INSAN MEME KANSER.i HUCRE HATTINDA
(MCF-7) AKT iNHiBITORUNUN APOPTOZIS
UZERINE ETKISI

Ahmet KARAKUS

Damisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN
Doktora Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dah
2022
(Her hakk1 saklidir)



T.C.
ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANA BIiLiM DALI

INSAN MEME KANSERI HUCRE HATTINDA (MCF-7) AKT INHIBITORUNUN
APOPTOZIS UZERINE ETKISI

(Effect of AKT Inhibitor on Apoptosis In Human Breast Cancer (MCF-7) Cell Line)

DOKTORA TEZI

Ahmet KARAKUS

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Erzurum

Subat, 2022



TE
ATATURK UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisii Midiirligi

TEZ KABUL VE ONAY TUTANAGI

INSAN MEME KANSERI HUCRE HATTINDA (MCF-7) AKT INHIBITORUNUN
APOPTOZIS UZERINE ETKISI

Prof. Dr. Orhan ERDOGAN damsmanhgmda, Ahmet KARAKUS tarafindan hazirlanan bu
caligma, 16/02/2022 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali Genetik Bilim Dali'nda doktora tezi olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Baskant:  Prof, Dr. ilhami GULCIN Aslh Tslak Imzalidir
Atatiirk Universitesi

Dniman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN Asli Islak Imzalidur
Atatiirk Universitesi

Hiri Uyesi: Prof. Dr. Mesut TASKIN Asli Islak Imzalidir

Atatik Universitesi

Jiiri Uyesi: Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS Asli Islak imzalidir
Erzurum Teknik Universitesi

Jiri Uyesi: Dog. Dr. Ahmet ALTAY Asli Islak imzalidir

Erzincan Binali Yildm Universitesi

Enstitii Yoénetim
Kurulunun ..../...7.... tarih
LIS SERE saytli karari.

maddelennde behmlen sartlarl yerine getlrchglm onaylarim.

Prof. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN
Enstitii Miidiirii

Asli Islak Imzalidir
Bu c¢alisma BAP projeleri kapsaminda desteklenmlstlr
Proje No: FDK-2018-6650 -

Not: Bu tezde kullanilan dzgiin ve baska kiavnaklardan vapilan bildins. ¢izelge. sekil ve fotograflarin kaynak olarak kullanmmi.
5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hikiimlere tabidir.



ETIiK BiLDiRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Doktora Tezi olarak Prof. Dr. Orhan ERDOGAN danismanliginda sunulan “Insan
Meme Kanseri (MCF-7) Hiicre Hattinda AKT Inhibitériiniin Apoptozis Uzerine Etkisi” baslikli
calismanin tarafimizdan bilimsel etik ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin
kaynakcada gosterildigini, Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan belirlenmis olan Turnitin

Programi benzerlik oranlarinin agilmadigini ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Oram Maksimum Oran
(%) (%)

Giris 15 30

Kuramsal Temeller 14 30

Materyal ve Yontem 18 35

Bulgular 8 20

Tartisma 4 20

Tezin Geneli 13 25

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynakga, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlart tarama
dis1 birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlari yanminda tek bir kaynaktan olan benzerlik oranlarimn
%35 den biiyiik olmamas: gerekir.

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklart

kabul ve beyan ederiz.

Tez Yazar (Ogrenci) Tez Danismam

Ahmet KARAKUS Prof. Dr. Orhan ERDOGAN
28.2.2022 28.2.2022

Imza: Ash Islak imzalidir Imza: Al Tslak imzalidir

* Tez ile ilgili YOKTEZ’de yayinlamasina iliskin bir engelleme var ise asagidaki alani doldurunuz.

O Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitii Y énetim
Kurulunun ..../.../.... tarthve ............. sayil1 karar1 ile teze erisim 2 (iki) y1l siireyle engellenmistir.

O Enstitti Yonetim Kurulunun ..../.../....tarihve ............. sayili karar1 ile teze erisim 6 (alt1) ay siireyle
engellenmistir.

ii



TESEKKUR

Oncelikle tez calismamin hazirlanmas siires icinde, engin bilgisi ve tecriibesiyle bana
yol gosteren ve calismalarim siiresince bana her tiirlii imkani ve destegi saglayan degerli

danismanim Saymn Prof. Dr. Orhan ERDOGAN’a,

Tez galismalarim esnasinda degerli fikirlerlerini paylasan, Tez Izleme Komitesi iiyeleri
Atatiirk Universitesi Kimya Boliimii 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Ilhami GULCIN ve
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Mesut TASKIN’a,

Vermis olduklar1 destekten dolay1 Atatiirk Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’ne,

Calismalarim esnasinda desteklerini esirgemeyen ve her daim yanimda olan sevgili esim
Sevgi UNAL KARAKUS’a, evimizin nesesi oglum Alptug KARAKUS’a ve aileme

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu doktora tezi Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan FDK-2018-6650 numarali ve "insan Kanser Hiicre Hatlarinda AKT-1-2
Inhibitériiniin Apoptotik Yolaklar Uzerindeki Etkisinin Arastirilmas1” baslikli proje ile alinan
destek kapsaminda Prof. Dr. Orhan ERDOGAN danmismanliginda hazirlanmistir. Calismaya
desteklerinden dolay1 Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine

tesekkiirlerimi sunarm.

Ahmet KARAKUS

i1



OZET

DOKTORA TEZi

INSAN MEME KANSERI HUCRE HATTINDA (MCF-7) AKT INHIBITORUNUN
APOPTOZIS UZERINE ETKIiSI

Ahmet KARAKUS
Damisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Amag: Bu calismada, AKT fosforilasyonunu inhibe eden bir benzimidazol bilesigi olan AKT
inhibitori-1V (5-(2-Benzotiazolil)-3-etil-2-[2-(metilfenilamino)etenil ]- 1-fenil-1H-
benzimidazolyum iyodiir)’iin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 lizerine sitotoksik ve
apoptotik etkilerinin meme kanseri tedavisinde kemoterapéotik ilag olarak kullanilan
tamoksifenle kiyaslanarak belirlenmesi amaglanmaistir.

Yontem: Amacimiz kapsaminda, MCF-7 hiicreleri hiicre kiiltiir ortaminda c¢ogaltild1 ve
etkilerini arastirmak istedigimiz AKT inhibitori-IV’in 0,1, 1, 1,5, 2,5 ve 5 uM’lik
konsantrasyonlar1 ve tamoksifenin 5, 10, 25 ve 50 uM’ lik konsantrasyonlar1 ile muamele
edildi. Ardindan yapilan MTT testi ile MCF-7 hiicrelerinin % canlilik oranlar1 ve uygulanan
her iki test 6rnegi de gruplarinin ICso degerleri belirlenmistir. Sonrasinda test bilesiklerinin
apoptotik hiicre 6liimii lizerine etkisi kolorimetrik olarak CDDE yontemi ile analiz edilmistir.
Test bilesiklerinin apoptotik yolaklarda gorev alan AKT, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 gen
ekspresyonlari {izerine etkisi ise Real-Time PCR yontemi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: AKT inhibitorii-IV ve tamoksifen uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliliginin
doza bagimh olarak azaldig belirlenmistir. ICso degerleri AKT inhibitori-1V igin 1,1 pM,
tamoksifen i¢in ise 5,2 uM olarak hesaplanmistir. MCF-7 hiicrelerine uygulanan tedaviler
apoptoz oranin1 6nemli oranda artirmistir. Apoptozun kolorimetrik degerlendirmesi sonucunda
AKT inhibitorii-IV ve tamoksifen uygulanan hiicrelerde kontrol grubu hiicrelerine kiyasla
apoptozun sirasiyla 5,9 ve 3,65 kat arttig1 gozlenmistir. Ayrica her iki tedavi grubunda da, BCL-
2 ve AKT gen ifadesini azaldigi, BAX ve Kaspaz-3 gen ifadelerinin arttig1 belirlenmistir.

Sonug¢: Kanser tedavisinde son yillarda yeni terdpatiklerin kesfi ve etkinliginin arastirilmasi
onem arz etmektedir. Bu ¢alisma ile AKT inhibitorii-IV iin in vitro ortamda MCF-7 hiicreleri
tizerinde gilclii sitotoksik etkinlige sahip oldugu, hiicreleri apoptotik hiicre OGliimiine
yonlendirdigi ve baz1 apoptotik gen ekspresyonlar: iizerinde onemli etkilere sahip oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, AKT inhibitorii-IV, tamoksifen, sitototoksisite, apoptozis.
Subat 2022, 96 sayfa
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ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

EFFECT OF AKT INHIBITOR ON APOPTOSIS IN HUMAN BREAST CANCER
(MCF-7) CELL LINE

Ahmet KARAKUS
Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Purpose: In this study, it was aimed to determine the cytotoxic and apoptotic effects of AKT
inhibitor-IV, a benzimidazole compound that inhibits AKT phosphorylation, on MCF-7 human
breast cancer cell line by comparing with tamoxifen, which is used as a chemotherapeutic drug
in the treatment of breast cancer.

