda hiicre proliferasyonun
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degerlerlerinin belirlenmesi icin 96’lik steril platelere kuyucuk basina 1000 hiicre
olacak sekilde ekildi ve 24 saat ve 48 saat sonraki hiicre sayilar1 450nm filtreli plate
okuyucuda belirlendi. MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin Tablo 4’te belirtilen
madde-doz uygulamalar1 sonucunda etkilenen hiicre migrasyon ve interaksiyon
karakteristiklerinin belirlenmesi i¢inse Wound Healing analizi yapildi. Bu amaca
yonelik olarak hiicreler 6 kuyucuklu steril petrilere, kuyucuk basina 4000 hiicre olarak
ekim yapilmasinin ardindan hiicrelerin plate tabaninda %90 oraninda {iremeleri
saglandi ve bu yogunlugun ardindan steril 100 pL pipet ucu yardimiyla her kuyucugun
capina denk gelecek dogrultuda diiz bir hat olusturuldu. Bu asamadan sonra ise
hiicrelerin bu bosluga yiiriimesi 0, 12, 24 ve 48. saatlerde fotograflama islemi ile

belirlendi ve migrasyon uzakligi PSCS6 (Photoshop6) yazilimi yardimiyla 6lgiildi.

90mm ¢apli steril petrilere 3 x 10° miktaridaki hiicrelerin Tablo 4’te belirtilen
gruplar gercevesinde ekilerek, yine Tablo 4’te belirtilen madde-doz uygulamalari
sonucunda, aNavl1l.5 ve nNavl.5 mRNA ekspresyon profillerinin RT-PCR ile
belirlenmesi i¢in hiicre d6rnekleri toplandi. Bu agsamadan sonra 6rneklerden total RNA
izolasyon basamaklar1 gergeklestirilerek ¢cDNA kiitiiphanesi olusturuldu. cDNA
kiitiiphanesinin elde edilmesinden sonra ise Tablo 5’te belirtilen primerler yardimiyla

RT-PCR reaksiyonlar1 kuruldu.

Son olarak elde edilen verilerden, veri setinin karakteristik Ozellikleri

dogrultusunda gerekli istatistiki analizler IBM SPSS 26.0 yazilimi yardimiyla yapildi.

ONC201’in doz uygulamalar1 Yuan ve ark. (2017) tarafindan, farkli kanser
hiicre hatlar1 {izerinde yapilan c¢alismadan elde edilen verilerden yola ¢ikarak
belirlenmistir. SKF10047 (Siglr agonist) doz miktar1 Das ve ark. (2016) tarafindan
yapilan ¢alismadan uyarlanmistir. BD1047 (Siglr antagonist) doz miktart Brailoiu ve
ark. (2019) tarafindan yapilan calismadan uyarlanmistir. Levobupivacaine ve
Lidocaine doz miktar1 ise Elajnaf ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismadan

uyarlanmistir.
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Tablo 4. Gruplar ve yapilan analizler

Grup Adi Aciklama
Kontrol Herhangi bir uygulama yapilmadi
% ONC201 ONC201’in ECsp dozu verildi
5 E SKF10047 (Siglr Agonisti) 10uM SKF10047 verildi
én E ONC201+ SKF10047 ONC201’in ECsp dozu ile 10pM
E; ] SKF10047 verildi
§ 'g BD1047 (Siglr Antagonisti) 25uM BD1047 verildi
g § ONC201 + BD1047 ONC201’in ECsp dozu ile 25uM
X i BD1047 verildi
% § ONC201 + SKF10047 + ONC201’'in ECsop dozu, 10uM
E) Levobupivacaine SKF10047 ve 1uM Levobupivacaine verildi
S ONC201 + SKF10047 + ONC201’in  ECso dozu, 10puM
?‘j Lidocaine SKF10047 ve 10uM Lidocaine verildi
E ONC201 + BD1047 + ONC201’in  ECso dozu, 10uM
Levobupivacaine BD1047 ve 1uM Levobupivacaine verildi
ONC201 + BD1047 + ONC201’in  ECso dozu, 10puM
Lidocaine BD1047 ve 10uM Lidocaine verildi
Kontrol Herhangi bir uygulama yapilmadi
ONC201 ONC201’in ECsp dozu verildi
.% g SKF10047 10uM SKF10047 verildi
éﬂi E ONC201 + SKF10047 ONC201’in ECsp dozu ile 10uM
£ SKF10047 verildi
T BD1047 25.M BD1047 verildi
N % ONC201 + BD1047 ONC201’in ECsp dozu ile 25uM
g i BD1047 verildi
2 ONC201 + SKF10047 + ONC201’in  ECso dozu, 10uM
% Levobupivacaine SKF10047 ve 1uM  Levobupivacaine
g verilecek grup
cg ONC201 + SKF10047 + ONC201’in  ECso dozu, 10uM
,§ Lidocaine SKF10047 ve 10uM Lidocaine verildi
= ONC201 + BD1047 + ONC201’in  ECsp dozu, 10uM
Levobupivacaine BD1047 ve 1uM Levobupivacaine verildi
ONC201 + BD1047 + ONC201’in  ECsp dozu, 10uM
Lidocaine BD1047 ve 10uM Lidocaine verildi
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3.2.2. Proliferasyonun Belirlenmesi

Proliferasyonlarin deneyde kullanilan maddeler tarafindan (ONC201,
SKF10047, BD1047, Lidocain ve Levobupivacain) degisimlerinin belirlenmesi
amaciyla Cell Viability Detection-8 Kit (Eco-Tech, Turkey) kullanildi. Hiicreler 96’11k
steril platelere, kuyucuk basina 1000 hiicre (100uL’de) ekildi. Ik ekimin ardindan
hiicrelerin plate tabanina yapismasi ve yogunluklarini arttirmasi i¢in 24 saat spesifik
inkiibasyon kosullarinda inkiibe edildi. Siire sonunda ilgili madde veya madde
kombinasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin, 24 ve 48 saat sonunda ise Cell Count-
8 Kit kullanim protokoliine uygun bir sekilde spektrofotometrik olarak sayilari

belirlendi.

3.2.3. Hiicre Orneklerinin Toplanmasi

Steril  petrilerde {retilen hiicreler toplanma siirelerinin  sonunda
mediumlarindan uzaklastirilarak 4mL fosfat tamponu ile yikandi. Yikama isleminin
sonunda bu tampon aspire edilerek tekrar 2mL fosfat tamponu eklendi ve hiicreler petri
tabanindan kazinarak buz tizerinde steril eppendorf tiiplerine aktarildi. Eppendorf
tiiplerine aktarilan ornekler 1500rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve buz lizerinde

slipernatantin uzaklastirilmasinin ardindan -80°C dondurucuya birakildilar.

3.2.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu E2075 Katalog numarali Eco Pure Total RNA Kit (Eco-
Tech, Turkey) ile kit protokoliine uygun sekilde yapildi.

3.2.5. Total RNA Orneklerinin NanoDrop Spektrofotometre Yardimiyla Miktar

ve Kalitelerinin Tayini

Thermo Nanodrop 2000 cihazi ile RNA 0&rnekleri, RNA c¢ozeltilerinin

hazirlanmis oldugu elution buffer kor olarak okutularak Slgiimleri yapildi. Diisiik
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yogunluk ve kalitedeki orneklerin elde edilmesi halinde izolasyon tekrarlandi. Her

ornek i¢in okuma 3 tekrarl yapildi.

3.2.6. cDNA Kiitiiphanesi

cDNA (Complementary DNA) kiitiiphanesinin olusturulmasi igin High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, 4368814, ABD)
kullanildi. Yiritilen tim basamaklar kit protokoliinde belirtilen yonergeler
dogrultusunda yapildi. Total RNA izolatlarindan esit miktarda alinmasi igin gereken

miktar nanodrop 6l¢giim sonuglarina gore hesaplanarak belirlendi.

3.2.7. Ger¢cek Zamanh PZR-Real Time PCR (RT-PCR)

Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu- Real Time-Polimerase Chain
Reactions (RT-PCR), PCR asamasindaki her dongiiniin sonucu olarak iiriinler
birikirken es zamanli olarak niikleik asit kiimiilatif amplifikasyonunun gézlenmesini
saglayan bir yontemdir. Bu yontemde kullanilan SYBR Green gibi 6zel boyalar
amplifikasyonun gozlenmesini saglayan iriinlerdir. SYBR Green DNA c¢ift sarmalina
baglanarak floresan 1s1ma yapip amplifikasyon miktarimin = saptanmasim
saglamaktadir. Her dongii sonunda olusan ¢ift zincirli PCR {irin miktarlar: 6l¢iilerek
daha kesin veya daha goreceli Kantitatif analizlerin yapilmasina olanak saglayan RT-
PCR klasik PCR’1n smirlarint asmaktadir (Nolan ve ark. 2006). RT-PCR’da cDNA
tirtinlerinin amplifikasyonu sirasinda tespit edilen floresan 1smmim esik degerinin
asildigr ilk dongli sayisi esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) olarak
adlandirilmaktadir. Ct degeri hedeflenen veri sekansinin ¢alisilan 6rnekteki kopya
say1st ile ters orant1 icindedir ve sonug olarak ekspesyon miktari ne kadar yiiksek ise

Ct degeri o kadar disiiktiir (Wong ve Medrano 2005).

cDNA amplifikasyonlarinin saglanmasi i¢in Brackenbury ve ark. (2007)
tarafindan belirtilen primer ve reaksiyon kosullari kullanilmistir (Tablo 3). House
Keeping gen B-actin iginse Xing ve ark. (2014) tarafindan belirtilen primer ve

reaksiyon kosullar1  kullanilmistir. Tim reaksiyonlar Applied Biosystem
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StepOnePlus™ Real-Time PCR System ile SYBR™ Green PCR Master Mix
kullanilarak yapildi ve tiim islemler iiretici firmanin protokolleri dogrultusunda
gerceklestirildi. Threshold amplifikasyon siklusu (CT) Applied Biosystem
StepOnePlus™ cihaz yazilimi yardimiyla otomatik olarak belirlendi. Her 6rnek

reaksiyonu triple calisildi.

Gruplarin aNav1.5 ve nNav1.5 genlerinin RT-PCR sonrasi elde edilen verileri
B-aktin geniyle normalize edilerek 224t formiilii ile hesaplandi. 2" 24¢t degerinin
1’den biiyiik olmasi1 gen ekspresyonunda meydana gelen artisi, 1’°den kiigiik olmasi ise

gen ekspresyonunda meydana gelen azalisi ifade etmektedir.

3.2.8. Hiicre Cizik Testi (Wound Healing Assay)

Yara iyilesmesi deneyi birgok yonden avatajli olmakla birlikte basit, ucuz,
kolay uygulanabilir ve in vitro hiicre ¢aligmalarinda migrasyon ve invazyon
degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Temelde ii¢ adimdan olugsmaktadir.
Oncelikle hiicreleri petri kabina veya flaska monolayer seklinde ekim yapmak ve daha
sonra kanal seklinde petri veya flask boyunca ¢izik ¢gekmek suretiyle yara olusturmak,
daha sonra da sifirinci saatten itibaren deney siiresince goriintiileme yaparak kanalin
kapanma siire ve uzunlugunu Olcilip goriintiileri istatistiksel olarak karsilastirip

degerlendirmede bulunmak seklinde gergeklestirilir.

Meme kanseri hiicreleri 6-kuyulu plaklara 15x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
ekildi ve 24 saat kadar inkiibasyona birakildi. Sonrasinda uygun ilgili kimyasallarin
uygulamasi gerceklestirildi. Uygulama sonrasi her bir kuyu i¢in 100 pl'lik pipet ucu
ile ¢izik atilarak yara modelleri olusturuldu. Yiizeyden kalkmis hiicre ve kalintilari
uzaklastirmak i¢in kuyular PBS ile yikanarak temizlendi. Hemen ardindan inverted
mikroskopta her kuyu i¢in olusturulan yaralarin 6 farkli bolgesinden goriintii alindi ve
0. saat goriintiileri olarak kaydedildi. Hiicreler daha sonra inkiibatére 48 kadar
inkubasyona birakildi. Olusturulan yaralar iizerindeki 6 ayri noktadan mesafeler

goriintiilenerek 0, 12, 24 ve 48.saatler i¢in gorsel olarak Karsilastirildi ve PSC6
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programi araciligl ile kapanmalarin mesafesi dl¢iilerek elde edilen veriler istatistiksel

analiz icin kayit edildi.

3.2.9. Jele PCR Uriinlerinin Yiiklenmesi ve Elektroforez Islemi

Tiim PCR {irtinleri %1°lik agaroz jel elektroforezde 60 dakika boyunca 90V’da

yiiriitiilerek UV goriintiilemeleri yapilmistir.
. 2 mL 50x TAE tamponu, dH20 ile 100mL’ye tamamlanmustir.

. lgr agaroz tartilarak 1. basamaktaki karistmin iizerine eklendi ve
mikrodalga firinda agaroz eriyinceye dek, karisim belirli zaman araliklarinda

karistirilarak 1sitilmastir.