Method: Within the scope of our purpose, MCF-7 cells were grown in cell culture medium and
treated with various concentrations AKT inhibitor IV (0,1, 1, 1,5, 2,5 and 5 uM) and tamoxifene
(5, 10, 25 and 50 uM). Changes in cell viability percentges of AKT inhibitor-IV and tamoxifen
treated MCF-7 cells were determined by MTT assay, and half maximal inhibitory
concentrations (IC50) calculated. Afterwards, the effect of test compounds on apoptotic cell
death was analyzed colorimetrically by CDDE method. The effect of test compounds on the
expression of AKT, BCL-2, BAX and Caspase-3 genes involved in apoptotic pathways was
evaluated by Real-Time PCR method.

Findings: It was determined that the cell viability decreased in a dose-dependent manner in
MCEF-7 cells treated with AKT inhibitor-IV and tamoxifen, and the ICso values were calculated
as 1,1 uM for AKT inhibitor-IV and 5.2 uM for tamoxifen. Both test samples applied to MCF-
7 cells significantly increased the rate of apoptosis. As a result of the colorimetric evaluation of
apoptosis, it was observed that apoptosis increased 5.9 and 3.65 times, respectively, in AKT
inhibitor-IV and tamoxifen-treated MCF-7 cells compared to control group cells. In addition, it
was determined that BCL-2 and AKT gene expression decreased and BAX and Caspase-3 gene
expressions increased in both treatment groups.

Results: In the treatment of cancer, it is important to discover new therapeutic agents and to
investigate their efficacy in recent years. With this study, it was concluded that AKT inhibitor-
IV has strong cytotoxic activity on MCF-7 cells in vitro, directs cells to apoptotic cell death and
has significant effects on some apoptotic gene expressions.

Keywords: breast cancer, AKT inhibitor IV, tamoxifen, cytotoxicity, apoptosis.

February 2022, 96 pages
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GIRIS

Kanser

Kanser, bir doku veya organdaki hiicrelerin diizensiz olarak boliiniip ¢ogalmasiyla ve
sonrasinda genellikle viicudun diger dokularina metastaz1 ile karakterize olan bir hastaliktir

(Jackson and Loeb 2001).

Yapilan bilimsel c¢aligmalar kanserin genetik kokenli bir hastalik oldugunu ve
deoksiriboniikleik asit (DNA)’te meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandigini ortaya
koymaktadir. DNA’da meydana gelen bu mutasyonlar kanser hiicrelerinin, normal hiicrelerde
bulunan diizenli ve kontrollii bir sekilde biiylimeyi ve ¢ogalmayr saglayan mekanizmalardan
kacarak kendi hayatta kalma mekanizmalarinin olusumuna neden olmaktadir. DNA’da
mutasyonlarin olugsmasinin akabinde, tiimdr baslangici, tiimor olusumu, malignansi donemi ve
tiimor metastazi olmak tizere temel olarak dort farkli siire¢ meydana gelir (Hahn and Weinberg
2002). Timor baslangici, fiziksel ve kimyasal faktorler ile DNA arasindaki etkilesimlerin
sonucunda DNA’da meydana gelen genetik degisimler ile tetiklenir. Bu genetik degisimler geri
dontistimstliz olup bu degisiklige sahip hiicrelerin malign (kotii huylu) olma olasiligi normal
hiicrelere kiyasla daha fazladir. DNA’sinda mutasyon tasiyan hiicrelerin, hiicre boliinmesi
sirasinda timor baskilayict genleri veya DNA tamir mekanizmasinda rol alan proteinleri
kodlayan genleri inaktif hale getirebilecek yeni mutasyonlar olusturma ihtimali oldukga
yiiksektir. Olusan bu mutasyonlar ise genomik stabilizasyonun bozulmasina ve akabinde kanser

olusumuna yol acabilmektedir (Hanahan and Weinberg 2000; Ueno et al. 2003; Bayrak 2010).

Oldukca karmasik bir siirece sahip olan kanserin gilinlimiizde kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Kanser tedavisinde basta radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler
kullanilmakla beraber bunlara ek olarak hedefe yonelik ilave uygulamalar (beslenme
aligkanliklarinin diizenlenmesi, spor ve stressiz bir yagam tarzi, hedefe yonelik ilaglar gibi)

tedavinin basarist i¢in dnemlidir (Huang et al. 2010; Nettore et al. 2018; Serda et al. 2018).

Kanserin Tarihcesi

Kanseri ilk olarak tibbin babasi olarak bilinen Yunan hekim Hipokrat (M.O. 460-370)
Yunanca’da yenge¢ anlamina gelen “karkinos” olarak tanimlamistir. Daha sonra Romali hekim
Celsus (M.O. 28-50) bu kelimeyi Latince yengec anlamina gelen “kanser” terimine ¢evirmistir
(Karpozilos and Pavlidis 2004; Anonymus 2012). 17. yiizyila gelindiginde yapilan ¢alismalarin

15181nda insanoglu kanserle bilimsel olarak ilk defa tanigmistir. Patolojinin babasi olarak anilan



Giovanni Morgagni (1682-1771) yapmis oldugu otopsilerde Oliimiin patolojik nedenlerini
arastirarak onkoloji ¢alismalarinin temelini atmustir Iskog bilim adami John Hunter (1728-
1793) baz1 kanser tiirlerinin cerrahi operasyonlar ile diizeltilebilecegini 6ne slirmiistiir (Bayrak

2010).

19. yiizyilin baglarinda mikroskopun icadi ile kanser ¢alismalar1 hiz kazanmis ve
onkoloji bilimi dogmustur. Hiicresel ve modern patolojinin kurucularindan Rudolw Virchow
(1821-1932) ¢alismalar1 ile modern patoloji ve onkolojiyi bir araya getirmistir. Bdylece, hem
kanser patolojisinde hem de kanser cerrahisinde 6nemli gelismeler yasanmistir. Cerrahi
operasyonlar ile viicuttan alinan pargalar ile hastaliklarin kesin tanisi konulmaya baslanmistir

(Bayrak 2010).

[lk olarak viicutta olusan bir hastalik olarak gériilen kanser, sonrasinda bir doku hastalig
ve zamanla hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmasi ile olusan bir hiicre hatta ¢ekirdek
hastalig1 olarak ele alinmaya baslanmistir. 20. ylizyilin baslarinda, kanser ile ilgili calismalar
hiz kazanmus, tedavideki bilgiler hizla artmaya ve gelismeye baslamistir. Daha sonralar1 ortaya
¢ikan ve giiniimiizde de uygulanan kemoterapi ile tedavi yontemleri degismistir. Daha giincel
bir tedavi olan immunoterapi ile organizmanin kendi tiimor hiicrelerini 6ldiirmesi
amaclanmistir. Bu tedavi yontemlerine ek olarak giliniimiizde kisiye 6zgii tedaviler 6n plana

¢ikmakta ve kanser tedavisine katki sunmaktadir (Smith ez al. 2015).

Kanser Morbidite ve Mortalitesi

Kalp damar hastaliklarindan sonra ikinci 6liim sebebi olan kanser giiniimiiziin en 6nemli
saglik problemlerinden bir tanesidir. Uluslararasi Kanser Aragtirmalari Ajansi'nin (IARC)
referans aldig1 Globocan veritabani, 2018 yilinda diinya genelinde yaklasik 18,1 milyon yeni
kanser vakasi ve buna bagli 9,6 milyon kanser 6liimiiniin meydana geldigini bildirmistir (WHO
2018; Ferlay et al. 2019). Kanserin toplumsal yiikiiniin diisiik ve orta gelir seviyesine sahip
tilkelerde niifus yogunluguna bagli olarak 2010 ve 2030 yillar1 arasinda 13,3 milyon vakadan
21,4 milyon vaka diizeyine artis1 ongdriilmektedir (McCormack and Boffetta 2011). Kanser
vakalarindaki bu artis, hizli sosyoekonomik gelismelere bagli olarak degisen yasam tarzi ile
kanser risk faktorlerine maruziyetin ve 6zellikle ileri yas populasyonunun artmasi gibi g¢esitli
sebeplerden kaynaklanmaktadir (Bray et al. 2018; WHO 2018). Diinya genelinde her bes
erkekten birinin ve alt1 kadindan birinin yasam siiresince kansere maruz kalacagi ve bu hastaliga
sahip her sekiz erkekten birinin ve on bir kadindan birinin hayatlarin1 kaybedecegi

ongoriilmektedir (WHO 2018).



Akciger kanseri, erkeklerde en sik teshis edilen kanserdir (erkeklerde toplam vakalarin
%14,5'1 ve kadinlarda % 8,4’1i) ve erkeklerde kanser 6liimiiniin 6nde gelen nedenidir (%22,0).
Akciger kanserini erkeklerde goriilme sikligina goére prostat kanseri (%13,5) ve kolorektal
kanser (%10,9); mortalite durumuna gore karaciger kanseri (%10,2) ve mide kanseri (%9,5)

takip etmektedir (Sekil 1) (Globocon 2018).