. Homojen olarak ¢oziinen agaroz ¢ozeltisinin her 20 mL i¢in 1 mL
Etidyumbromiir karisima eklenerek elektroforez kasetlerine dokiilmiis ve jelin

olusmasi i¢in 25-30 dakika bekletilmistir.

. Elektroforez kasetlerine takilan taraklar jel olusumunun ardindan

c¢ikartilarak elektroforez tankinin igerisine konulmustur.

. Elektroforez tankinin igerisine, iletkenligin saglanmasi i¢in 50x TAE
tamponundan, dH20 yardimiyla 1x TAE ¢06zeltisi hazirlanarak agaroz jelin iizerini

yaklasik 1cm asacak sekilde eklenmistir.

. Agaroz jel kuyucuklarinin en basina ve en sonuna 1pul 100bp’lik marker
+ 2ul ylikleme boyasi, 6rnek kuyucuklarina ise 10pul PCR iiriinii + 2l yiikleme boyasi

pipetlenerek konulmustur.

. Tiim jel yiirtitmeleri 60 dakika boyunca 100V’de kosturulup ve son

olarak UV goriintiileme sisteminde bant fotograflar1 ¢ekilmistir.

3. 2. 10. istatistiksel Analizler

Deney sonrasinda elde edilen tim veriler IBM SPSS 26.0 yazilimina
aktarilarak veri seti olusturuldu. Ttim istatistiksel analizlerde anlamli degerler p<0.05,

p<0.01, p<0.001 seklinde 3 kisma ayrildi. Olusturulan veri setindeki tiim
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parametrelere Shapiro-Wilk normallik testi ve Levene Homogeneity of Variance Testi
uygulandi. Bu asamanin ardindan parametrik ve homojen oldugu belirlenen
parametrelere, gruplar arasi karsilastirma i¢in (3 ve iizeri grup) One-Way ANOVA
testi uyguland1 ve p<0.05 durumunda Equal Variances Assumed Post Hoc ¢oklu
karsilagtirma testlerinden veri karakteristigine en uygun test olan Tamhane ve
Bofferoni testi uygulandi. O ve 48 saatlik grup i¢i karsilastirmalarda ise (2 zaman
degeri) verilerin parametrik oldugu tespit edildikten sonra Independent Samples T
Testi uygulandi. Parametrik test sonuglarinda ortlama + standart sapma kullanarak

cubuk grafikler elde edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Proliferasyon Diizeylerinde Tespit Edilen Degisiklikler

4.1.1. SIGIR Agonist-Antagonisti, TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar
Inhibitérlerinin MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Proliferasyona
Etkisi

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda gruplarin hiicre sagkalim

diizeylerinde belirlenen degisiklikler Sekil 24’de gosterilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda SIG1RAn hari¢ uygulama gruplarinda hiicre sagkalim diizeylerinin
istatistiksel olarak azaldigi gozlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Bununla birlikte
SIG1RAnN grubu ile kontrol grubu karsilagtirildiginda hiicre sagkalim diizeylerinin
degismedigi tespit edildi. TSAglev ve TSAgLid gruplarinda hiicre sagkalim
diizeylerinin kontrol ve deneme gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde
azalmis oldugu ve gruplarin hiicre sagkalim diizeylerinin %48.1 oldugu belirlendi
(p<0.001). Deneme gruplart kendi icerisinde karsilagtirildiginda en fazla hiicre
sagkalim diizeyinin %92.1 ile SIGIRAN ve %82.8 ile SIGIRAg gruplarinda oldugu
gozlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001).
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Sekil 24. MDA-MB-231 hiicre hatt1 proliferasyon diizeyleri (a-c, a-cd, bc-cd, ¢-be, cd-c, ce-c:
p<0.001, a-b, a-bf, bf-cd: p<0.01, b-c, bf-c, bf-cd, bf-ce, ce-bc: p<0.05, SIGIRAN: Sigma Reseptor
Antagonisti, SIGIRAgQ: Sigma Reseptor Agonisti T: TIC10/ONC201, TSAn: TIC10/ONC201-
SIG1IRAn, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1RAn, TSAnLev: TIC10/ONC201- SIG1RAn -
Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1RAN -Lidocaine, TSAgLev: TIC10/ONC201-
SIG1RAN -Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIG1RAnN -Lidocaine).
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MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Hiicre Sag Kalimi Uzerine Etkiler

KONTROL  SIGIRAn SIGIRAg T TSAg TSAn

KONTROL TSAnLevo TSAnLido TSAglevo TSAglido

Resim 1. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda 48. saat Hiicre Sagkalimi Goriintiileri
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MDA-MB-231 Hattinda Cizik Deneyi Floresan diasetat ile Boyanmis 48.saat goriintiileri
Kontrol SIG1RAN SIG1RAg T TSAn

Kontrol TSAnLevo TSAnLido TSAgLevo TSAglLido

Resim 2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda 48.saat Hiicre Cizik Testi Floresan diasetat
Boyama Goriintiileri
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4.1.2. SIGIR Agonist-Antagonisti, TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar
Inhibitorlerinin MCF-7 Meme Hiicre Kanseri Hattinda Proliferasyona Etkisi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda gruplarin hiicre sagkalim diizeylerinde

belirlenen degisiklikler Sekil 25°de gosterilmistir.

Kontrol grubu ile istatistiksel olarak yapilan karsilastirmalarda hiicre sagkalim
diizeylerinin deneme gruplarinda belirgin diizeyde azaldig: tespit edildi (p<0.001).
Deneme gruplar1t kendi i¢inde karsilastirildiginda hiicre sagkalim diizeylerinin
SIGIRAg grubuna gore diger gruplarda belirgin derecede diisiik oldugu goriildii
(p<0.001). Bununla birlikte % 68.4 hiicre sagkalimi ile en diisiik diizeyin T grubunda
oldugu belirlendi (p<0.01)
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Sekil 25. MCF-7 hiicre hatt1 proliferasyon diizeyleri (a-b, b-bc, a-bd, be-bd, : p<0.001, b-hd:
p<0.01, b-bf: p<0.05, SIGIRAN: Sigma Reseptor Antagonisti, SIGIRAQ: Sigma Reseptor Agonisti
T: TIC10/0ONC201, TSAn: TIC10/0ONC201- SIG1RAn, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1RAg,
TSAnLev: TIC10/ONC201- SIGIRAN -Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIGIRAg -
Lidocamme, TSAgLev: TIC10/ONC201- SIG1RAg -Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201-
SIG1RAN -Lidocaine).
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MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre Oliimii Uzerine Etkiler

KONTROL SIGIRAn  SIGIRAG T TSAn TSAg

KONTROL TSAnLevo TSAnLido TSAglevo TSAglido

Resim 3. MCF-7 Hiicre Hattinda 48. saat Hiicre Sagkalim Goriintiileri
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MCF-7 Hattinda Cizik Deneyi Floresan diasetat ile Boyanmig 48.saat goriintiileri

Kontrol SIG1RAn SIG1RAg T TSAn

Kontrol TSAg TSAnLevo TSAnLido TSAgLevo TSAgLido

Resim 4. MCF-7 Hiicre Hattinda 48. saat Hiicre Cizik Testi Boyama Goriintiileri
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4.2. Gen Ekspresyon Seviyelerinde Tespit Edilen Degisiklikler

4.2.1. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda SIG1R Agonist-Antagonisti,
TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar1 inhibitorlerinin aNav1.5 Gen Ekspresyon

Seviyelerine Etkileri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattt aNav1.5 gen ekspresyonu degisimleri
Sekil 26’da gosterilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda aNavl.5 gen ekspresyon
diizeylerinde yapilan karsilastirmada kontrol grubuna gore deneme gruplarinin
aNavl.5 gen diizeylerinin SIGIRAn ve TSAg gruplari disinda arttig1 gézlemlendi.
SIG1IRAg ve T gruplarinda 1.2 kat, TSAn grubunda 1.6 kat, TSAnLev ve TSAnLid
gruplarinda 1.3 kat, TSANLev grubunda 1.5 kat ve TSAnLid grubunda 1.4 kat artis
belirlendi. SIGLRAN (0.8)ve TSAg (0.9) gruplarinda ise kontrol grubuna gore belirgin

azalma oldugu tespit edildi.
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Sekil 26. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda aNav1.5 Gen Ekspresyon

Degisimleri (SIGlRAn: Sigma Reseptoér Antagonisti, SIGIRAQ: Sigma Reseptdr Agonisti T:
TIC10/ONC201, TSAn: TIC10/0ONC201- SIGIRAN, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1RAg, TSAnLev:
TIC10/ONC201- SIG1IRAnN -Levobupivacaine, TSAnLid: TICI10/ONC201- SIG1RAg -Lidocaine,
TSAgLev: TIC10/0ONC201- SIGIRAg -Levobupivacane, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIGIRAN -

Lidocaine).
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4.2.2. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatti SIG1R Agonist-Antagonisti,
TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar1 inhibitérlerinin nNav1.5 Gen Ekspresyon

Seviyelerine Etkileri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda nNavl.5 gen ekspresyonu

degisimleri Sekil 27°de gosterilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna gore yapilan

karsilastirmada deneme gruplarinda nNavl.5 gen ekspresyon diizeylerinin belirgin

olarak arttig1 tespit edildi. Deneme gruplar1 arasinda yapilan karsilagtirmada nNav1.5

diizeylerinin T grubunda 2.2 kat ve TSAn grubunda 2.3 kat artarak diger gruplara gore

onemli miktarda yliksek oldugu gozlemlendi.
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Sekil 27. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda nNav1.5 Gen Ekspresyon

Degi§imleri (SIGlRAn: Sigma Reseptor Antagonisti, SIGIRAQ: Sigma Reseptor Agonisti T:
TIC10/ONC201, TSAN: TIC10/ONC201- SIG1IRAN, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1RAg, TSAnLev:
TIC10/ONC201- SIGIRAN -Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1RAg -Lidocaine,
TSAgLev: TIC10/0ONC201- SIGIRAg -Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIG1RAnN -
Lidocaine).
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42.3. MCF-7 Meme Kanseri

Hiicre Hatti SIG1R Agonist-Antagonisti,

TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar1 inhibitérlerinin aNav1.5 Gen Ekspresyon

Seviyelerine Etkileri

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda aNav1.5 gen ekspresyonu degisimleri

Sekil 28°de gosterilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda Kontrol grubuna gore yapilan

karsilastirmada deneme gruplarinda aNavl.5 gen ekspresyon diizeylerinde azalma

oldugu tespit edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda aNav1.5 gen ekspresyon
diizeylerinin en fazla sirasiyla (0.4, 0.4, 0.3 kat) TSAnLev, TSAn, TSAg gruplarinda

azaldig1 gorildi.
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Sekil 28. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda aNav1.5 Gen Ekspresyon Degisimleri

(SIGlRAn: Sigma Reseptor Antagonisti, SIGIRAQ: Sigma Reseptor Agonisti T: TIC10/ONC201,
TSAnN: TIC10/ONC201- SIGIRAN, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1IRAg, TSAnLev: TIC10/ONC201-
SIG1IRAN -Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1RAg -Lidocaine, TSAgLev:
TIC10/ONC201- SIG1RAg -Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIG1RAN -Lidocaine).
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4.2.4. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda SIG1R Agonist-Antagonisti,
TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar1 Inhibitérlerinin nNav1.5 Gen Ekspresyon

Seviyelerine Etkileri

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda nNav1.5 gen ekspresyonu degisimleri

Sekil 29°da gosterilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda nNav1.5 gen ekspresyon diizeylerinde
kontrol grubuna gore yapilan karsilastirmada uygulama gruplarinda sirasiyla TSAN
grubu 0.8 kat, TSAg grubu 0.6 kat ve TSAnLid grubunda 0.8 kat olarak azalma
gozlemlendi. Diger uygulama gruplar1 SIGLIRAN 1.9 kat, SIGIRAg 1.5 kat, T 1.2 kat,
TSAnLev 1.1 kat ve TSAgLid grubunda 1.2 kat artig tespit edildi. nNavl.5 gen
ekspresyon diizeylerinde uygulama gruplari arasinda en fazla artis 1.9 kat ile SIGIRAN

grubunda goriiliirken, en fazla azalma ise 0.6 kat ile TSAg grubunda belirlendi.
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Sekil 29. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda nNav1.5 Gen Ekspresyon Degisimleri

(SIGlRAn: Sigma Reseptor Antagonisti, SIGLIRAQ: Sigma Reseptor Agonisti T: TIC10/ONC201,

TSAn: TIC10/ONC201- SIG1RAn, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1RAg, TSAnLev:
TIC10/ONC201- SIG1RAN -Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1RAg -Lidocaine,
TSAgLev: TIC10/ONC201-SIG1RAg-Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIG1RAN -

Lidocaine).
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4.3. SIGI1R Agonist-Antagonisti, TIC10/ONC201 ve Sodyum Kapilar:
Inhibitérlerinin Hiicre Migrasyon Diizeylerine Etkileri

MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda, gruplarin
istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen veriler Sekil 30, 31’ea ve gruplarin 0, 12,
24 ve 48. saatlerinde belirlenen Wound-Healing testi alan goriintiileri Resim 5, 6, 7, 8,

9 ve 10°da verilmistir.

4.3.1. MDA-MB-231 hattinda SIG1R Agonist-Antagonisti, TIC10/ONC201 ve
Sodyum Kapilari Inhibitérlerinin Hiicre Migrasyon Diizeylerine Etkileri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda gruplarin Wound Healing testi 48

saat karsilastirmalar1 Sekil 30°da gosterilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna gore yapilan
karsilastirmada deneme gruplarinda yarik mesafesinde hiicre migrasyonunun belirgin
sekilde daha az oldugu goriildii (p<0.001). Deneme gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak yapilan karsilagtirmalarda hiicre migrasyon hizi Kontrol grubuna en yakin olan
%90.4 ile en fazla TSAn grubunda belirlenirken, en az %31.6 ile T ve %34.4 ile TSAg
gruplarinda tespit edilmistir (p<0.001).
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Sekil 30. Gruplarin MDA-MB-231 hiicre hatt1 48.saat hiicre ¢izik test degerleri @

a-bd, a-be, a-bh, a-bf, a-bg, a-bk, a-bl, a-bm, bm-bd, bm-be, bm-bf, bm-bg, bm- bh, bm-bk, bl-bd, bl-be, bl-bf, bl-bg, bl-bh, bl-bk bk-bc, bk-
bd, bk-be, bk-bg, bk-bh, bg-bc, bg-bd, bg-be, bg-bf, bg- bh, b-bc, be-bd, bd-bh, be-bc, be-bd, be-bh, bf-bc, bf-bd, bf-be, bf-bhp<0 001)

be-bh, BA-bMn< 01, SIGIRAN: Sigma Reseptér Antagonisti, SIGIRAg: Sigma Reseptér Agonisti T:
TIC10/ONC201, TSAn: TIC10/ONC201- SIGIRAN, TSAg: TIC10/ONC201- SIGIRAg, TSAnLev:
TIC10/0ONC201-SIG1RAN-Levobupivacamne, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIGIRAg -Lidocaine,
TSAgLev: TIC10/ONC201- SIGIRAg-Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIGIRAn -
Lidocaine).

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda, kontrol, SIGIRAN ve SIG1RAg

gruplarinin hiicre ¢izik testi alan goriintiileri Resim 5°te verilmistir.

Kontrol ve deneme gruplarinin yarik alaninda 0-48.saat arasinda hiicre
migrasyonunda belirgin bir artig varken, kontrol grubuna gére SIG1IRAn ve SIG1IRAg
gruplarinin  yarik alaninda hiicre migrasyonlar1 48.saatte daha yavas oldugu

gozlemlendi.
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Kontrol SIG1RAN SIG1RAg

Resim 5. MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol, SIGIRAnN ve SIG1RAg gruplarinin

hiicre ¢izik testi alan goriintiileri (SIGIRAn: Sigma Reseptér Antagonisti, SIGIRAg:
Sigma Reseptor Agonisti).
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda, kontrol, T, TSAn ve TSAg

gruplarmin hiicre ¢izik testi alan goriintiileri Resim 6’da verilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna gore deneme
gruplarinin yarik alaninda hiicrelerin migrasyonunun 48.saatte daha yavas oldugu ve
gozlemlendi. Deneme gruplari arasinda TSAn grubunun yarik alan mesafesinin, TSAg

ve T gruplaria gore daha kiiciik oldugu tespit edildi.

Kontrol T TSAN TSAg

—=prne

=prn P

=P »

=P P> n

Resim 6. MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol, T, TSAn ve TSAg gruplarinin hiicre
cizik testi alan goriintiileri (T: TICL0/ONC201, TSAn: TICLO/ONC201- SIGIRAN, TSAg:
TIC10/0ONC201- SIGLRAQ).
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol, TSAnLev, TSAnLid,
TSAgLev ve TSAgLid Gruplarmin hiicre ¢izik testi alan goriintiileri Resim 7’de

verilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna gore deneme
gruplarinin yarik alan mesafesinin 24.saatte daha genis oldugu gézlemlendi. Deneme
gruplart arasinda 48.saatte yarik alan mesafesinde en fazla kapanmanin TSAnLid

grubunda oldugu tespit edildi.

Kontrol TSAnLev  TSAnLid TSAgLev TSAgLid

Resim 7. MDA-MB-231 hattinda kontrol, TSAnLev, TSAnLid, TSAgLev ve

TSAgLid gruplarinin hiicre ¢izik testi alan goriintiileri (TSAnLev:
TIC10/ONC201- SIG1RAN -Levobupivacamne, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1RAg-Lidocaine,
TSAgLev: TIC10/ONC201- SIG1RAg-Levobupivacame, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIG1RAnN -
Lidocaine)
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4.3.2. MCF-7 hattinda SIG1R Agonist-Antagonisti, TIC10/ONC201 ve Sodyum
Kapilar1 Inhibitorlerinin Hiicre Migrasyon Diizeylerine Etkileri

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda hiicre ¢izik testi karsilastirmalart Sekil

31’te gosterilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna gore yapilan
karsilastirmada deneme gruplarinda yarik mesafesinde hiicre migrasyonunun belirgin
sekilde daha az oldugu goriildii (p<0.001). Deneme gruplar1 arasinda en hizli hiicre
migrasyonu %58.8 ile SIGIRAg, yine %58.8 ile T ve %60.8 ile TSAn gruplarinda
gortiliirken (p<0.001, p<0.01), sirasiyla %19.3, %19.9, %22.5, %27 ve %37.1 ile
TSAg, TSAnLid, TSAglev ve TSAgLid gruplarinda migrasyon hizinin kontrol
grubuna gore en diisiik seviyede oldugu tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 31. MCF-7 hiicre Hatt1 48.saat hiicre ¢izik test degerleri (2 bc. a-bd. a-be, a-bf, a-bg, b-bgbg-
be, bg-bd, bg-be-bg-bf b-bf, bf-bc, bf-bd, bf-be, be-bc, be-bd, b-be, b-bc, be-bd, b»bdp<0.001’ SIG1RARN: Sigma Reseptér

Antagonisti, SIGIRAg: Sigma Reseptor Agonisti, T: TICI0/ONC201, TSAn: TIC10/ONC201-
SIGIRAN, TSAg: TIC10/ONC201- SIG1RAg, TSAnLev: TIC10/ONC201- SIG1RAn -
Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1IRAg -Lidocaine, TSAgLev: TIC10/ONC201-

SIG1RAg -Levobupivacaine, TSAgLid: TIC10/ONC201- SIGIRAN -leocalne)
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MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kontrol, SIGIRAn ve SIG1RAg

gruplarinin hiicre ¢izik testi alan goriintiileri Resim 8’de verilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna gére deneme gruplarinin
yarik alan mesafesinin 48.saatte daha genis oldugu gézlemlendi. Deneme gruplarinin

yarik alaninda 0.saate gore 48.saatte yarik alan mesafesinin daraldig tespit edildi.

Kontrol SIG1RAN SIG1RAg
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Resim 8. MCF-7 hattinda kontrol, SIGIRAN ve SIG1RAg gruplarinin hiicre gizik test
alan gbriintiileri (SIG1RAn: Sigma Reseptdr Antagonisti BD1047, SIGIRAg: Sigma Reseptor
Agonisti SKF10047).
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MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, kontrol, T, TSAn, TSAg gruplarinin

hiicre ¢izik testi alan goriintiileri Resim 9’de verilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda deneme gruplarmin yarik alan
mesafesinin Kontrol grubuna gore 48.saatte daha genis oldugu belirlendi. Deneme
gruplariin yarik alaninda 0O.saate gore 48.saatte yarik alaninda belirgin kapanma

oldugu gozlemlendi.

Kontrol T TSAN TSAgQ
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Resim 9. MCF-7 hattinin kontrol, T, TSAn, TSAg Gruplarinin hiicre ¢izik test alan

goriintiileri (T: TIC10/ONC201, TSAn: TICL0/ONC201- SIGIRAN, TSAg: TIC10/ONC201-
SIG1RAQ)
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MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kontrol, TSAnLev, TSAnLid, TSAgLev

ve TSAgLid gruplarinin hiicre ¢izik testi alan goriintiileri Resim 10’da verilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda deneme gruplarinin yarik alan
mesafesinin Kontrol grubuna goére 48.saatte daha genis oldugu belirlendi. Bununla
birlikte 48.saatte TSAnLev grubunda yarik alanindaki mesafenin kontrol grubuna
yakin oldugu tespit edildi. Biitiin deneme gruplarinin 0.saate gore 48.saatte yarik alan
mesafelerinin daraldigi gozlemlendi. 12.saatte deneme gruplarindan TSAnLid ve
TSAgLev gruplarinda yarik alan mesafesinde genisleme gozlenmekle birlikte bu

genislemenin 24.saatten itibaren azaldig belirlendi.

Kontrol TSAnLev  TSAnLid TSAgLev TSAgLid
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Resim 10. MCF-7 hattinda kontrol, TSAnLev, TSAnLid, TSAgLev ve TSAgLid

gruplarinin hiicre ¢izik test alan goriintiileri (TSAnLev: TICLO/ONC201- SIGIRAn -

Levobupivacaine, TSAnLid: TIC10/ONC201- SIG1RAg-Lidocaine, TSAgLev: TIC10/ONC201- SIGIRAg -
Levobupivacame, TSAgLid: TIC10/0ONC201- SIG1RAN -Lidocaine).
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4.3.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Géoriintiileri

PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen PCR iiriinlerinin %1 agaroz jelde 90

voltta 60 dakika kosturulmasi sonrasinda elde edilen bant goriintiileri Sekil 32°de

gosterilmektedir.
;
g -actin nNAVA.S aNAV15
g (295bp) (101bp) (11Tbp)
8 A A X

Sekil 32. PCR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser basit bir ifade ile hiicre boliinmesinin ve bilylimesinin kontrolden
¢cikmis bir sekilde organizmada yayilmasi olarak ifade edilebilir. Bazi faktorlere bagh
olarak farklilasan hiicrelerin bulunduklar1 yerde veya daha uzak mesafelerdeki doku
ve organlara dogru go¢ ederek denetimden uzak, kontrolsiiz bir sekilde biiyiimeleri
neticesinde meydana gelen malignite Ozellikli hastaliklarin  biitiinii olarak da
tanimlanabilir. Genetik nedenlere bagli gergeklesebildigi gibi, cevresel faktorler de
kanserin gelisiminde rol oynamaktadir. Kanser tiirleri gelismis tan1 yontemleri ile
birlikte kolayca teshis edilebilmektedir. Teshis edildikten hemen sonra alternatif
yontemler ile tedavi edilebilmekte olsa da diinya ¢apinda 6liim nedenlerinin basinda
gelmektedir. Kanser kaynakli 6liimlerin yilda 8 milyona yaklasmasi ile tiim diinyada
meydana gelen 6liim nedenleri arasinda kanser ilk siralarda yer almaktadir. Kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tlirleri meme, tiroid, kolorektal, akciger ve rahim
kanserleri olarak tanimlanmistir. Kadinlarda tani konulmus kanser vakalarinin
yaklasik %25°1 meme kanseri olmaktadir. Kansere bagli 6liimlerde ise meme kanseri
yaklasik %15 ile yiiksek orana sahiptir. Istatistiklere gore her 100 kadindan 13’ii
invaziv meme kanserine yakalanma riski tasimaktadir. (Garcia ve ark. 2007,
Keklikoglou ve ark. 2012, Hu ve ark. 2018, Ozdogan 2020). Hiicreden dokulara,
dokulardan tiim metabolizmaya kadar kanserlesme siirecinde hedeflenen genomik
kodlar insanin tiim genomu boyunca mevcut olan gesitli genler lizerinde yazilmis bir
halde bulunmaktadir. Insan genomunda yer alan tiim genleri anlama ve aydinlatma
projesi kapsaminda, genetik haritamizin 20.000-25.000 adet genden ibaret oldugu
tahminleri yiritilmektedir. Bu genetik dizilim igerisinde yer alan 3.500-4.500 adetlik
gen boliimi kanserin tek bir hiicreden baslayip artik metastatik yetenek kazanarak
baska doku ve organlara si¢radigi son evresine kadar yer alan bazi proteinleri
kodlamaktadir. Fonksiyonlarim1 yitirmis veya bozularak asil 6zelliklerinden baska
ozellikler edinmis bir gen, kodlanan bu proteinlerden bir tanesinin anormal diizeyde
cogalmasina, beklenmedik ve donlisii miimkiin  olmayan katlanmalar
gerceklestirmesine ve beklenen diizeyin altinda ya da higbir sekilde ekpresyon