Kadinlarda meme kanseri en sik teshis edilen kanser tiiriidiir (%24,2). Ayrica meme
kanseri kadinlarda kansere bagli 6liim sebebi olarak ilk sirada (%15,0) yer alir. Bunu ikinci ve
iiclincii en sik goriilen kanser tiirlerinden akciger kanseri (%13,8) ve kolorektal kanser (%9,5)
takip etmektedir. Serviks kanseri ise goriilme siklig1 (%6,6) ve mortalite (%7,5) bakimindan
dordiincii sirada yer almaktadir (Sekil 2) (Globocon 2018).
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Sekil 1. Erkeklerde kanser tiirlerine gore yaklasik insidans ve mortalite say1s1 (Globocon 2018)
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Sekil 2. Kadinlarda kanser tiirlerine gore yaklasik insidans ve mortalite sayisi (Globocon 2018)



Kansere Sebep Olan Faktorler
Genetik ozellikler

Normal hiicrelerin ¢ekirdek, hiicre zar1 ve sitoplazmasinda bulunan, kontrollii biiyiime
ve ¢ogalmayi saglayan bir¢cok gen ve protein, kanser hiicrelerinde kontrol mekanizmalarinin
bozulmasi sonucu hiicrelerin anormal olarak boliinmesine neden olmaktadir (Futreal et al.

2001).

Enfeksiyonlar ve viriisler

Enfeksiyonlar, kanserin en Onemli nedenlerinden birisidir. 2002 yilinda tiim
malignitelerin %18'inin bulagict ajanlardan kaynaklandigi tahmin edilmistir. Enfeksiyonla
iliskili neoplazmalar arasinda, mide, karaciger ve serviks kanserleri en yliksek insidans
rakamlarina sahiptir ve bliylik 6l¢iide sirasiyla Helicobacter pylori, Hepatit B ve C viriisleri ve
insan papilloma viriisii kaynakli oldugu bildirilmektedir (De Martel and Franceschi 2009).
Insan viicuduna giren onkogenik viriisler, uygun kosullarda hiicrenin genetik yapisii
degistirmek suretiyle hiicrenin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasina ve kanserli dokuya doniismesine

neden olabilmektedir (Allen et al. 2009).

Radyasyona maruziyet

Radyasyon, 1s1, giines 15181 kansere sebep olan unsurlar arasinda yer almaktadir. Iyonize
radyasyon 1sinlart gibi 1ginlar (UV, X, gama 1sinlar1 vb.) biyolojik yapilara dogrudan etki
edebilecek yeterli kuantum enerjisine sahip olduklarindan biyolojik yapilardan elektron
kopartabilirler (Yokus ve Cakir 2002). Bu durum ise DNA’nin yapisinda tek ve ¢ift zincir

kiriklari ile baz modifikasyonlarina neden olur.

Hormonlar

Hormonlar, kadinlarda endometriyum, meme ve yumurtalik kanserleri ve erkeklerde
prostat kanseri dahil olmak {izere diinya capinda en yaygin goriilen kanserlerin ¢ogunun
etiyolojisinde énemli bir rol oynamaktadir. Hormonlar, hiicre bdliinmesini, farklilagsmasini ve
hassas hiicrelerin sayisint kontrol ederek kanser riskini etkileyen ana mekanizmalardandir.
Hormonlarin rahimdeki hiicre boliinmesi iizerinde ¢ok belirgin etkileri bulunmaktadir. Ornek
olarak, ostrojen hormonu mitozu uyarirken, progesteron hormonu mitozu durdurabilmektedir

(Key 1995).



Toksik kimyasal maddelere maruziyet

Cevresel kirleticiler, endiistriyel lirlinlerin neden oldugu atiklar, bakir, civa kursun gibi
agir metaller, besinlerde bulunan katki maddeleri, zararli organizmalar1 engellemek icin
kullanilan pestisidler gibi kimyasal veya biyolojik toksik maddeler canlilar iizerinde dogrudan
ya da dolayli etki gosterebilmektedir. Maruz kalinan bu toksik maddeler maruziyet sekli, siiresi
ve miktarina gére DNA’da kalict etki birakarak mutasyonlara yol acabilmektedirler (Young

2002; Alam and Jones 2012).

Diyet

Kansere sebep olan ¢evresel faktorlerden olan beslenmenin kanser ile iligkisi ortalama
%35°tir (Harris et al. 1993). Diyet ile alinan besinlerin kanserden koruyucu 6zelliklerinin
bulunmasinin yam sira kansere sebebiyet verme ozellikleri de bulunmaktadir (Vural 2005).
Asir1 yagli, islenmis, yanik ve kizarmis gidalarla benimsenen beslenme tarzi kolorektal, prostat
ve serviks kanserlerine yakalanma riskini artirirken, sporsuz bir hayat tarz1 ve fazla kilo alima,
kolon, meme, bobrek, 6zofagus ve serviks kanseri riskini artmaktadir (Bokurt 2005). Bu
nedenle kanserden korunmak i¢in kilo kontroliiniin saglanmasi ve devamliligi 6nem arz

etmektedir (Arslan vd 2013).

Sigara ve alkol kullanim

Sigara igerisinde yer alan kimyasal ajanlarin basta akciger kanserine yol actigi
bilinmektedir ve kanser riskini arttirmaktadir (Colditz et al. 2003). Bircok saglik sorununa
sebebiyet veren alkol kullanimi agiz boslugu, yutak, yemek borusu, girtlak, kolorektal,

karaciger ve meme kanserine yol agmaktadir (Allen et al. 2009).

Kanser Hiicrelerinin Saghkh Hiicrelerden Temel Farklar:
Morfolojik farkhhklar

Kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere kiyasla bulunduklari dokularda yapisal bir
diizensizlik s6z konusudur. Saglikli hiicrelerde, hiicrelerin ¢ogalmasini durduran ve yapisal
formlar1 diizenleyen mekanizmalar arasinda bulunan hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimi
kanser hiicrelerinde yoktur. Saglikli epitel hiicrelerin dis yiizeyinde yer alan E-kadherin
adhezyon molekiiliiniin, kanser hiicrelerinde yeteri kadar ifade edilememesinden dolay1 kanser
hiicrelerinin adhezyon yetenegi saglikli hiicrelerden daha diisiiktiir (Christofori and Semb
1999). Saglikli hiicrelerin, E-kadherin molekiilii sayesinde artan adhezyon yetenegi bulundugu

dokuya ve hiicrelerin birbirine tutunma potansiyelini artirir. Bu sebeple saglikli hiicrelerin



morfolojileri ¢esitlilik gdsterebilir. Kanser hiicreleri ise tutunma kapasitelerinin diisiik olmas1

sebebiyle genellikle yuvarlak bir morfolojiye sahiptir (Yokota 2000).

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

Sekil 3. Normal hiicre ve kanser hiicresi morfolojileri (Anonymus 2010)
Molekiiler farkhiliklar

Karsinogenezde etkili molekiiler faktorler asigida belirtilmektedir (Berretta and

Moscato 2010; Hanahan and Weinberg 2011; Gedik ve Dogan 2018).
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Apoptozdan kagis,

Hiicre dongiisiiniin fonksiyonunun bozulmasi,
Immiin sistemden kagis,

Hiicreler aras1 baglantilarin bozulmasi,

Hiicre i¢i sinyal iletiminin bozulmasi,
miRNA diizenlenmesindeki anormalikler,
Kromozamal bozukluklar,

DNA metilasyonunun bozulmasi,

Timor baskilayici genlerin hipermetilasyonu,
Onkogenlerin hipometilasyonu,
Inflamasyonun artmasi,

Mag direnci,

Telomeraz aktivitesinin bozulmasi,

DNA’nin yapisinda meydana gelen hasarlar,
Histon modifikasyonlarindaki diizensizlikler,

Otofajinin gerceklestirelememesi,
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Epigenetik degisiklikler.



Metabolik farkhhklar

Normal hiicreler, oksijen varliginda glukozu laktata metabolize etmez yalnizca oksijen
yoklugunda veya sinirli miktarda oldugunda anaerobik glikoliz veya laktik asit fermentasyonu
ile glukozu metabolize eder. Aksine, kanser hiicreleri oksijen varliginda bile (aerobik glikoliz)
glukozu laktata metabolize ederler. Aerobik kosullar altinda kanser hiicrelerinin glukozu laktata
metabolize etme egilimi, Warburg etkisi olarak bilinir (Koppenol et al. 2011). Normal hiicreler
ATP iiretimini mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ile gerceklestirir. Aerobik kosullar altinda
normal hiicreler ve dokular, glukozu karbondioksite (CO2) ve suya (H20O) oksidatif
fosforilasyon araciligiyla metabolize eder ve hipoksik (zayif oksijenli) kosullar altinda glukozu
laktata doniistiiriir. Cogu kanser hiicresi, oksidatif fosforilasyon mekanizmasini daha az
kullanarak 6nemli 6l¢iide daha az miktarda ATP iiretmek icin bol oksijen varliginda bile
glikolizi kullanir (Vander et al. 2009). Kanser hiicreleri, hiicre yiizeyinde bulunan glukoz

tasiyict protein (GLUT) ifadelerini artirarak enerji liretimini gerceklestirir.