gostermemesine neden olabilmektedir.
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Kanserin mekanizmasi ile ilgili arastirmalarda son yillarda calisilmaya
baslanmis olan voltaj kapili kanallarin farkli tipleri meme, akciger, mide, pankreas gibi
kanser tiirleriyle iliskilendirilmistir (Quadid-Ahidouch ve ark. 2001, Abdul ve Hoosein
2002a, Abdul ve Hoosein 2002b, Lastraioli ve ark. 2004, Kim ve ark. 2004). Voltaj
kapilt potasyum kanallarinin hiicre proliferasyonunda rol aldiklart ve kanser
hiicrelerinde upregiile olduklari bildirilmistir (Day ve ark. 2001). Birgok arastirmada
voltaj kapili kalsiyum kanallarinin ¢esitli kanser tlirlerindeki gen ekspresyonlarinin
upregiile oldugundan bahsedilmistir (Wang ve ark. 2000, Peng ve ark. 2001). Meme
kanseri, prostat ve kiiglik hiicreli akciger kanserinde VGSC’lerin motilite, membran
aktivitesi, adhezyon ve invazyon gibi metastaz ile iliskili hiicresel davraniglardan
sorumlu oldugu ve kanserin yayiliminda rol aldig: bildirilmektedir (Fraser ve ark.
2005, Onganer ve Djamgoz 2005). Iyon kanallarinin metastatik yetenek kazanmus
farkl1 kanser tiirlerinde Ol¢iilmiis ekspresyon diizeylerinin kanser hiicrelerinin
proliferasyon, apoptozis ve migrasyon hiz1 {izerinde etkilerinin olabilecegi
diistiniilmektedir (Prevarskaya ve ark. 2010). Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan
bir calismada VGSC’lerin hiicre adhezyon molekiilii olarak gorev aldigindan
bahsedilmistir. VGSC’ler neredeyse tiim kanser tiirlerinde hiicresel faaliyetlerde gorev
alirken 6zellikle meme kanseri hiicrelerinde regiilator gorevi yaptigi belirtilmektedir
(Brackenbury 2012). Metastatik yetenekli MDA-MB-231 meme kanseri hatlarinda
VGSC’lerin alt tinitesi olan Nav1.5’lerin ekspresyonlarinda bir artma tespit edildigi
bildirilmistir. Caligmalarda VGSC’lerin kanser hiicrelerinde gen ekspresyonlarini
diizenlediginden ve metastatik yetenek kazanmis kanser hiicrelerinin invazyonu ile
iligkisi oldugu diisiiniilen bir genin islevini de diizenledigi rapor edilmistir. Yine ayni
caligmaya gore diizenlenen gen aracili sinyaller kanser hiicrelerinin invazyonunu
denetleyen yolaklar regiile edebilmektedir (Mycielska ve ark. 2005, Brackenbury ve
Djamgoz 2006, Lopez-Santiago ve ark. 2007, Chioni ve ark. 2009, House ve ark.
2010). Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir arastirmada nNav1.5’in metastatik
kanserde daha fazla eksprese edildigi bildirilmis ve invazyonla iligkili olabilecegi
disiiniilmistiir (Kamarulzaman ve ark. 2017, Zhang ve ark. 2018). Metastatik meme
kanseri hiicre hatlarinda ve dokularinda yapilan molekiiler arastirmalarda Nav1.5’in
ekspresyonu ile metastaz mekanizmasi iliskilendirilmektedir. Navl.5’in

ekspresyonunun ileri metastatik yetenekli meme kanseri hiicre hatlarinda bin kat kadar
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upregiile oldugu gosterilmistir (Fraser ve ark. 2005, Diss ve ark. 2005, Diaz ve ark.
2007). VGSC’lerin diizenlenmesinde ¢esitli biliyime faktorleri ve hormonlar
ekspresyonlarini veya aktivitelerini etkileyerek rol almakta iken bir saperon olarak
protein katlanmalarinda ve diizenlenmesinde gorev alan Sigma Reseptor 1’in iyon
kanallar1 aktivitelerini kanser hiicrelerinde yapisal degisiklik ve ekspresyon
seviyelerinde diizenleme anlaminda modiile ettiginden bahsedilmistir (Avila ve ark.
2003, Liu ve ark. 2003, Rossi ve ark. 2011). Meme kanseri hiicre hatlarinda ise
Siglr’in modiilasyonunun metastatik davraniglar1 etkileyebilecegi ve bu etkinin de
VGSC’lerin upregiilasyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Fraser ve ark. 2005,
Nelson ve ark. 2015). Siglr tarafindan modiile edildigi belirtilen iyon kanallarinin
kesin mekanizmasi bilinmemekle beraber elde edilen sonuglarla birlikte bir kompleks
olusturdugu yoniinde degerlendirmelerde bulunulmustur (Balasuriya ve ark. 2012).
Aydar ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada Siglr’in modiilasyonunun VGSC’lerin

meme kanseri hiicrelerinin metastatik davranislarini etkilediginden bahsetmislerdir.

Sigma reseptorleri bir ¢ok dokuda endoplazmik retikulum (ER) zarlarina
lokalize olan bir reseptor ailesidir. Protein katlanmalarindan sorumlu bir regiilator
olarak sigma reseptorleri ER’da lipid yapidaki zar tabakasinda yerlesmis, mitokondri
aracili apoptozda gorev almaktadirlar. Sigma reseptorlerinden biri olan Siglr plazma
zar1, ER, periniikleer alanda yer almakta ve kanser hiicre hatlarinda, 6zellikle meme
kanseri hiicre hatlar1 ve dokularinda ekspresyonu upregiile halde bulunmaktadir (Rui
ve ark. 2016, Aydar ve ark. 2016). Siglr’m protein katlanmalarinda regiilator
goreviyle birlikte iyon kanallar1 aktiviteleri, noronal tetikleme, kanser hiicrelerinin
proliferasyonu ve programli hiicre 6liimiine katkida bulunmak gibi ¢esitli 6zellikleri
oldugu da bildirilmektedir (Mavlyutov ve ark. 2010). Siglr’in manipiile edilmesi
hiicre korucuyu etki ile birlikte sitotoksik etki de gosterebilmektedir. Siglr
agonistlerinin oksidatif strese karsi antioksidan gibi etki gOstererek hiicre
sagkaliminda rol oynadigi bildirilmistir. Antagonistlerinin de kanser hiicrelerinde
hayatta kalimi etkileyerek apoptozu tetikledigi ortaya konmustur. Deney
hayvanlarinda yapilan bir calismada Siglr ligandlarinin 6zellikle mitokondriyal streste
terapotik etki gosterdigi belirtilmektedir (Hayashi ve Su 2007). Siglr antagonislerinin

meme kanseri ksenograftlarinin biiyiimesini ve kanser hiicre proliferasyonunu inhibe
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ettigi bildirilmigtir (Narayanan ve ark. 2011, van Waarde ve ark. 2015). Bizim
yaptigimiz bu arastirmada; Siglr’in downregiilasyonunda ileri derece metastatik ve
zaylf metastatik meme kanser hiicrelerinde Ozellikle yetiskin sodyum kapilarinin
ekspresyon seviyelerinde azalma ile birlikte hiicre 6liim oranlarinin yiikseldigini
gordiik. Buna karsin neonatal sodyum kanallar1 ekspresyon seviyelerinin ise yiiksek
kaldigini tespit ettik. Yaptigimiz caligmada Siglr upregiilasyonunda ileri metastatik ve
zay1f metastatik meme kanser hiicrelerinde neonatal sodyum kapilarinin ekspresyon
seviyesinin yiikseldigini, bu yiikselmeye hiicre oliimiiniin eslik ettigini tespit ettik.
Siglr’in kemoterapdtik ajanla birlikte ileri metastatik meme kanseri hiicrelerinde
sodyum Kkapilarmin ekspresyonunu artirirken, zayif metastatik meme kanseri
hiicrelerinde downregiile ettigini gézlemledik. Bu farkli sonucun baska bir mekanizma
veya mekanizmalar ile de sodyum kapilarinin modiile ya da regiile ediliyor olmasindan
kaynaklanabilecegini diisiindiik. Siglr agonistlerinin oksidatif stres hasarina karsi anti
oksidan gibi etki gostererek tedavi edici bir sonug¢ gostermesi ile birlikte manipiile
edildigi takdirde sitotoksik etki gosterdigi de bildirilmistir. Calismamizda Siglr
agonistleri uygulanan gruplarda meydana gelen sitotoksik etkinin, Siglr’in bu
etkisinden kaynakli oldugunu diistinmekteyiz. Siglr upregiilasyonunda ileri metastatik
ve zayif metastatik meme kanseri hiicrelerinin 6liim oranlar ile birlikte sodyum
kanallarinin gen ekspresyonlari da artmistir. Bu durumun Sigrl upregiilasyonunun
sodyum kapilarin1 upregiile edecek sekilde diizenledigini belirledik. Belirlemis
oldugumuz bu sonug¢ kemoterapdtik ajanla birlikte uygulama yapildiginda degisiklik
arzetmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada sodyum kapilar1 blokérlerinin Siglr upregiilasyonu-
downregiilasyonunda kemoterapik ajanin etkisini artirarak hiicre oliim oranini
yiikseltmesine ragmen, ileri metastatik yetenekli meme kanseri hiicrelerinde sodyum
kapilarinin gen ekspresyonlarinin artmasina kemoterapik ajanin etkisinin olmadigini
tespit ettik. Bu durumda Siglr upregiilasyonu-downregiilasyonunda gen
ekspresyonundaki artis, sodyum kanallariin {izerinde Siglr ile birlikte baska
diizenleyici mekanizmalarin varligini da diigiindiirmektedir. Zayif metastatik yetenekli
meme kanseri hiicre hatlarinda VGSC’lerin yetiskin ve neonatal formlarinda

ekspresyonlarinmi farkli etkilemistir. Bu durum ise neonatal formun zayif metastatik
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hiicrelerde ekspresyonlarinin ya ¢ok az olmasi ya da hi¢ eksprese edilmemeleri ile
iliskilendirilmistir. Elajnaf ve ark. (2018), VGSC’lerin alt birimleri olan nNav1.5 ve
aNav1.5’un lidocaine ve levobupivacaine anestezikleri araciligiyla segici olarak inhibe
edilebildigini géstermistir. Ayn1 ¢alismada lidocaine’in segici olarak aNav1.5’i ve
levobupivacaine’in ise nNav1.5’1 inhibe ederek aktivasyon gosterdigi de bildirilmistir.
Bagka bir aragtirmada (Chamaraux-Tran bve ark. 2018), lidocaine’in meme kanserinde
proliferasyonu azalttigindan ve hiicre go¢iinde azaltici bir etkisi oldugundan, ratlarda
ise tiimor biliyiimesini baskiladigindan bahsedilmistir. Levobupivacaine’in yine hiicre
migrasyonunda ve canliliginda azaltici bir etkisinden ve hem ileri metastatik hem de
zay1f metastatik meme kanser hiicrelerinde inhibe edici etkisinden s6z edilmistir (Li
ve ark. 2018). Yapilan literatiir taramasinda meme kanseri hiicrelerinde Siglr’in
Navl.5’leri modiile ederek metastatik aktiviteyi artirdigini ve Navl.5’in meme
kanserinde 6nemli rol aldig diisiindiiren galismalar (Balasuriya ve ark. 2012, Aydar
ve ark. 2016) bulunmakla birlikte TIC10/ONC201 ve Siglr upregiilasyonu-
downregiilasyonunda sodyum kanallar1 blokérlerinin kombine uygulamasinin ko-
regiile edici etkisini gosteren bir calismaya rastlanmadi. Bu yoniiyle ortaya konulan

verilerle literatiire saglanan katki bilimsel agidan degerlidir.