Normal doku Tiimérli doku

P

Glukoz Glukoz
M / \E): M / V:
Laktat Oksidatif Laktat Laktat
uretimi fosforilasyon iiretimi tretimi
36 ATP ve CO2 4 ATP

Sekil 4. Normal ve kanser hiicrelerinde/dokularinda metabolik farkliliklar (Kalyanaraman
2017)

HIF-1 (Hipoksi indiikleyici faktor-1), kanser hiicrelerinin hipoksik kosullara
adaptosyonunu saglayan ve hipoksik sartlardaki kanser hiicrelerinde yiizlerce genin ifadesini
degistiren bir transkripsyon faktoriidiir. HIF-1ao ve HIF-1B olmak {iizere iki alt {initeden
olusmaktadir (Kalyanaraman 2017). HIF-1 aracilifiyla degisen gen aktivasyonu ile kanser
hiicrelerinin glukoz tiiketimi artar, mitokondriyal enerji iiretimi baskilanir boylece hipoksik
dokuda oksijen ihtiyaci azalir. Kanser hiicreleri hipoksik kosullara adapte olarak yeterli enerji
tiretimini gerceklestirebilmektedir. Ayrica kanser hiicreleri siirekli boliiniip, ¢ogaldiklar i¢in
glikolitik yolla biyosentez yapabilirken, saglikli hiicreler metabolik olarak ATP’ye baghdirlar.
Kanser hiicrelerinin metabolik aktiviteleri i¢in ATP’ye bagimsiz olusu bir dezavantaj

olusturmaktadir (Kalyanaraman 2017; Gedik ve Dogan 2018).



Kanser hiicreleri saglikli hiicrelere kiyasla hiicre igerisine 100 kat daha fazla glukoz
almakta ve hizlica tiiketmektedir (Ortega et al. 2009). Kanser hiicrelerinin tiikettigi glukozun
biiylik bir kismi1 laktata doniistiiriilerek, hiicrenin ¢ogalmasi igin gerekli olan niikleik asit ve
lipid sentezi i¢in kullanilmaktadir. Glukozun kalan diger kiiciik kismi ise oksidatif fosforlisayon

ile ATP’ye doniistiiriilmektedir (Tennant et al. 2009).

Kanserin Molekiiler Biyolojisi ve Mekanizmalari

Normal hiicrelerin asamal1 olarak maligniteye doniistiigii siire¢, genom hasarinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan ardisik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu hasar, DNA
replikasyonundaki hatalar, belirli DNA bazlarinin kimyasal kararsizligi, metabolizma sirasinda
tiretilen serbest radikallerin saldiris1 gibi endojen siireglerin sonucunda veya iyonize radyasyon,
UV ve kimyasal kanserojenler gibi eksojen ajanlarla etkilesimlerden de kaynaklanabilmektedir.
Hiicreler bu tiir hasarlar1 onarmak i¢in tamir mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Ancak cesitli
nedenlerle bu tamir mekanizmalarinda hatalar meydana gelir ve genomda kalict mutasyonlar
olusabilmektedir. Bazi1 inaktive edici mutasyonlar, genomik biitiinliigiin korunmasindan
sorumlu genlerde ortaya ¢ikmakta ve ek mutasyonlarin edinilmesini kolaylastirmaktadir

(Hanahan ve Weinberg 2000).

Normal hiicrenin kanserli hiicreye doniligsmesi, proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii kontrol
eden normal hiicresel mekanizmalara dahil olan genlerin, cogalmay1 veya hiicre dliimiine,
onkogenlere ve inaktivasyona karsi korumayi uyaran genlerin aktivasyonuyla sonuglanan
mutasyonel hasara ugradig siiregleri igerir. Normalde proliferasyonu engelleyen genler, timor

baskilayict genlerdir (Hanahan ve Weinberg 2000).

Hiicre boliinmesi ve apopoptozis iizerindeki normal kontrolleri asan bir kanser hiicresi
replikatif yaslanmanin iistesinden gelerek Oliimsiiz hale gelmeli ve bu yiiksek proliferasyon

oranini siirdiirmek i¢in yeterli besin ve oksijen tedarik etmelidir (Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanserde meydana gelen alt1 anahtar degisiklik, biiyiime faktorii bagimsizligi, biiyiime
baskilayicilardan kaginma, apoptozdan kaginma, replikatif potansiyeli siirdiirme, anjiyogenez

ve invazyon/metastaz olarak tanimlanmistir (Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanser genleri

Kanser, her biri normal hiicrelerde temel bir islev saglayan iki gen sinifi (onkogenler ve
tiimor baskilayic1 genler) tarafindan yonlendirilir. Onkogenler, hiicre ¢ogalmasini, hayatta
kalmasini ve yayilmasini kontrol eden normal hiicresel genlerin (proto-onkogenler) mutasyona
ugramasi ile tiiretilir. Normal hiicrelerde, kontrolsiiz hiicre biiylimesini dnlemek i¢in proto-

onkogenlerin ifadesi sik1 bir sekilde diizenlenir. Kanserde, proto-onkogenlerin mutasyonlari,
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kontrolsiiz hiicre boliinmesinden, artmis hayatta kalmadan ve yayillmadan sorumludur.
Onkogenler, fenotipik olarak dominant olarak tanimlanir ve bir proto-onkogenin bir kopyasinin
mutasyona ugramasi kanser icin yeterlidir. Timor baskilayict genler, insan fonksiyonu ve
gelisiminin normal biyofizyolojisi i¢in gereklidir. Bu genler, hiicre ¢ogalmasini ve hayatta
kalmanin engellenmesini saglayan normal hiicresel genlerdir. Siklikla hiicre dongiisi
ilerlemesinin ve apoptozun kontroliinde yer alirlar. Tiimor baskilayici genler fenotipik olarak
resesiftir ve kanser olusumu icin her iki kopyasinin da kaybolmasi gerekmektedir (Harrington

2016).

Biiyiime faktorlerinden bagimsizhk

Epidermal biiylime faktoriiniin, epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) hiicre
dis1 bileseni iizerindeki spesifik ligand baglama alanina baglanmasi, membrandan ¢ekirdege bir
sinyalin gegcmesine neden olur. Bu durum, hiicrenin davranisini degistirir. Normal kosullar
altinda, biiylime faktorii reseptorlerinin aktivasyonu ¢ok siki bir sekilde kontrol edilir, ¢iinkii
onlar1 uyaran ligandlarin sentezi ve salinmasidir. Kanser hiicreleri normal biiyiime faktorii

sinyal yollarini sinirsiz hiicre boliinmelerini uyarmak i¢in kullanir (Rogers et al. 2005).

Kanser hiicreleri, biiyiime faktorlerinden ii¢ ana stratejiden yararlanir. Bunlardan ilki,
kendi reseptorlerini ve komsularinin reseptorlerini uyaran biiylime faktorlerini {iretirler ve
serbest birakirlar. ikincisi, yiizeylerindeki biiyiime faktorii reseptdrlerinin sayisini, yapisini
veya islevini degistirirler. Ugiinciisii, bilyiime faktorii reseptdriiniin asag1 akisindaki sinyal

yolununun diizenlenmesini bozarlar (Harrington 2016).

EGF'nin .
ekstra an_kr. @ Intraseliler bolgenin
bolgeve fos fon.l.! enmesi

baglanma "K 'S
'!"'!‘\C!'!' !"‘\!'!' T "ﬂ!‘%" e
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Sekil 5. Kanser hiicrelerinin biliyiime faktorlerinden bagimsizligi (Harrington 2016)



Biiyiime karsiti sinyallere duyarsizhik

Biiylime karsiti sinyaller normal hiicrelerde, hiicre dongiisiinlin Go evresinde
durdurulmasini indiikler. Biiylime karsiti sinyallerin aktive edilmesine, hiicresel reseptorler
(TGF) tizerine etki eden ve niikleusa sinyaller gonderen ligandlar (TGF-b) aracilik eder. Bu
yollar, esas olarak hiicre dongiisiinii kontrol etmede rol oynar ve bunlara retinoblastoma proteini
(RDb), siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve bunlarin inhibit6rlerini (CDKi) igceren
proteinler eslik eder. Biiylime karsit1 sinyal yolaklarindaki anormallikler kanserde son derece
yaygindir ve kanser hiicrelerinin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesinede rol oynarlar. Kanserde,
Rb’nin, CDKi ailesinin iiyelerinin, belirli siklinlerin ve CDK'nin asir1 ifade edildigi birgok

tiimdrde gosterilmistir (Harrington 2016).