Kemoterapotik ajan olarak klinik ¢alismalarinda kullanilmaya baglayan ve faz
3 deneyleri gerceklestirilmekte olan TIC10/ONC201, TRAIL indiikleyici ajandir.
TNFSF ailesi tiyelerinden olan TRAIL, p53’ten bagimsiz olarak programli hiicre
6liimii i¢in sinyalizasyonu saglamakta 6nemli bir rol almaktadir. TRAIL, proapoptotik
Oliim reseptorleri olan Death Receptor 4 (DR4) ve Death Receptor 5 (DRSY) ile i¢ veya
dis apoptotik yolaklarin birlesmesi ile bir¢ok kanser tiirtinde oldukga giiclii bir apoptoz
indiikleyicisi olarak kabul edilmektedir. TRAIL etkisini secici olarak sadece kanser
hiicrelerinde gostermesinden dolayr da oldukca onemlidir (Allen ve ark. 2013).
Metastatik ozellik kazanmis, invazyon yetenegindeki ileri evreye ulagsmis kanserde
mutasyon gecirmis olan p53, programli hiicre Oliimiinde direng¢ mekanizmasi
saglamaktadir. Gelisen direng mekanizmasindan uzakta, p53°ten bagimsiz bir sekilde
hiicre Oliimiiniin gergeklesmesi olduk¢ca ©Onemlidir. TRAIL aracili gergeklesen
programli hiicre 6liimiinde sinyalizasyon, mitokondriyal yolak aracili ger¢eklesirken,

ayn1 zamanda mitokondriden bagimsiz bir sekilde de hiicre oliim sinyalleri
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gonderebilmektedir. TRAIL’in mitokondriden ve p53°ten bagimsiz olmasinin yanisira
goze garpan Onemli bir etkisi de sadece kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek
saglikli hiicreler {lizerinde hiicre 6liimiine yonelik bir etki gostermemesidir. Kanser
hiicrelerine uygulanan TIC10’un TRAIL mRNA ekspresyonunu artirarak, TIC10
aracilt TRAIL upregiilasyonu ile hiicre 6liimiinii arttirdig1 gosterilmistir (Allen ve ark.
2013). Allen ve ark. (2015), yaptiklar1 arastirma ile kanser hiicrelerinde TIC10’un,
hiicre 6ltimiinde oldukga segici davranarak sadece kanser hiicrelerini hedef aldigini,
saglikli hiicrelere higbir zarar vermediklerini bildirmislerdir. ONC201 uygulanmasinin
ardindan Protein Kinaz B (Akt) ve Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK)
sinyal yolaklarinin inaktivasyonlarinin gergeklestigi sirasiyla, Foxo3a (hiicre 6liimii
icin gerekli genlerin upregiilasyonu veya anti-apoptotik proteinlerin downregiilasyonu
yoluyla apoptoz i¢in bir tetikleyici olarak islev goren gen), Ser253 (fosforillenmis
Foxo3a) ve Ser294 (fosforillenmis-progesteron reseptorii) iizerindeki enzimatik hedef
bolgelerinde fosforilasyonda bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Genetik ve
farmakolojik deneylerden sonra yapilan molekiiler analizler sonucunda ise Akt ve
ERK inaktivasyonunun hem Foxo3a hem TRAIL iizerine hem de kanser hiicresini
apoptozise gotiirme anlaminda ticlii bir sinerjist etki gosterdigi ortaya konulmustur
(Yoshida ve ark. 2005, Zou ve ark. 2008, Ishizawa ve ark. 2016, Kline ve ark. 2016).
ONC201’in kanser hiicrelerini Oliime gotiirmede secici davranigi, molekiiler
anlamdaki etkileri ve diger kemoterapétik ajanlar ve tedavi ydntemleriyle
kiyaslandiginda higbir yan etkisinin olmamasi oldukg¢a dikkat ¢ekicidir. Calismamizda
bu kemoterapétik ajani uyguladigimiz gruplarda hiicre 6liimiinii belirgin bir sekilde
artirdigini tespit ettik. TIC10/ONC201’in meme kanserinde ileri metastatik ve zayif
metastatik hiicrelerde hiicre liimiinii belirgin sekilde tetikledigini ortaya koyduk.
TIC10/ONC201’in hiicre Oliimiinii artirmasi ile sodyum kapilarinin ekspresyon
seviyeleri arasinda bir iligki olmadigini tespit ettik. Buradan yola ¢ikarak bu antikanser
ajaninin hiicre Oliimii {izerine etkisini sodyum kapilarinin gen ekspresyonlarini

artirmak veya azaltmak {izerinden gostermedigini tespit etmis olduk.

Arastirmamizda kullandigimiz iki farkli meme kanseri hiicre hattindan biri olan
MDA-MB-231 hiicre hattinin ileri metastatik olmasi nedeniyle, bu hiicrelerde bizim

arastirma alanimizin disinda etkinlik gosteren farkli mekanizmalarin devreye
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girebilecegi ve uygulanan modiilasyon ve regiilasyon mekanizmalarina farkli yanitlar
vermis olabilecegini diisiindiik. Ayn1 zamanda, sodyum kapilarinin baska reseptor
aileleri tarafindan da kontrol edilebilme ihtimalini gostermis olduk. Benzer sekilde,
sodyum kapilarinin bloke edilmesi, TIC10/ONC201 ve Siglr agonist-antagonistlerinin
birlikte uygulanmasi, meme kanser hiicrelerinde hiicre migrasyon hizint belirgin
diizeyde azaltmistir. Bu arastirma, Siglr agonist-antagonistinin ve TIC10/ONC201
kemoterapétik ajan ile birlikte Lidocaine-Levobupivacaine uygulamasinin ilk kez
yapiliyor olmasi disinda, literatiire meme kanser hiicrelerinde hem sodyum kanallari
tizerinde hem de hiicre sagkaliminin azaltilmasinda bu uygulamalarin etkilerinin

gosterilmesi bakimindan yeni bir bakis agis1 sunmustur.

Sonug olarak zayif ve ileri metastatik meme kanserinde Siglr upregiilasyonu-
downregiilasyonunda anti kanserojen olan TIC10/ONC201’in kanser hiicrelerinin
apoptotik siirecine, tek basina 6zellikle sodyum kapilar1 {izerinden etkisinin zayif
oldugunu, bununla birlikte sodyum kap1 blokdrleri ve Siglr agonist-antagonistleri ile
beraber kullanilmasmin kanser hiicrelerinde apoptozisi belirgin olarak arttirdigini
tespit ettik. Yapmis oldugumuz caligmanin sonucunda sodyum kapilar iizerinde
diizenleyici olarak sadece Siglr’in tek basina bulunmadig1 baska sinyal yolaklarinin
veya baska mekanizmalarin da devreye girebilecegini gormiis olduk. Sodyum
kapilarmin sinyaliyazyonunu diizenleyen diger reseptdr veya reseptor aileleri ile
iligkisinin arastirilmasi meme kanseri hiicrelerindeki baska reseptorlerin etki

mekanizmasinin tam olarak anlagilmasina da olanak saglayacaktir.

103



6. KAYNAKLAR

Abdul M, Hoosein N. “Expression and Activity of Potassium lon Channels in Human Prostate Cancer”,
Cancer Letters, 2002b, Vol. 186, pp. 99-105.

Abdul M, Hoosein N. “Voltage-Gated Potassium Ion Channels in Colon Cancer”,0Oncology Reports,
2002a, Vol.;9(5), pp. 961-964.

Abramovitz M., & Leyland-Jones B. (2006). A systems approach to clinical oncology: focus on breast
cancer. Proteome science, 4(1), 1-15.

Aliustaoglu M. (2009). Temel Kanser Fizyopatolojisi. Klinik Gelisim, 22(3), 46-49.

Allen J. E., Krigsfeld G., Mayes P. A,, Patel L., Dicker D. T., Patel A. S DOLLOFF NG., MESSARIS
E., SCATA KA., WANG W., ZHOUGEN JY., WU S., El-Deiry, W. S. (2013). Dual inactivation of
Akt and ERK by TIC10 signals Foxo3a nuclear translocation, TRAIL gene induction, and potent

antitumor effects. Science translational medicine, 5(171), 171ral7-171ral7.

Allen J. E., Krigsfeld, G., Patel, L., Mayes, P. A., Dicker, D. T., Wu, G. S., & El-Deiry, W. S. (2015).
Identification of TRAIL-inducing compounds highlights small molecule ONC201/T1C10 as a unique
anti-cancer agent that activates the TRAIL pathway. Molecular cancer, 14(1), 1-10.

Allred DC., Clark GM., Tandon AK., Molina R., Tormey DC., Osborne CK., Mansour EG., Abeloff
M., Eudey L. (1992). HER-2/neu in node-negative breast cancer: prognostic significance of
overexpression influenced by the presence of in situ carcinoma. Journal of Clinical Oncology, 10(4),
599-605.

Alpert T. E., & Haffty B. G. (2004). Conservative management of breast cancer in BRCA1/2 mutation

carriers. Clinical breast cancer, 5(1), 37-42.

American Cancer Society. (2015). Cancer facts & figures 2015. American Cancer Society.

Anderson W. F., Jatoi I., & Devesa S. S. (2005). Distinct breast cancer incidence and prognostic patterns
in the NCI’s SEER program: suggesting a possible link between etiology and outcome. Breast cancer

research and treatment, 90(2), 127-137.

Arnedos M., Vielh P., Soria J. C., & Andre F. (2014). The genetic complexity of common cancers and
the promise of personalized medicine: is there any hope?. The Journal of pathology, 232(2), 274-282.

Ashkenazi A, Weller (2001) M: Soluble Decoy Receptor 3 is Expressed by Malignant Gliomas and
Suppresses CD95 Ligand-induced Apoptosis and Chemotaxis. Cancer research, 61(6):2759-2765.

104



Ashkenazi A., & Dixit V. M. (1998). Death receptors: signaling and modulation. science, 1305-1308.

Avila G., Monjaraz E., Espinosa J. L., & Cota G. (2003). Downregulation of voltage-gated sodium

channels by dexamethasone in clonal rat pituitary cells. Neuroscience letters, 339(1), 21-24.

Aydar E., Onganer P., Perrett R., Djamgoz M. B., & Palmer C. P. (2006). The expression and functional

characterization of sigma (o) 1 receptors in breast cancer cell lines. Cancer letters, 242(2), 245-257.

Aydar E., Stratton D., Fraser S. P., Djamgoz M. B., & Palmer C. (2016). Sigma-1 receptors modulate

neonatal Na v 1.5 ion channels in breast cancer cell lines. European Biophysics Journal, 45(7), 671-683.
Aydin Tugba (2019). Alkol ve Kanser iligkisi. 1-7 Mart Yesilay Haftas1.
Aydintug S. (2004). Meme kanserinde erken tani. Sted, 13(6), 226-8.

B’chir W., Maurin A. C., Carraro V., Averous J., Jousse C., Muranishi Y., Parry L., Stepien G.,
Fafournoux P., Bruhat A. (2013). The elF2a/ATF4 pathway is essential for stress-induced autophagy
gene expression. Nucleic acids research, 41(16), 7683-7699.

Balasuriya D., Stewart A. P., Crottes D., Borgese F., Soriani O., & Edwardson J. M. (2012). The sigma-
1 receptor binds to the Navl. 5 voltage-gated Na+ channel with 4-fold symmetry. Journal of biological
chemistry, 287(44), 37021-37029.

Baykara O. (2016). Kanser Tedavisinde Giincel Yaklagimlar. Balikesir Saglik Bilimleri Dergisi, 5(3),
154-165.

Beckmann M. W., Niederacher D., Schniirch H. G., Gusterson B. A., & Bender H. G. (1997). Multistep
carcinogenesis of breast cancer and tumour heterogeneity. Journal of molecular medicine, 75(6), 429-
439.

Benson J. R., Jatoi I., Keisch M., Esteva F. J., Makris A., & Jordan V. C. (2009). Early breast cancer.
The Lancet, 373(9673), 1463-1479.

Bertram J. S. (2000). The molecular biology of cancer. Molecular aspects of medicine, 21(6), 167-223.

Binggeli R., & Cameron I. L. (1980). Cellular potentials of normal and cancerous fibroblasts and
hepatocytes. Cancer research, 40(6), 1830-1835.

Brackenbury W. J. (2012). Voltage-gated sodium channels and metastatic disease. Channels, 6(5), 352-
361.

105



Brackenbury W. J., & Djamgoz M. B. (2006). Activity-dependent regulation of voltage-gated Na+
channel expression in Mat-LyLu rat prostate cancer cell line. The Journal of physiology, 573(2), 343-
356.

Brisson L., Gillet L., Calaghan S., Besson P., Le Guennec J. Y., Roger S., & Gore J. (2011). NaV 1.5
enhances breast cancer cell invasiveness by increasing NHE1-dependent H+ efflux in caveolae.
Oncogene, 30(17), 2070-2076.

Burdall S. E., Hanby A. M., Lansdown M. R., & Speirs V. (2003). Breast cancer cell lines: friend or

foe?. Breast cancer research, 5(2), 1-7.

Byrne C., Schairer C., Wolfe J., Parekh N., Salane M., Brinton L. A., Hoover R., Haile R. (1995).
Mammographic features and breast cancer risk: effects with time, age, and menopause status. JNCI:
Journal of the National Cancer Institute, 87(21), 1622-1629.

Carrithers M. D., Chatterjee G., Carrithers L. M., Offoha R., Iheagwara U., Rahner C., Graham M.,
Waxman S. G. (2009). Regulation of podosome formation in macrophages by a splice variant of the
sodium channel SCN8A. Journal of Biological Chemistry, 284(12), 8114-8126.

Casy A. F., & Parfitt R. T. (2013). Opioid analgesics: chemistry and receptors.

Celepli S., Bigat 1., Celepli P., & Karagin P. H. (2020) Apoptoz ve Apoptotik Yollarmm Gdzden

Gegirilmesi. Giincel Gastroentroloji 24/3

Chamaraux-Tran T. N., Mathelin C., Aprahamian M., Joshi G. P., Tomasetto C., Diemunsch P., &
Akladios C. (2018). Antitumor effects of lidocaine on human breast cancer cells: an in vitro and in vivo

experimental trial. Anticancer research, 38(1), 95-105.

Chao D. T., & Korsmeyer S. J. (1998). BCL-2 family: regulators of cell death. Annual review of
immunology, 16(1), 395-419.

ChenQ., LiuY., Zhu X. L., Feng F., Yang H., & Xu W. (2019). Increased NHE1 expression is targeted
by specific inhibitor cariporide to sensitize resistant breast cancer cells to doxorubicin in vitro and in
vivo. BMC cancer, 19(1), 1-13.

Chioni A. M., Brackenbury W. J., Calhoun J. D., Isom L. L., & Djamgoz M. B. (2009). A novel adhesion
molecule in human breast cancer cells: Voltage-gated Na+ channel B1 subunit. The international journal
of biochemistry & cell biology, 41(5), 1216-1227.

Chioni A. M., Brackenbury W. J., Calhoun J. D., Isom L. L., & Djamgoz M. B. (2009). A novel adhesion
molecule in human breast cancer cells: Voltage-gated Na+ channel B1 subunit. The international journal
of biochemistry & cell biology, 41(5), 1216-1227.

106



Chioni A. M., Fraser S. P., Pani F., Foran P., Wilkin G. P., Diss J. K., & Djamgoz M. B. (2005). A
novel polyclonal antibody specific for the Navl. 5 voltage-gated Na+ channel ‘neonatal’splice form.

Journal of neuroscience methods, 147(2), 88-98.

Choo Z. E., Loh A. H. P., & Chen Z. X. (2019). Destined to die: Apoptosis and pediatric cancers.
Cancers, 11(11), 1623.

Cimmino A., Calin G. A., Fabbri M., lorio M. V., Ferracin M., Shimizu M., Wojcik SE., Ageilan RI.,
Zupo S., Dono M., Rassenti L., Alder H., Volinia S., Liu C., Kipps TJ., Negrini M., Croce C. M. (2005).
miR-15 and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 102(39), 13944-13949.

Clavel J. (2007). Progress in the epidemiological understanding of gene—environment interactions in

major diseases: cancer. Comptes rendus biologies, 330(4), 306-317.

Colditz G. A., & Rosner B. (2000). Cumulative risk of breast cancer to age 70 years according to risk

factor status: data from the Nurses' Health Study. American journal of epidemiology, 152(10), 950-964.

Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer. (2001). Familial breast cancer:
collaborative reanalysis of individual data from 52 epidemiological studies including 58 209 women
with breast cancer and 101 986 women without the disease. The Lancet, 358(9291), 1389-1399.

Correa Geyer F., & Reis-Filho J. S. (2009). Microarray-based gene expression profiling as a clinical
tool for breast cancer management: are we there yet?. International journal of surgical pathology, 17(4),
285-302.

D’Arcy M. S. (2019). Cell death: a review of the major forms of apoptosis, necrosis and autophagy.
Cell biology international, 43(6), 582-592.

Day ML, Winston N, McConnell JL, Cook D, Johnson MH. “tiK+ toK+: An Embryonic clock?”,
Reproduction, Fertility, and Development, 2001, Vol. 13, pp. 69-79.

Degli Esposti, M. (2002). The roles of Bid. Apoptosis, 7(5), 433-440.

Diaz D., Delgadillo D. M., Hernandez-Gallegos E., Ramirez-Dominguez M. E., Hinojosa L. M., Ortiz
C. S., Berumen J., Camacho j., Gomora J. C. (2007). Functional expression of voltage-gated sodium

channels in primary cultures of human cervical cancer. Journal of cellular physiology, 210(2), 469-478.

Diss J. K. J., Stewart D., Pani F., Foster C. S., Walker M. M., Patel A., & Djamgoz M. B. A. (2005). A
potential novel marker for human prostate cancer: voltage-gated sodium channel expression in vivo.

Prostate cancer and prostatic diseases, 8(3), 266-273

107



Do W., Herrera C., Mighty J., Shumskaya M., Redenti S. M., & Sauane M. (2013). Sigma 1 Receptor
plays a prominent role in IL-24-induced cancer-specific apoptosis. Biochemical and biophysical

research communications, 439(2), 215-220.

Dravid S. M., Baden D. G., & Murray T. F. (2004). Brevetoxin activation of voltage-gated sodium
channels regulates Ca2+ dynamics and ERK1/2 phosphorylation in murine neocortical neurons. Journal
of neurochemistry, 89(3), 739-749.

Du Toit A. (2013). Balance through a bivalent regulator. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 14(9),
546-547.

Dumay A., Feugeas J. P., Wittmer E., Lehmann-Che J., Bertheau P., Espié¢ M., ... & de Thé H. (2013).
Distinct tumor protein p53 mutants in breast cancer subgroups. International journal of cancer, 132(5),
1227-1231.

Darby S, McGale P, Correa C, Taylor C, Arriagada R, Clarke M, Cutter D, Davies C, Ewertz M, et al:
Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group. (2011). Effect of radiotherapy after breast-
conserving surgery on 10-year recurrence and 15-year breast cancer death: Meta-analysis of individual
patient data for 10,801 women in 17 randomised trials. Lancet, 378(9804), 1707-1716.

Egeli U., Cecener G., Tunca B., & Tasdelen I. (2006). Novel germline BRCA1 and BRCA2 mutations
in Turkish women with breast and/or ovarian cancer and their relatives. Cancer investigation, 24(5),
484-491

Elajnaf T., Baptista-Hon D. T., & Hales T. G. (2018). Potent inactivation-dependent inhibition of adult
and neonatal NaV1. 5 channels by lidocaine and levobupivacaine. Anesthesia & Analgesia, 127(3), 650-
660.

Elmore S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic pathology, 35(4), 495-
516.

Endo Greer Y., & Lipkowitz S. (2016). ONC201: Stressing tumors to death. Science signaling, 9(415),
fs1-fsl.

Facchini L. M., & Penn L. Z. (1998). The molecular role of Myc in growth and transformation: recent
discoveries lead to new insights. The FASEB Journal, 12(9), 633-651.

Fearon E., & Bommer G. (2008). Progressing from gene mutations to cancer.

Fearon E., & Bommer G. (2008). Progressing from gene mutations to cancer.

108



Fekete A., Franklin L., Ikemoto T., Rézsa B., Lendvai B., Sylvester Vizi, E., & Zelles, T. (2009).
Mechanism of the persistent sodium current activator veratridine-evoked Ca2+ elevation: implication

for epilepsy. Journal of neurochemistry, 111(3), 745-756.

Fiske J. L., Fomin V. P., Brown M. L., Duncan R. L., & Sikes R. A. (2006). Voltage-sensitive ion

channels and cancer. Cancer and Metastasis Reviews, 25(3), 493-500.

Flores-Romero H., & Garcia-Saez A. J. (2019). The incomplete puzzle of the BCL2 proteins. Cells,
8(10), 1176.

Fraser S. P., Diss J. K., Chioni A. M., Mycielska M. E., Pan H., Yamaci R. F., Pani F., Siwy Z,,
Krasowska M., Grzywna Z., Brackenbury WJ.; Theodorou D., Koyutiirk M., Kaya H., Battaloglu E.,
De Bella MT., Slade MJ., Tolhurst R., Palmieri C., Jiang J., Latchman DS., Coombes RC., Djamgoz M.
B. (2005). Voltage-gated sodium channel expression and potentiation of human breast cancer
metastasis. Clinical cancer research, 11(15), 5381-5389.

Fuchs Y., & Steller H. (2011). Programmed cell death in animal development and disease. Cell, 147(4),
742-758.

Galluzzi L., Vitale I., Aaronson S. A., Abrams J. M., Adam D., Agostinis P., ... & Turk B. (2018).
Molecular mechanisms of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death
2018. Cell Death & Differentiation, 25(3), 486-541.

Garcia M., Jemal A., Ward E. M., Center M. M., Hao Y., Siegel R. L., & Thun M. J. (2011). Global
Cancer Facts & Figures 2007. Atlanta, GA: American Cancer Society, 2007. T, 1, 52.

Gellens M. E., George A. L., Chen L. Q., Chahine M., Horn R., Barchi R. L., & Kallen R. G. (1992).
Primary structure and functional expression of the human cardiac tetrodotoxin-insensitive voltage-
dependent sodium channel. Proceedings of the National Academy of Sciences, 89(2), 554-558.

Gelmann E. P. (1998). Oncogenes in human breast Cancer. The Breast: Comprehensive management

of benign and malignant Diseases, 1, 499-517.

Gillet L., Roger S., Besson P., Lecaille F., Gore J., Bougnoux P., Lalmanach G., Le Guennec J. Y.
(2009). Voltage-gated sodium channel activity promotes cysteine cathepsin-dependent invasiveness and

colony growth of human cancer cells. Journal of Biological Chemistry, 284(13), 8680-8691.

Goldin A. L. (2001). Resurgence of sodium channel research. Annual review of physiology, 63(1), 871-
894.

Griffiths C. L., & Olin J. L. (2012). Triple negative breast cancer: a brief review of its characteristics

and treatment options. Journal of pharmacy practice, 25(3), 319-323.

109



Grilo A. L., & Mantalaris A. (2019). Apoptosis: A mammalian cell bioprocessing perspective.
Biotechnology advances, 37(3), 459-475.

Grimes J. A., Fraser S. P., Stephens G. J., Downing J. E. G., Laniado M. E., Foster C. S., Abel PD.,
Djamgoz M. B. A. (1995). Differential expression of voltage-activated Na+ currents in two prostatic

tumour cell lines: contribution to invasiveness in vitro. FEBS letters, 369(2-3), 290-294.
Gura T. (1997). How TRAIL kills cancer cells, but not normal cells. Science, 277(5327), 768-768.

Han J., Back S. H., Hur J., Lin Y. H., Gildersleeve R., Shan J., Yuan CL., Krokowski D., Wang S.,
Hatzoglou M., Kilberg MS., Sartor MA., Kaufman R. J. (2013). ER-stress-induced transcriptional
regulation increases protein synthesis leading to cell death. Nature cell biology, 15(5), 481-490.

Happy M., Dejoie J., Zajac C. K., Cortez B., Chakraborty K., Aderemi J., & Sauane M. (2015). Sigma
1 Receptor antagonist potentiates the anti-cancer effect of p53 by regulating ER stress, ROS production,
Bax levels, and caspase-3 activation. Biochemical and biophysical research communications, 456(2),
683-688.

Haridas V, Darnay BG, Natarajan K, Heller R, Aggarwal BB, (1998): Overexpression of the p80 TNF
Receptor Leads to TNF-dependent Apoptosis, Nuclear Factor-kB Activation, and c-Jun Kinase
Activation. The Journal of Immunology, 160(7):3152-3162.

Hartl F. U., & Hayer-Hartl M. (2002). Molecular chaperones in the cytosol: from nascent chain to folded
protein. Science, 295(5561), 1852-1858.

Hayashi T., & Su T. P. (2003). o-1 Receptors (o1 binding sites) form raft-like microdomains and target
lipid droplets on the endoplasmic reticulum: roles in endoplasmic reticulum lipid compartmentalization

and export. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 306(2), 718-725.
Hayashi T., & Su T. P. (2004). -1 receptor ligands. CNS drugs, 18(5), 269-284.

Hayashi T., & Su T. P. (2005). The sigma receptor: evolution of the concept in
neuropsychopharmacology. Current neuropharmacology, 3(4), 267-280.

Hayashi T., & Su T. P. (2007). Sigma-1 receptor chaperones at the ER-mitochondrion interface regulate
Ca2+ signaling and cell survival. Cell, 131(3), 596-610.

Henschen F. (1968). Yamagiwa's Tar Cancer and Its Historical Significance. GANN Japanese Journal
of Cancer Research, 59(6), 447-451.

Ho T.C., Chen S.L., Shih S.C., Chang S.J., Yang S.L., Hsieh J.W., Cheng H.C., Chen L.J. and Tsao
Y.P. (2011) Pigment epithelium-derived factor (PEDF) promotes tumor cell death by inducing

110



macrophage membrane tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). J. Biol.
Chem., 10.1074/jbc.M111.266064

House C. D., Vaske C. J., Schwartz A. M., Obias V., Frank B., Luu T., Sarvazyan N., Irby R., Strausberg
RL., Hales TG., Stuart JM. Lee N. H. (2010). Voltage-gated Na+ channel SCN5A is a key regulator of

a gene transcriptional network that controls colon cancer invasion. Cancer research, 70(17), 6957-6967.

Hsieh C. C., Trichopoulos D., Katsouyanni K., & Yuasa S. (1990). Age at menarche, age at menopause,
height and obesity as risk factors for breast cancer: associations and interactions in an international case-

control study. International journal of cancer, 46(5), 796-800.

https://www.drozdogan.com/turkiye-kanser-istatistikleri-2020/ , Erisim Tarihi: 04.05.2021

Hu X., Wang J. I. E.,, He W. A. N., Zhao P. A. N., & Ye C. (2018). MicroRNA-433 targets AKT3 and
inhibits cell proliferation and viability in breast cancer. Oncology letters, 15(3), 3998-4004.

Hutchinson L. (2010). Challenges, controversies, breakthroughs. Nature reviews clinical oncology,
7(12), 669-670.

Ishizawa J., Kojima K., Chachad D., Ruvolo P., Ruvolo V., Jacamo RO., Borthakur G., Mu H., Zeng
Z., Tabe Y., Allen JE., Wang Z., Ma W., Lee HC., Orlowski R., Sarbassov DD., Lorenzi PL., Huang
X., Neelapu SS., McDonnell T., Miranda RN., Wang M., Kantarjian H., Konopleva M., Davis RE.,
Andreeff M. (2016). ATF4 induction through an atypical integrated stress response to ONC201 triggers
p53-independent apoptosis in hematological malignancies. Science signaling, 9(415), ral7-ral7.