Apoptozisten kagis

Normal hiicreler, aldiklar1 hayatta kalma (anti-apoptotik) ve oliim (pro-apoptotik)
sinyallerinin dengesini degerlendirerek siirekli olarak canliliklarini denetler. Normal
hiicrelerde, DNA hasar1 ve onarim potansiyeli denetlenirken hiicre dongiisii durdurulur. Hasar
seviyesi onarim kapasitesini asarsa, anti ve pro-apoptotik sinyallerin dengesi bozulur ve hiicre
apoptoza girer. Apoptoz, DNA hasarinin birikimini 6nler ve mutasyonlarin hiicre bdliinmesi ile
yeni hiicrelere gecme riskini ortadan kaldirir. Bu nedenle, bu mekanizma kanser gelisiminin

engellenmsinde oldukca 6nem arz eder (Harrington 2016).

Kanser hiicreleri, hiicre i¢i pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesini
apoptozun inhibisyonu lehine ¢evirerek apoptozdan kagabilir. Boylece hiicre 6liimiine neden
olmadan DNA hasarmi siirdiirebilir. Apoptoz yolunu bozan kanser hiicrelerinin, antikanser

tedavilerine direncli olma olasilig1 daha yiiksektir (Harrington 2016).

Anjiyogenez

Normal dokularda, yeni kan damarlarinin olugmasi (anjiyogenez), pozitif (pro-
anjiyogenik) ve negatif (anti-anjiyogenik) sinyaller arasindaki bir denge ile ¢ok siki bir sekilde
kontrol altinda tutulur. Kanser hiicreleri, pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler
arasindaki dengeyi bozarak ihtiya¢ duydugu oksijen ve besin molekiillerini temin etmek i¢in
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi pro-anjiyogenik proteinlerin iiretimini
artirarak veya trombospondin-1 gibi anti-anjiyogenik proteinlerin iiretimini azaltarak yeni kan

damarlar1 olusturabilirler (Harrington 2016).
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Oliimsiizliik

Normal somatik hiicreler, replikatif yaslanma olarak bilinen kalict biiylime durmasi
donemine girmeden Once yalmizca smirli sayida hiicre boliinmesine (Hayflick sinirt)
ugrayabilir. Bu siireg, hiicrelerin kromozomlarinin uglarini (telomerler) her boliinmede tam
olarak kopyalayamamasinin bir sonucu olarak meydana gelir. Bu nedenle, zamanla telomerler
giderek kisalir ve etkili bir sekilde hiicrelerin dmriinii geri sayan molekiiler saatler gorev yapar.
Bunun aksine kok hiicreler ve kanser hiicreleri, telomerlerinin uzunlugunu koruyarak
Oliimsiizlik kazanirlar. Cogu tiimorde, bu durum telomeraz enzimi aktivitesi ile diizenlenir.
Telomeraz aktivitesi ile her bir hiicre bdliinmesinde kaybettikleri kisimlarimi yeniden

olusturarak hiicresel replikatif yaslanmadan kagabilirler (Harrington 2016).

Metastaz

Metastazlar kanser 6liimlerinin %90'1na neden olur. Kanser hiicrelerinin devamli olarak
boliinmesi ve ¢ogalmasi sonucunda, hiicreler yapigma ozelliklerini kaybettiginden timorlii
dokudan ayrilir ve ¢evre dokulari istila ederler. Bu hiicreler ayrica lenf ve kan dolasimina

katilirak, metastazi olusturan birincil dokudan uzaktaki diger organlara/dokulara taginirlar.
Metastaz olusumuna neden olan basamaklar agagida verilmektedir:

» Cevredeki normal dokularin istilasi,
» Lenf ve kan sistemlerinde neoplastik hiicrelerin yayilmasi,

» Uzaktaki dokularda/organlarda ikincil timor olusumunun baslamasi.

Tiimor metastazindaki adimlarin ¢ogu, hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
icerir. Malign hiicrelerin birbirine yapisma potansiyeli diisiikk oldugundan primer tiimdrden
ayrilir ve diger dokulari/organlar1 istila eder. Timodrlerin davramisi, hiicre adezyon
molekiillerinden (6rn. E-kadherinler) etkilenir. Gen mutasyonlar1 da tiimor vaskiilatiiriiniin

gelisimi ile metastaz olusumu i¢in tetikleyici bir durumdur.

Epitelyal tiimorlerin invazyonu ve metastazinin altinda yatan anahtar siireclerden biri
epitelden mezenkime gecistir (EMT). Farkli kanserlerin belirli organlara (meme kanserinden
karaciger, kemik ve beyine; akciger kanserinden beyine ve adrenal beze) metastazlar rastgele

degildir, kemokin reseptorleri tarafindan diizenlenmektedir (Harrington 2016).

Enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi

Kanser hiicrelerinde, normal hiicrelere gore meydana gelen metabolik farkliliklar
kanserin asir1 ve anormal bdliinmelerine yol agar. Kanser hiicre metabolizmasi, biiylime ve

proliferasyon iizerine kurulmustur ve temel besin kaynagi glukozdur. Kanser hiicreleri Warburg
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Etkisi ile glukoz aliminmi artirarak enerji iiretimi i¢in hizli bir yol olusturmaktadir. Hiicre
icerisinde artan glukoz miktarinin, biyokiitle birikimini desteklemeye ve siirekli ¢ogalan
hiicrelerde redoks dengesinin korunmasina yonelik oldugu diisiiniilmektedir (Kisagam ve

Temizer 2017).

Meme Dokusu

Goglis 6n duvarinda yer alan ve gelismis modifiye bir ter bezi olan memenin asil gérevi
laktasyon ile yenidogan bebegi beslemektir. Meme, embriyonik donemin 5-6. haftalarindan
itibaren basglayan ve menapoza kadar devamli anatomik ve fizyolojik degisimler geciren bir
organdir (Basoglu 2010). Meme dokusu hem erkeklerde hem kadinlarda bulunmasina ragmen
meme bezleri yalnizca dogum sonrast donemde yenidogan bebegi beslemeye yonelik siit
salgiladigindan fonksiyonel olabilmektedir. Meme dokusu, meme bezleri, yag ve bag dokudan
olusmaktadir. Meme bezleri subkutan olarak anterior ve lateral torasik duvarda konumlanir.
Her iki memede 15-20 adet lob bulunmaktadir. Memenin apeksinde yer alan ve meme bagini
cevreleyen pigmentli alana areola denilmektedir (Demirali 2009). Meme kanserli hiicreler,

genellikle lenf yollar1 araciligiyla metastazlarin1 yapmaktadir (Romrell and Bland 1997).

Aksiller lenf bezleri

Kaburga

Yag doku
Kemigi

Pektoralis minér Siit bezleri

kasi
Pektoralis major Areola
Kkasi
Fasya Siit kanallar
Meme basi
Fibriz doku

Cooper ligamentleri

Sekil 6. Meme anatomisi ve yapist (Anonymus 2017)
Meme Histolojisi
Parankima dokusu

Liiminal epitel hiicreleri, asil gorevi laktasyonu yani siit salgilanmasini saglamaktir

(Pitelka 1988).



Miyoepitelyal hiicreler, siitiin meme basindan bosaltilmasini saglarken ayni1 zamanda
epitelyal polariteyi saglayan alttaki bazal membrani sekrete etmektedirler. Ayrica liiminal
hiicrelerin biiylimesinde, gelismesinde ve duktal dallanmada rol oynarlar (El-Sabban et al.

2003).

Kok hiicreler, meme dokusunda bulunan kok hiicrelerin multipotent kok hiicreler
oldugu, liiminal ve/veya miyoepitelyal hiicrelere farklilasabildigi diistiniilmektedir

(Hennighausen and Robinson 2005).

Bazal membran

Bazal membran, meme dokusunda bulunan duktuslari, lobiilleri ve alveolleri sarar.
Kollajen tip IV, laminin, nidojens 1 ve 2, perlekan ve fibronektinden olusmaktadir (Guelstein
et al. 1993; Woodward et al. 2001) siit tiretimi (Streuli and Bissell 1990) apoptozun
baskilanmasi (Pullan et al. 1996), prolaktinle etkilesim (Streuli 1999) gibi birgok epitelyal

hiicre fonksiyonu bazal membran varligin1 gerektirir.

Stroma hiicreleri, meme stromasini bag doku, hiicreler ve ekstraseliiler matriks (ESM)
olusturur. Lobiillerin i¢inde gevsek bag doku, lobiillerin arasinda diizensiz yogun bag doku ve
yag doku olmak {izere meme dokusunda 3 tip bag doku bulunur. Meme stromasi memeye hem
yapisal destek saglamakta hem de epitelyal-stromal etkilesimler ile hiicresel gelisim ve

farklilagmada rol oynamaktadir.

Ekstraseliiler matriks, hiicrelerin sekil, proliferasyon, gocii, farklilasmasi, duktus
dallanmasi, polarite ve liimen formasyonu gibi bir¢ok hiicre fonksiyonunu etkiler (Sternlicht
2006). Bu etkiler ya cesitli faktorler ve/veya baglama proteinlerinin salgilanmasi ya da direk

hiicre-ESM etkilesimleri sonucu olugsmaktadir (Streuli 1999).

Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en fazla goriilen kanser tiirlerinden bir tanesidir. Kadinlarda
meme kanserine bagli 6liim oran1 %18’dir ve meme kanserine bagli 6liimler; akciger ve
kolorektal kanserlerinden sonra {i¢iincii siray1 almaktadir. Meme kanseri 30 yas alt1 kadinlarda
nadir goriiliirken bu yastan sonraki yillarda goriilme siklig1 artmaktadir ve menapoz sonrasi ise
yavag bir sekilde goriilme siklig1 yiikselmeye baslar. Meme kanseri hakkinda kadinlarin risk
faktorleri, erken tan1 ve tedavi yontemleri hakkinda bili¢lendirilmesi hastalik ile miicadelede
onem arz etmektedir (Capanoglu ve Bakar 2018). Meme kanseri hastalarindan elde edilen
veriler incelendiginde meme kanserinin olusum mekanizmasindan coklu risk faktorlerinin
sorumlu oldugu bildirilmektedir (Capanoglu ve Bakar 2018). Baslica risk faktorleri yas, etnik
koken, canli dogum sayisi, menapoz yasi, BRCA1, BRCA2, PTEN, p53 genlerinde veya diger
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iliskili genlerde meydana gelen mutasyonlar, ailesel yatkinlik, alkol ve sigara kullanimi,

radyasyona maruziyet olarak siralanabilir (Kogak vd 2011).

Meme kanserlerinin histolojik ve molekiiler smiflandirilmas: karsinom tipinin
anlasilmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Meme kanserlerinin siniflandirilmasi, histolojik derecesi,
lenf nodiilii metastazi1 varlig1 ve prognostik klinikopatolojik parametrelere gore yapilmaktadir.
Ayrica Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu ve insan epidermal
biliylime faktor reseptorii 2 (HER2) durumunun degerlendirilmesi gibi biyobelirtegler klinik
olarak yararlidir (Capanoglu ve Bakar 2018).

Meme Kanseri Evreleri

Meme kanserleri, tiimdriin olusumu, boyutu ve metastaz durumuna gore ¢esitli evrelere
ayrilir. Meme kanseri tedavisini planlamak i¢in kanserin hangi evrede oldugunun tespiti Gnem

arz etmektedir.

Evre 0, “in-situ” olarak da adlandirilan bu evre, kanserli hiicrelerin ¢evre dokulara
metastaz yapmadigi, yerinde kalan kanser hiicre tipini ifade etmektedir. Evre 0 meme kanserleri
olustuklar1 yere gore iki gruba ayrilir. Eger kanser siit kanallarinda (duktus) olusmus ise duktal
karsinoma in situ (DCIS), siit bezlerinde (loblar) olusmussa lobular karsinoma in situ (LCIS)
olarak adlandirilmaktadir. LCIS mikroskobik olarak kanser hiicrelerine benzer goriinmesine
ragmen kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerini tagimazlar. Bu nedenle kanser tedavisi
gibi tedavi yontemlerine bagvurulmaz. LCIS yalnizca memenin herhangi bir bolgesinde kanser
olusabilme potansiyelinin arttigin1 gosteren bir belirte¢ olarak kabul edilebilir. DCIS’da ise
kanser hiicreleri siit kanallar1 i¢inde olusur ve orada kalirlar, memenin yag dokusu veya lenf

bezleri gibi viicudun farkli bolgelerine metastaz yapmazlar (Anonymus 2021).

Evre I, meme kanserinin baslangi¢ evresidir ve bu evrede kanser hiicreleri metastaz
yapma egilimindedir. Ancak bu egilim kanser hiicrelerinin memeden bagka organlara metastaz

yapmadig1 durumdur. Bu evrede tiimdr boyutu 2 cm’den daha kiigiiktiir (Anonymus 2021).

Evre 11, ITIA ve IIB olmak {izere iki alt boliime ayrilmaktadir. Evre IIA’da memede
tiimor gézlenmez fakat koltuk altinda bulunan lenf bezlerinde tiimor goriilmektedir. Koltuk alt1
lenf bezlerine metastaz yapan tiimoriin boyutu 2 cm’den biiylik veya kiiciik olabilir. Koltuk alt1
lenf bezlerine metastaz yapmayan timor boyutu 2-5 cm olabilir. Evre 1IB’de koltuk alt1 lenf
bezlerine metastaz yapan tiimor boyutu 2-5 cm, koltuk alt1 lenf bezlerine metastaz yapmayan

tiimor boyutu 5 cm’den daha biiyiiktiir (Anonymus 2021).

Evre II1, ilerlemis kanser evresidir. Bu evre, Evre IIIA, IIIB ve IIIC olmak iizere ii¢ alt

evreye ayrilmaktadir. Evre III’te, koltuk alt1 lenf bezlerinde kanserli hiicre goriiliir fakat
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memede timdr goriilmez. Tiimor boyutu 5 cm ya da daha biiytiktiir ve ¢evredeki diger dokulara
metastaz yapmamistir. Evre I1IB’de, timdr farkli boyutlarda olabilir ve memeye yakin dokulara
(deri veya goglis duvari, kaburgalar veya gogiis duvarindaki kaslar) ve lenf nodiillerine
metastaz yapmis durumdadir. Evre I1IC’de ise kanserli hiicreler kopriiciik kemiginin altinda yer
alan meme icerisindeki lenf nodiillerine ve memeye yakin dokulara metastaz yapma

egilimindedir (Anonymus 2021).

Evre IV, meme kanserinin son evresidir. Kanser hiicreleri memeden diger organlara

(karaciger, akciger, beyin ve kemikler) metastaz yapmistir (Anonymus 2021).

(-

.
» &) e
Evrel Evrell Evre III Evre IV
Meme dokusundaki Meme dokusundaki Tiimér cap12 cm'den  Kanser hiicreleri

tiimériin cap1 1 cm'den
daha kiigiiktiir

tiimériin cap1 2 cm'den
daha kiiciiktiir.
Kanser koltuk alt1 lenf
nodiillerine metastaz

daha biiyiiktiir ve
koltuk alt1 lenf
nodiillerine dogru
metastaz yapoustr

memeden diger
organlara metastaz
yapmistr

yapmistir

Sekil 7. Meme kanseri evreleri (Anonymus 2018)

Meme Kanseri icin Risk Faktorleri
Genetik olmayan ve degistirilemez risk faktorleri
Yas

Meme kanseri insidansi ve 6liim orani yasa bagli olarak orantili olarak artar. Diinya
capinda, bu hastalik genellikle 40 yasinda baglamakta ve artan bir ivmeyle 60 yas civarinda
zirveye ¢ikmaktadir (Ferlay et al. 2013; Howlader et al. 2016). Bu durum bazi istisnalar
gostermektedir. Ornegin; Latin Amerika'da, meme kanserlerinin %20-30'u 20 ile 44 yaslari
arasinda teshis edilmektedir. Tam anindaki en yiiksek yas Asya ve Afrika Ulkelerinde 40-50
yas iken Bat lilkelerinde 60-70 yastir (Franco-Marina et al. 2015). Asya ve Afrika lilkelerinde
meme kanseri tanisinin konuldugu en yiiksek yas 40-50 iken bati iilkelerinde 60-70 yastir

(Leong et al. 2010; Abdulrahman and Rahman er al. 2012). ABD’de ise meme kanseri tanisi
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ortalama 61 yasinda konulmaktadir (Igbal ez al. 2015). Meme kanserine bagli ortalama 6liim

yast ise genel olarak 68'dir (Howlader ef al. 2016).

Irk

Siyah kadinlarda meme kanseri insidanst beyaz kadinlara gore biraz daha diisiik
olmasina ragmen, siyah kadinlarda meme kanserine bagli 6liim orani beyaz kadinlara gére daha
yiiksektir (Igbal et al. 2015; DeSantis et al. 2016). Meme kanseri kaynakli 6liim oraninin 2012
yil1 itibariyle, siyahlarda beyazlara gore %42 daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (DeSantis et
al. 2016). Siyah kadinlarin, hastaligin evresi, tiimor 6zellikleri, takip ve diger meme kanseri
risk faktorleri kontrol edildikten sonra dahi, tedaviye ragmen meme kanserinden kurtulma
olasilig1 beyaz kadinlardan daha diisiiktiir (Chlebowski ef al. 2005; Albain et al. 2009; Igbal et
al. 2015). Baz1 siyah topluluklarda ortaya ¢ikan bariz sosyoekonomik esitsizliklere ek olarak,
genel olarak siyah kadinlarin genetik olarak daha agresif bir kanser tiiriine sahip olma olasilig
daha yiiksektir (DeSantis et al. 2016). Siyah kadinlar, diger irk/etnik kokene sahip kadinlarla
karsilastirildiginda en biiyiik HR-/HER2 meme kanseri oranina sahiptir (Igbal et al. 2015; Tao
et al. 2015; DeSantis et al. 2016). Bazi etnik gruplarda daha diisiik meme kanseri insidansinin
nedeninin, daha fazla sayida ¢ocuk, ilk dogumun daha geng yaslarda yapilmasi ve daha uzun
emzirme siiresi dahil olmak {izere lireme modellerinin ¢esitliligini yansittig1 diisiiniilmektedir

(Chlebowski et al. 2005).