Kale J., Osterlund E. J., & Andrews D. W. (2018). BCL-2 family proteins: changing partners in the
dance towards death. Cell Death & Differentiation, 25(1), 65-80.

Kalkavan H., & Green D. R. (2018). MOMP, cell suicide as a BCL-2 family business. Cell Death &
Differentiation, 25(1), 46-55.

Kam P. C. A., & Ferch N. I. (2000). Apoptosis: mechanisms and clinical implications. Anaesthesia,
55(11), 1081-1093.

Kamarulzaman N. S., Dewadas H. D., Leow C. Y., Yaacob N. S., & Mokhtar N. F. (2017). The role of
REST and HDAC?2 in epigenetic dysregulation of Navl. 5 and nNav1l. 5 expression in breast cancer.

Cancer cell international, 17(1), 1-12.

Kanavos P. The rising burden of cancer in the developing world. Annals of Oncology 17 (Supplement
8): viii15-viii23,2006

111



Keklikoglou 1., Koerner C., Schmidt C., Zhang J. D., Heckmann D., Shavinskaya A., Allgayer H.,
Giickel B., Fehm T., Schneeweiss A., Sahin O., Wiemann S., Tschulena U. (2012). MicroRNA-520/373
family functions as a tumor suppressor in estrogen receptor negative breast cancer by targeting NF-xB
and TGF-p signaling pathways. Oncogene, 31(37), 4150-4163.

Kelsey J. L., Fischer D. B., Holford T. R., LiVolsi V. A., Mostow E. D., Goldenberg I. S., & White C.
(1981). Exogenous estrogens and other factors in the epidemiology of breast cancer. Journal of the
National Cancer Institute, 67(2), 327-333.

Kenemans P., Verstraeten R. A., & Verheijen R. H. M. (2008). Reprint of Oncogenic pathways in
hereditary and sporadic breast cancer. Maturitas, 61(1-2), 141-150.

KimC. J,, Cho Y. G, Jeong S. W., Kim Y. S,, Kim S. Y., Nam S. W., LEE SH., YOO NJ., LEE JY.,
Park W. S. (2004). Altered expression of KCNKQ in colorectal cancers. Apmis, 112(9), 588-94.

King M. C., Marks J. H., & Mandell J. B. (2003). Breast and ovarian cancer risks due to inherited
mutations in BRCAL and BRCAZ2. Science, 302(5645), 643-646.

Kline C. L. B., Van den Heuvel A. P. J., Allen J. E., Prabhu V. V., Dicker D. T., & El-Deiry W. S.
(2016). ONC201 kills solid tumor cells by triggering an integrated stress response dependent on ATF4

activation by specific elF2a kinases. Science signaling, 9(415), ral8-ral8.

Koornstra J. J., Kleibeuker J. H., van Geelen C. M., Rijcken F. E., Hollema H., de Vries E. G., & de
Jong S. (2003). Expression of TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) and its receptors in
normal colonic mucosa, adenomas, and carcinomas. The Journal of Pathology: A Journal of the
Pathological Society of Great Britain and Ireland, 200(3), 327-335.

Kumar V., Cotran R. S., & Robins, S. L. (1992). Basic Pathology. ED. 5th.
Kunzelmann K. (2005). lon channels and cancer. The Journal of membrane biology, 205(3), 159-173.

Kurebayashi J. (2001). Biological and clinical significance of HER2 overexpression in breast cancer.
Breast Cancer, 8(1), 45-51.

Laakso M., Loman N., Borg A., & Isola J. (2005). Cytokeratin 5/14-positive breast cancer: true basal
phenotype confined to BRCA1 tumors. Modern pathology, 18(10), 1321-1328.

Lastraioli E., Guasti L., Crociani O., Polvani S., Hofmann G., Witchel H., Bencini L., Calistri M.,
Messerini L., Scatizzi M., Moretti R., Wanke E., Olivotto M., Mugnai G., Arcangeli A. (2004). hergl
gene and HERGL protein are overexpressed in colorectal cancers and regulate cell invasion of tumor
cells. Cancer research, 64(2), 606-611.

112



Lawrence T. S., Ten Haken R. K., & Giaccia A. (2008). Principles of radiation oncology. Cancer:
principles and practice of oncology. 8th ed. Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins.

Lee S. H., Shin M. S,, Kim H. S, Lee H. K., Park W. S., Kim S. Y., Lee JH., Han SY., Park JY., Oh
RR.,Kang CS., Kim KM., Jang JJ., Nam SW., Lee JY.Yoo0 N. J. (2001). Somatic mutations of TRAIL-
receptor 1 and TRAIL-receptor 2 genes in non-Hodgkin's lymphoma. Oncogene, 20(3), 399-403.

Lee S. H., Shin M. S., Kim H. S., Lee H. K., Park W. S., Kim S. Y., Lee JH., Han SY., Park JY., Oh
RR.,Jang JJ., Han JY., Lee JY.Yoo0 N. J. (1999). Alterations of the DR5/TRAIL receptor 2 gene in non-
small cell lung cancers. Cancer research, 59(22), 5683-5686.

Lester S. C., Bose S., Chen Y. Y., Connolly J. L., de Baca M. E., Fitzgibbons P. L., ... & Smith B. L.
(2009). Protocol for the examination of specimens from patients with invasive carcinoma of the breast.
Archives of pathology & laboratory medicine, 133(10), 1515-1538.

Levine A. J., & Oren M. (2009). The first 30 years of p53: growing ever more complex. Nature reviews
cancer, 9(10), 749-758.

Li C. 1., Uribe D. J., & Daling J. R. (2005). Clinical characteristics of different histologic types of breast
cancer. British journal of cancer, 93(9), 1046-1052.

Li R., Xiao C., Liu H., Huang Y., Dilger J. P., & Lin J. (2018). Effects of local anesthetics on breast

cancer cell viability and migration. BMC cancer, 18(1), 1-12.
Liao DJ, Dickson RB. C-Myc in breast cancer. Endocr Relat Cancer 7(3):143-164,2000

Liu C. J., Dib-Hajj S. D., Renganathan M., Cummins T. R., & Waxman S. G. (2003). Modulation of the
cardiac sodium channel Navl. 5 by fibroblast growth factor homologous factor 1B. Journal of
Biological Chemistry, 278(2), 1029-1036.

Liu P., Ramachandran S., Seyed M. A., Scharer C. D., Laycock N., Dalton W. B., Williams H., Karanam
S., Datta MW., Jaye DL.Moreno C. S. (2006). Sex-determining region Y box 4 is a transforming

oncogene in human prostate cancer cells. Cancer research, 66(8), 4011-4019.

Lopez-Santiago L. F., Meadows L. S., Ernst S. J., Chen C., Malhotra J. D., McEwen D. P., Speelman
A., Noebels JL., Maier SKG., Lopatin AN.Isom L. L. (2007). Sodium channel Scnlb null mice exhibit
prolonged QT and RR intervals. Journal of molecular and cellular cardiology, 43(5), 636-647.

Luo X., Budihardjo I., Zou H., Slaughter C., & Wang X. (1998). Bid, a Bcl2 interacting protein,
mediates cytochrome c¢ release from mitochondria in response to activation of cell surface death
receptors. Cell, 94(4), 481-490.

113



Liileyap H. U. (2008). Molekiiler genetigin esaslari. Nobel Kitabevi.

Maas C., Verbrugge 1., de Vries E., Savich G., Van de Kooij L. W., Tait S. W. G., & Borst J. (2010).
Smac/DIABLO release from mitochondria and XIAP inhibition are essential to limit clonogenicity of
Type | tumor cells after TRAIL receptor stimulation. Cell Death & Differentiation, 17(10), 1613-1623.

Maciejczyk A. (2013). New prognostic factors in breast cancer. Adv Clin Exp Med, 22(1), 5-15.

Mak T. W., & Saunders M. E. (2006). The Humoral Response: B Cell Development and Activation.
The Immune Response, 209-245.

Malhotra G. K., Zhao X., Band H., & Band V. (2010). Histological, molecular and functional subtypes
of breast cancers. Cancer biology & therapy, 10(10), 955-960.

Maricic M. (2006). The use of zoledronic acid for Paget’s disease of bone. Current osteoporosis reports,
4(1), 40-44.

Marine J. C., & Lozano, G. (2010). Mdm2-mediated ubiquitylation: p53 and beyond. Cell Death &
Differentiation, 17(1), 93-102.

Marmo A. A., Morris D. M., Schwalke M. A, lliev I. G., & Rogers S. (1994). Electrical potential

measurements in human breast cancer and benign lesions. Tumor biology, 15(3), 147-152.

Martinez M. M., Reif R. D., & Pappas D. (2010). Detection of apoptosis: A review of conventional and
novel techniques. Analytical methods, 2(8), 996-1004.

Marx A., Siara J., & Riidel R. (1991). Sodium and potassium channels in epithelial cells from thymus

glands and thymomas of myasthenia gravis patients. Pfliigers Archiv, 417(5), 537-539.

Mavlyutov T. A., Epstein M. L., Andersen K. A., Ziskind-Conhaim L., & Ruoho A. E. (2010). The
sigma-1 receptor is enriched in postsynaptic sites of C-terminals in mouse motoneurons. An anatomical
and behavioral study. Neuroscience, 167(2), 247-255.

Meunier J., & Hayashi T. (2010). Sigma-1 receptors regulate Bcl-2 expression by reactive oxygen
species-dependent transcriptional regulation of nuclear factor kB. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 332(2), 388-397.

Mohamed A. A., Kandeel S. H., Zaghlaa H. E., Osman N. F., Helwa M. A., & Bedier H. M. (2018).
TRAIL receptor 1 polymorphism and cancer risk: a systematic review. Menoufia Medical Journal,
31(3), 730.

Moinfar F. (2008). Is ‘basal-like’carcinoma of the breast a distinct clinicopathological entity? A critical

review with cautionary notes. Pathobiology, 75(2), 119-131.

114



Monk M., & Holding C. (2001). Human embryonic genes re-expressed in cancer cells. Oncogene,
20(56), 8085-8091.

Morgan K., Stevens E. B., Shah B., Cox P. J., Dixon A. K., Lee K., Pinnock RD., Hughes J, Richardson
PJ., Mizuguchi K. Jackson A. P. (2000). B3: an additional auxiliary subunit of the voltage-sensitive
sodium channel that modulates channel gating with distinct kinetics. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 97(5), 2308-2313.

Mueller Il B. H., Park Y., Daudt Il1 D. R., Ma H. Y., Akopova ., Stankowska D. L., Clark AF., Yorio
T. (2013). Sigma-1 receptor stimulation attenuates calcium influx through activated L-type Voltage

Gated Calcium Channels in purified retinal ganglion cells. Experimental eye research, 107, 21-31.

Mycielska M. E., Palmer C. P., Brackenbury W. J., & Djamgoz M. B. (2005). Expression of Na+-
dependent citrate transport in a strongly metastatic human prostate cancer PC-3M cell line: regulation

by voltage-gated Na+ channel activity. The Journal of physiology, 563(2), 393-408.

Narayanan S., Bhat R., Mesangeau C., Poupaert J. H., & McCurdy C. R. (2011). Early development of
sigma-receptor ligands. Future medicinal chemistry, 3(1), 79-94.

Nolan T.,Hands R. E., & Bustin S. A. (2006). Quantification of mMRNA using real-time RT-PCR. Nature
protocols, 1(3), 1559-1582.

O'Brien M. A., & Kirby R. (2008). Apoptosis: A review of pro-apoptotic and anti-apoptotic pathways

and dysregulation in disease. Journal of veterinary emergency and critical care, 18(6), 572-585.

Oliveira A. M., Ross J. S., & Fletcher J. A. (2005). Tumor suppressor genes in breast cancer: the
gatekeepers and the caretakers. Pathology Patterns Reviews, 124(suppl_1), S16-S28.

Olivier M., Petitjean A., Marcel V., Petre A., Mounawar M., Plymoth A., de Fromentel CC., Hainaut P.
(2009). Recent advances in p53 research: an interdisciplinary perspective. Cancer gene therapy, 16(1),
1-12.

Onganer P. U., & Djamgoz M. B. A. (2005). Small-cell lung cancer (human): potentiation of endocytic
membrane activity by voltage-gated Na+ channel expression in vitro. The Journal of membrane biology,
204(2), 67-75.

Osborne C., Wilson P., & Tripathy D. (2004). Oncogenes and tumor suppressor genes in breast cancer:

potential diagnostic and therapeutic applications. The oncologist, 9(4), 361-377.

Ou Y., Niu X. L., Ren F. X,, Zhang Y., & Ling F. D. (2005). Expression of L-type calcium channel
alphalC subunit in adult rat heart. Di 1 jun yi da xue xue bao= Academic Journal of the First Medical
College of PLA, 25(11), 1400-1404.

115



Ouadid-Ahidouch H., Le Bourhis X., Roudbaraki M., Toillon R. A., Delcourt P., & Prevarskaya N.
(2001). Changes in the K+ current-density of MCF-7 cells during progression through the cell cycle:

possible involvement of a h-ether. a-gogo K+ channel. Receptors & channels, 7(5), 345-356.

Ozoren N., & El-Deiry W. (2002). Heat shock protects HCT116 and H460 cells from TRAIL-induced
apoptosis. Experimental cell research, 281(2), 175-181.

Pai S. I, Wu G. S., Ozoren N., Wu L., Jen J., Sidransky D., & El-Deiry W. S. (1998). Rare loss-of-
function mutation of a death receptor gene in head and neck cancer. Cancer research, 58(16), 3513-
3518.

Parkin D. M. (2004). International variation. Oncogene, 23(38), 6329-6340.

Pena-Blanco A., & Garcia-Saez A. J. (2018). Bax, Bak and beyond—mitochondrial performance in
apoptosis. The FEBS journal, 285(3), 416-431.

Pfeffer C. M., & Singh A. T. (2018). Apoptosis: a target for anticancer therapy. International journal of

molecular sciences, 19(2), 448.

Pitti R. M., Marsters S. A., Ruppert S., Donahue C. J., Moore A., & Ashkenazi A. (1996). Induction of
apoptosis by Apo-2 ligand, a new member of the tumor necrosis factor cytokine family. Journal of
Biological Chemistry, 271(22), 12687-12690.

Polager S., & Ginsberg D. (2009). p53 and E2f: partners in life and death. Nature Reviews Cancer,
9(10), 738-748.

Prevarskaya N., Skryma R., & Shuba Y. (2010). lon channels and the hallmarks of cancer. Trends in
molecular medicine, 16(3), 107-121.

Ratcliffe C. F., Qu Y., McCormick K. A., Tibbs V. C., Dixon J. E., Scheuer T., & Catterall W. A.
(2000). A sodium channel signaling complex: modulation by associated receptor protein tyrosine

phosphatase 3. Nature neuroscience, 3(5), 437-444.

Raymond C. K., Castle J., Garrett-Engele P., Armour C. D., Kan Z., Tsinoremas N., & Johnson J. M.
(2004). Expression of alternatively spliced sodium channel a-subunit genes: unique splicing patterns

are observed in dorsal root ganglia. Journal of Biological Chemistry, 279(44), 46234-46241.

Roa B. B., Boyd A. A., Volcik K., & Richards C. S. (1996). Ashkenazi Jewish population frequencies
for common mutations in BRCA1 and BRCAZ2. Nature genetics, 14(2), 185-187.

Roger S., Potier M., Vandier C., Besson P., & Le Guennec J. Y. (2006). Voltage-gated sodium channels:
new targets in cancer therapy?. Current pharmaceutical design, 12(28), 3681-3695.

116



Rossi D., Pedrali A., Urbano M., Gaggeri R., Serra M., Fernandez L., Fernandez M., Caballero J.,
Ronsisvalle S., Prezzavento O., Schepmann D., Wuensch B., Peviani M., Curti D., Azzolina O. Collina
S. (2011). Identification of a potent and selective o1 receptor agonist potentiating NGF-induced neurite
outgrowth in PC12 cells. Bioorganic & medicinal chemistry, 19(21), 6210-6224.

Rui M., Rossi D., Marra A., Paolillo M., Schinelli S., Curti D., Tesei A., Cortesi M., Zamagni A.,
Laurini E., Pricl S., Schepmann D., Wunsch B., Urban E., Pace V., Collina S.. (2016). Synthesis and
biological evaluation of new aryl-alkyl (alkenyl)-4-benzylpiperidines, novel sigma receptor (SR)

modulators, as potential anticancer-agents. European journal of medicinal chemistry, 124, 649-665.

Savitskaya M. A., & Onishchenko G. E. (2015). Mechanisms of apoptosis. Biochemistry (Moscow),
80(11), 1393-1405.

Sawyers CL., Abate-Shen C., Anderson KC., Barker A., Baselga J., Berger NA., Margaret F., Jemal A.,
Lawrence TS., Li Cl., Mardis ER., Neumann PJ., Pardoll DM., Prendergast GC., Reed JC., Weiner GJ.
(2013). AACR cancer progress report 2013. Clinical Cancer Research, 19(20 Supplement), S1-S98

Schnitt S. J. (2010). Classification and prognosis of invasive breast cancer: from morphology to

molecular taxonomy. Modern Pathology, 23(2), S60-S64.

Sekandarzad M. W., van Zundert A. A., Lirk P. B., Doornebal C. W., & Hollmann M. W. (2017).

Perioperative anesthesia care and tumor progression. Anesthesia & Analgesia, 124(5), 1697-1708.

Shamas-Din A., Kale J., Leber B., & Andrews D. W. (2013). Mechanisms of action of Bcl-2 family
proteins. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 5(4), a008714.

Shina JN., Parka SY., Chaa JH., Parka JY., Leea BR., Jungc SA, Leec ST, Yund CW., Seole DW, Kim
TH. (2006). Generation of a novel proform of tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) protein that can be reactivated by matrix metalloproteinases. Experimental cell research,
312(19), 3892-3898.

Siegel R. L., Miller K. D., & Jemal A. (2016). Cancer statistics, 2016. CA: a cancer journal for
clinicians, 66(1), 7-30.

Singh R., Letai A., & Sarosiek K. (2019). Regulation of apoptosis in health and disease: the balancing
act of BCL-2 family proteins. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 20(3), 175-193.

Singleton P. A., Moss J., Karp D. D., Atkins J. T., & Janku F. (2015). The mu opioid receptor: a new
target for cancer therapy?. Cancer, 121(16), 2681-2688.

Sosi¢ D., Richardson J. A., Yu K., Ornitz D. M., & Olson E. N. (2003). Twist regulates cytokine gene
expression through a negative feedback loop that represses NF-kB activity. Cell, 112(2), 169-180.

117



Sotiriou C., & Pusztai L. (2009). Gene-expression signatures in breast cancer. New England Journal of
Medicine, 360(8), 790-800.

Spierings D. C., de Vries E. G., Vellenga E., van den Heuvel F. A., Koornstra J. J., Wesseling J.,
Hollema H., de Jong S. (2004). Tissue distribution of the death ligand TRAIL and its receptors. Journal
of Histochemistry & Cytochemistry, 52(6), 821-831.

Steinwede K., Henken S., Bohling J., Maus R., Ueberberg B., Brumshagen C., Brincks EL., Griffith
TS., Welte T., Ulrich AM. (2012). TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) exerts therapeutic
efficacy for the treatment of pneumococcal pneumonia in mice. Journal of Experimental Medicine,
209(11), 1937-1952.

Strachan T., & Read A. P. (1999). Human molecular genetics 2/; Tom Strachan and Andrew P. Read.

Strege P. R., Mazzone A., Kraichely R. E., Sha L., Holm A. N., Ou Y., Lim I., Gibbons SJ., Sarr MG.,
Farrugia G. (2007). Species dependent expression of intestinal smooth muscle mechanosensitive
sodium channels. Neurogastroenterology & Motility, 19(2), 135-143.

Sundelacruz S., Levin M., & Kaplan D. L. (2008). Membrane potential controls adipogenic and

osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells. PloS one, 3(11), e3737.

Tfelt-Hansen J. A. C. O. B., Winkel B. G., Grunnet M., & Jespersen T. (2010). Inherited cardiac diseases
caused by mutations in the Nav1. 5 sodium channel. Journal of cardiovascular electrophysiology, 21(1),
107-115.

Tsai S. Y., Hayashi T., Mori T., & Su T. P. (2009). Sigma-1 receptor chaperones and diseases. Central
Nervous System Agents in Medicinal Chemistry (Formerly Current Medicinal Chemistry-Central
Nervous System Agents), 9(3), 184-189.

Tyczynsky J., Bray F., & Parkin D. (2002). Breast cancer in Europe, ENCR, European Cancer II:
Outcomes six weeks post surgery. Psycho-Oncology, 5, 295-303.

van Waarde A., Rybczynska A. A., Ramakrishnan N. K., Ishiwata K., Elsinga P. H., & Dierckx, R. A.
(2015). Potential applications for sigma receptor ligands in cancer diagnosis and therapy. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 1848(10), 2703-2714.

Vannini, F., Kashfi K., & Nath N. (2015). The dual role of iNOS in cancer. Redox biology, 6, 334-343.

Varley J. M., Evans D. G., & Birch J. M. (1997). Li-Fraumeni syndrome--a molecular and clinical

review. British journal of cancer, 76(1), 1.

118



Votta-Velis E. G., Piegeler T., Minshall R. D., Aguirre J., Beck-Schimmer B., Schwartz D. E., &
Borgeat A. (2013). Regional anaesthesia and cancer metastases: the implication of local anaesthetics.
Acta Anaesthesiologica Scandinavica, 57(10), 1211-1229.

WangP.,LuY, LiC, LiN.,, YuP., & MaD. (2011). Novel transcript variants of TRAIL show different
activities in activation of NF-kB and apoptosis. Life sciences, 89(23-24), 839-846.

Weng M., Chen W., Hou W., Li L., Ding M., & Miao C. (2016). The effect of neuraxial anesthesia on
cancer recurrence and survival after cancer surgery: an updated meta-analysis. Oncotarget, 7(12),
15262.

Wheeler K. T., Wang L. M., Wallen C. A., Childers S. R., Cline J. M., Keng P. C., & Mach R. H. (2000).
Sigma-2 receptors as a biomarker of proliferation in solid tumours. British journal of cancer, 82(6),
1223-1232.

Wilson J. F. (2002). Elucidating the DNA damage pathway: researchers find that Chk2 links ATM
upstream of the p53 tumor suppressor gene.(Hot Papers). The Scientist, 16(2), 30-32.

Wonderlin W. F., & Strobl J. S. (1996). Potassium channels, proliferation and G1 progression. The
Journal of membrane biology, 154(2), 91-107.

Wong M. H., & Pavlakis N. (2011). Optimal management of bone metastases in breast cancer patients.

Breast Cancer: Targets and Therapy, 3, 35.

Wong M. L., & Medrano J. F. (2005). Real-time PCR for mMRNA quantitation. Biotechniques, 39(1),
75-85.

Woods D. C., Alvarez C., & Johnson A. L. (2008). Cisplatin-mediated sensitivity to TRAIL-induced

cell death in human granulosa tumor cells. Gynecologic oncology, 108(3), 632-640.

Wooster R., Neuhausen SL., Mangion J., Quirk Y., Ford D., Collins N., Nguyen K., Seal S., Tran T,
Averill D., Fields P., Marshall G., Narod S., Lenoir GM., Lynch H., Feunteun J., Devilee P., Cornelisse
ClJ., Menko FH., Daly PA., Ormiston W., Mcmanus R., Pye C., Lewis CM., Canon-Albirght LA., Peto
J., Ponder BAJ., Skolnick MH., Easton DF., Goldgar DE., Stratton MR. (1994). Localization of a breast
cancer susceptibility gene, BRCA2, to chromosome 13g12-13. Science, 265(5181), 2088-2090.

Yang M., & Brackenbury W. J. (2013). Membrane potential and cancer progression. Frontiers in

physiology, 4, 185.

Yang M., James A. D., Suman R., Kasprowicz R., Nelson M., O'Toole P. J., & Brackenbury W. J.
(2020). Voltage-dependent activation of Racl by Navl. 5 channels promotes cell migration. Journal of
cellular physiology, 235(4), 3950-3972.

119



Yu FH1, Westenbroek RE, Silos-Santiago I, McCormick KA, Lawson D, Ge P, Ferriera H, Lilly J,
DiStefano PS, Catterall WA, Scheuer T, Curtis R. (2003). Sodium channel beta4, a new disulfide-linked
auxiliary subunit with similarity to beta2. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society
for Neuroscience, 23(20), 7577-7585.

Yuan X., Kho D., Xu J., Gajan A., Wu K., & Wu G. S. (2017). ONC201 activates ER stress to inhibit
the growth of triple-negative breast cancer cells. Oncotarget, 8(13), 21626.

Zamanillo D., Romero L., Merlos M., & Vela J. M. (2013). Sigma 1 receptor: a new therapeutic target
for pain. European journal of pharmacology, 716(1-3), 78-93.

Zeng C., Vangveravong S., Xu J., Chang KC., Hotchkiss RS., Wheeler KT., Shen D., Zhuang ZP., Kung
HF., Mach RH.(2007). Subcellular localization of sigma-2 receptors in breast cancer cells using two-

photon and confocal microscopy. Cancer research, 67(14), 6708-6716.

Zhang B., Deng Z., Zeng B., Yang S., Chen X., Xu X., & Wu J. (2018). In-vitro effects of the FS50
protein from salivary glands of Xenopsylla cheopis on voltage-gated sodium channel activity and
motility of MDA-MB-231 human breast cancer cells. Anti-cancer drugs, 29(9), 880-889.

ZouW., Yue P., Khuri F. R., & Sun S. Y. (2008). Coupling of endoplasmic reticulum stress to CDDO-
me-induced up-regulation of death receptor 5 via a CHOP—dependent mechanism involving JNK
activation. Cancer research, 68(18), 7484-7492.

120