Erken adet ve ge¢c menopoz

Erken yasta adet ve menopozda ileri yag meme kanseri riskini artirmaktadir (Nichols et
al. 1986; Heflin et al. 2002). Meme kanseri riski, 11 yasindan dnce adet gérmeye baslayan
kizlarda 13 yasinda baslayanlara gore yaklasik %20 daha fazladir (Masi et al. 2007; Duggan et
al. 2012). Buna ek olarak, 55 yas ve lizerinde menopoz yasayan kadinlar, bunu 50-54 yaslari
arasinda yasayanlara kiyasla yaklasik %12 daha yiiksek meme kanseri riskine sahiptir (Duggan
etal 2012).

Meme ozellikleri

Meme kanseri tanist 40 yasin altinda konulan kadinlarin, hastalifa yeniden yakalanma
riski daha yiiksektir (Kroenke et al. 2004). In situ duktal karsinom veya in situ lobuler
karsinoma gibi bir kanser onciisii teshisi konulan kadinlarin, yeni bir invaziv meme kanseri
gelistirme olasiligl, dnceden tan1 konmamis kadinlara kiyasla sirasiyla 8-10 ve 7-12 kat daha
fazladir (Goel and O’Conor 2016). Meme yogunlugu %11-%25 olan kadinlarla
karsilagtirildiginda, meme yogunlugu %26-50 veya %50'den fazla olan kadinlarda sirasiyla
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yaklasik 1,6 veya 2,3 kat daha yiiksek meme kanseri riski vardir (Thrush and Lanese 1962;
Wilson et al. 2008).

Genetik olmayan ve degistirilebilir risk faktorleri
Sosyoekonomik durum ve egitim durumu

Toplum geliri, yasam beklentisi ve egitim diizeyi goz Oniinde bulundurularak
hesaplanan insani gelisme endeksi ile meme kanseri insidans ve 6liim oranlari iliskilidir. Buna
gore insani gelisme endeksi yiiksek olan iilkelerde meme kanseri 6liim orani, diislik insani
gelisme endeksine sahip lilkelere kiyasla daha diisiiktiir (Mendez et al. 2002; Wallace et al.
2007). Sosyoekonomik kosullarin daha iyi oldugu bolgelerde yasayan kadinlarda meme kanseri
goriilme siklig1 artmasina ragmen (Pe'rez ef al. 2006), diisiik gelirli bolgelerde ikamet eden
meme kanseri hastalarinda 6liim oran1 daha yiiksektir (Mier et al. 2007; Winters et al. 2017).
Ayrica diisiik egitim diizeyine sahip kadinlarin, daha egitimli kadinlara kiyasla metastatik

meme kanseri insidansi daha yiiksektir (Winters et al. 2017).

Menopozda hormon tedavisi

Menopoz semptomlarin1 kontrol etmek i¢in kullanilan iki genel hormonal tedavi
bulunmaktadir. Bunlar, kombine 0Ostrojen ve progesteron ile sadece Ostrojen tedavisidir.
Kombine 6strojen ve progesteron tedavisi meme kanseri gelisme riskini artirir (Winters et al.
2017). Yapilan arastirmalar ile 6 yil boyunca yalnizca 6strojen tedavisi kullanan kadinlarin
meme kanseri gelistirme riskinin %23 daha diisiik oldugunun ifade edilmesine ragmen (Winters
et al. 2017), bagka arastirmalarda menapoz baslangicindan hemen sonra Ostrojen tedavisine
baslayan kadinlarda 6zellikle meme kanseri riski ile pozitif bir korelasyon mevcuttur (Winters

etal 2017).

Sigara ve alkol

Menopozdan o6nce sigara kullaniminin meme kanseri riskini artirdigini gosteren
calismalar bulunmaktadr. Tk gebeliginden énce sigara kullanmaya baslayan kadinlarda (% 21'e
kadar daha yiiksek risk) ve fazla sigara kullananlarda (yilda 40 paketten fazla) daha fazla risk
bulunmaktadir. Bazi arastirmalar ise, menopozdan sonra sigara icmeye baglayan kadinlarin,
tiitliniin antiostrojenik etkisine bagl olarak meme kanseri riskinde 6nemli bir diisiis oldugunu

gostermektedir (Slater ef al. 1998; Alberti et al. 2009).

Alkol tiiketimi, meme kanseri riskinin artmasiyla iligkilidir ve doza baglidir (Stocks et
al. 2008). Spesifik olarak, giinde 5-9,9 gr (haftada 3—6 bardak sarap) tiiketimi %10'a kadar
artan riskle iligkilendirilmektedir (Byrd et al. 2012). Bu bulgularin arkasinda muhtemelen

17



alkoliin kandaki Ostrojen seviyelerini artirma mekanizmasi yatmaktadir. Bu nedenle, alkol
tiiketimiyle baglantili meme kanserlerinin ¢gogu dstrojen reseptorii pozitif (ER+) alt tipindedir

(Winters et al. 2017).

Spor ve beslenme

Diizenli fiziksel aktivite yapan kadinlarda ve yiiksek miktarda meyve ve sebze
tiiketenlerde meme kanseri riski azalmaktadir. Haftada en az 7 saat yliriiyen kadinlar, hareketsiz
kadinlara kiyasla %10-%25 daha diisiik meme kanseri riskine sahiptir ve menopoz sonrasi

kadinlarda daha da fazla koruyucu etki gostermektedir (Marmot et al. 2005).

Genetik risk faktorleri
BRCAI ve BRCA 2 gen mutasyonlari

Meme kanseri ile iligkili iki gen olan BRCA1 ve BRCA2'de dahil olmak {izere timor
baskilayic1 genler, genomik biitiinliik ve transkripsiyonel diizenleme yoluyla igeleyisleri
hiicresel siireclerde 6nem arz etmektedir (Legler et al. 2002; New et al. 2013). Meme
kanserlerinin yaklagik %3'd ve yumurtalik kanserlerinin yaklasik %10u bu genlerin
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Escriba-Agiiir ef al. 2016). Bu mutasyonlar, maligniteye

yol agan kalitsal veya sporadik bir siire¢ yoluyla ortaya cikabilir.

Kalitsal BRCA mutasyonlarina sahip olan bireyler ayrica inaktif bir BRCA alleline
sahiptir. Ergenlik doneminde, Ostrojen bagimli meme epiteli hizli hiicre boliinmesine ve
cogalmasina ugrar. Bu degisiklikler, DNA onarim sistemi iizerinde hasarli DNA'y1 tamir
edemez ve apoptosiz ile hiicre 6liimii gerceklesir. Bu siire¢ sirasinda, hasarli DNA’ya sahip
kiiciik bir hiicre populasyonu, apoptozisden kagarak mutasyona ugrayan ve hasarli DNA'ya
dayali protein iiretimi gergeklesir. Hasar goren birden fazla DNA boélgesi, genellikle hiicre
dongiisii kontrol noktasi aktivasyonundan sorumlu genleri etkiler. Bir hiicre bu kontrol
noktasini atlayabildiginde, kalict olarak hiicre oliimiinden kagar ve kontrolsiiz hiicre

¢ogalmasina ugrar.

Sporadik BRCA mutasyonlari, kalitsal bir siirecte goriilen patofizyolojiye benzer.
Ostrojen tarafindan uyarilan meme epitelinde hizli cogalma ile BRCA geninde meydana gelen
mutasyonlarin  oram1  artmaktadir. Sporadik malignitede BRCA allellerinin  veya
hipofonksiyonel aktif bir allelin inaktivasyonu gerekir. Klinik semptomlar tipik olarak yagamin
ilerleyen donemlerinde mutasyonlar ve hiicre inaktivasyonu arttik¢a ortaya ¢ikar (Welcsh et al.

2001).
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Transkripsyonel susturma da BRCA ekspresyonuna katkida bulunan bir faktor olarak
kabul edilmistir. BRCA allelleri diizenleyici proteinlere baglidir. Pozitif olarak diizenlenen
proteinlerin inaktivasyonu, tiimor baskilayici hiicrelerin ekspresyonunun azalmasina neden
olurken, negatif diizenleyici proteinlerin artan ekspresyonu, malignite riskiyle sonuglanan gen

ekspresyonunu azaltir (Welcsh et al. 2001).

BRCA1 iginde 1800'den fazla mutasyon tanimlanmistir ve bu mutasyonlar viicuttaki her

hiicrede mevcut olup bu nedenle gelecek nesillere aktarilabilir (Winters et al. 2017).

//J- e,
-'.; \\
e | ilerivas | T
. Y
‘-.I \_\ ; / / \
e ) S | cinsiyet |
Sigara | \
y b
u | 9
l Dsga;m | Beslenme |
\ ' Meme | \
b 5 | o " S/
i . Kanseri | e
R
./a’ = : S—
| \._ = ; \..
) ilag | : \
l-l Kullanimi .l l-.. Genetik :II
; , _ ’
@ AP p—
Y
| Erken Bogn )
|  Menopoz- | i |
' Geg Adet ;.-' Y S

Sekil 8. Meme kanseri i¢in risk faktorleri
Meme Kanserinin Tedavisi

Meme kanseri tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi ve hedefe

yonelik tedavi uygulamalar1 bulunmaktadir.

Cerrahi

Kanser tedavisinde cerrahinin gerekliligi, kanserin evresi, biyolojik 6zellikleri, klinik
seyri ve hastanin istegi gibi bircok faktore baglidir. Cerrahi tedavide, tiim meme dokusunun
cikarilmasi olan mastektomi, sadece kii¢iik miktarda ¢cevre dokuya sahip tliimdriin ¢ikarilmasi
olan lumpektomi, lenf nodunun ¢ikarilmasi ve sentinel lenf nodu diseksiyonu arasinda se¢im
yapilmasi gerekir. Ayrica cerrahi sonrasinda meme rekonstriiksiyonuna ihtiya¢ duyulabilir

(Yenigiin 2011).
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Radyoterapi

Radyoterapi, X-Ray’in kesfedilmesinden sonra meme kanserinin tedavisinde cerrahi ile
kombinasyon halinde veya cerrahi ve kemoterapinin kombinasyonel tedavisinin bir pargasi
olarak kullanilmaya baslanan bir tedavi yontemidir. Radyasyon enerjisinin tiimor tizerindeki
temel amaci, timdrli hiicreleri 6ldiirmek ve tiimorii cevreleyen dokuyu kurtarmaktir.
Radyasyon tedavisinin tolere edilmesi nispeten kolaydir ve yan etkileri tedavi edilen alanla
sinirhidar. Iki tiir radyasyon vardir; dis ve i¢ radyasyon. Dis radyasyon, tipik olarak lumpektomi
ve bazen mastektomi sonrasi verilen en yaygin radyasyon tiiriidiir. Dahili radyasyon,

lumpektomi sonrasi kullanilan daha az yaygin bir radyasyon verme yontemidir (Yenigiin 2011).

Kemoterapi

Kemoterapi, kanserin esas olarak ortaya ¢iktig1 doku veya organdaki kanser hiicrelerini
veya ileri evre meme kanseri hiicrelerini 6ldiirmek icin ilag olarak uygulanmaktadir.
Kemoterapi, cerrahiden sonra kalabilen kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in erken evre invaziv
meme kanserini tedavisinde kullanilmaktadir. Ileri evre meme kanserininde ise, kanser
hiicrelerini miimkiin oldugunca 6ldiirmek i¢in ileri evre i¢in kullanilmaktadir. Baz1 durumlarda
ise kanseri kiiciiltmek i¢in ameliyattan 6nce kemoterapi uygulanmaktadir. Kemoterapi kan
dolagimindan gegerek tiim viicudu etkileyebilir. Cogu durumda, iki veya daha fazla ilacin

kombinasyonlari, meme kanseri i¢in kemoterapi tedavisi olarak verilmektedir (Yenigiin 2011).

Hormonal tedavi

Ostrojen ayn1 zamanda meme karsinojeni olarak da rol oynadigindan, ana tedavilerin
bir yolu da dstrojeni etkisiz hale getirmektir. Ostrojen miktarin1 azaltmak, erken evre ER (+)
meme kanserlerinin ameliyattan sonra yeniden ortaya ¢ikma riskini azaltabilir. Ayrica ileri evre
veya metastatik ER (+) pozitif meme kanserlerinin biiyiimesini yavaslatmaya yardimci olabilir.
Tedavide kullanilan hormanal ilaglar, ER (-) meme kanserlerine kars1 etkili degildir (Yenigiin

2011).

Ostrojen, segici dstrojen reseptdr modiilatdrleri (SERM'ler) veya segici dstrojen enzim
modiilatorleri (SEEM'ler) kullanilarak inhibe edilebilir. Tamoksifen gibi SERM'ler dstrojen
reseptorli araciligiyla calisir ve Ostrojene miidahale eder. Aromataz inhibitorleri (formestan)

gibi SEEM'ler, androjenik dnciillerden 6strojen sentezini inhibe eder (Yenigiin 2011).

Hedefe yonelik tedavi

Hedefe yonelik tedavi, kanser hiicrelerinin hizli veya anormal bir sekilde biiylimesine

izin veren bir protein gibi kanser hiicrelerinin spesifik 6zelliklerini hedefleyen bir tedavi
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tiirtidiir. Bu tedaviler genellikle saglikli hiicrelere kemoterapiden daha az zarar verir. Hedefe
yonelik tedaviler antikorlari igeriyorsa, bunlara immiin hedefli tedaviler denir. Meme
kanserinin tedavisinde kullanilan hedefe yonelik {i¢ tedavi vardir. Bunlardan ilki, kanser
hiicrelerinin, biiyiime sinyallerini alma yetenegini bloke ederek HER2 (Insan Epidermal
Biiyiime Faktorii Reseptorii 2) pozitif meme kanserlerine kars1 ¢alisan Herceptin'dir. ikincisi,
kontrolstiz hiicre biiyiimesine neden olabilecek belirli proteinleri bloke ederek HER2 pozitif
meme kanserlerine kars1 calisan Tykerb'dir. Ugiinciisii ise, kanser hiicrelerinin biiyiimesi ve
caligmast i¢in ihtiya¢ duydugu yeni kan damarlarmin olugmasii engelleyerek c¢alisan

Avastin’dir (Yenigiin 2011).

MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hatti

Hiicre hatlari, laboratuvar arastirmalarinda yaygin kullanimi ve ozellikle kanser
arastirmalarinda in vitro model olarak tercih edilmelerinden dolayr meme kanseri ¢alismalari

icin de anahtar bir element olarak goriilebilir (Burdall ez al. 2003).

1970 yilinda Dr. Soule ve arkadaglar tarafindan Michigan Kanser Vakfi’nda 69 yasinda,
metastatik meme kanseri hastaligi olan beyaz irktan bir kadinin plevral efiizyonundan izole
edilmistir (Soule et al. 1973). Michigian Kanser Vakfi -7’nin kisaltmasi olarak izole edilen
meme kanseri hiicrelerine MCF-7 ismi verilmistir. MCF-7 yillardir ¢cok sayida aragtirmact
tarafindan yaygin olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre dizisidir (Baguley ef al. 2011).
Antikanser ilaglar1 da dahil olmak iizere diinya ¢apinda meme kanseri arastirmalari i¢in uygun
bir model hiicre hatti oldugu kanitlanmistir (Shirazi et al. 2011). ER (+) ve progesteron
reseptorii (PR) pozitif olup (Shirazi et al. 2011) luminal A molekiiler alt tipine aittir (Done
2011). MCF-7, normalde diisiik metastatik potansiyele sahip oldugu diisiiniilen, epitelyal
morfolojiye sahip, zayif agresif ve noninvaziv bir hiicre hattidir (Gest ef al. 2013). MCF-7 hiicre
hattinda BCL-2 ve Kaspaz-6, -7 ve -9 genleri yiiksek seviyede ifade edilirken, p53 ve p21
genleri de normal seviyede ifade edilmektedir (Chodosh 1998).

MCF-7 hiicreleri 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarinda %10 fetal s11r serumu (FBS), 2
mM glutamin, 0,01 mg/mL insiilin ve %1 penisilin/streptomisin karigimi igeren, diisiik glukozlu
DMEM (Dulbecco'nun Modifiye edilmis Eagle) besiyerinde 37°C'de kiiltiire edilebilir
(Barabutis et al. 2007).
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Sekil 9. MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin mikroskobik goriintiisti
Apoptozis (Programlanms Hiicre Oliimii)

Apoptozis terimi ilk olarak, hiicre 6liimiiniin morfolojik bir formunu tanimlamak icin
kullanilmistir (Kerr et al. 1972). Apoptoz, fetal gelisim sirasinda ve yetiskin dokularda ¢ok
cesitli fizyolojik ve patofizyolojik siireglerin diizenlenmesinde kritik rol oynayan
programlanmis bir hiicre 6liimii bigimidir (Reed 2000). Fizyolojik hiicre 6liimii ¢ogu durumda

nekrozun aksine apoptozla gerceklesir (Fulda 2015).

Apoptozis normal olarak gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devamim
saglamak i¢in bir homeostatik mekanizma olarak olusmasinin yani sira, hastalik durumunda ya
da zararli ajanlar tarafindan hiicreler zarar gordiiglinde bir savunma mekanizmasi olarak da
olusabilir (Elmore 2007). Kanser tedavisinde kullanilan radyoterapi veya kemoterapide
kullanilan ilaglar, baz1 hiicrelerde DNA hasarina neden olur ve bu da p53'e baglh bir yolla
apoptotik Oliime yol agabilir. Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, bazi hiicrelerde (6.
Timositler) apoptotik 6liime yol agabilirken diger hiicreler etkilenmezler (Elmore 2007). Son
olarak, apoptoz, "kaspazlar" adi verilen bir grup sistein proteazin aktivasyonu ile hiicrenin nihai
oliimiine yol agan karmasik olaylar dizisini iceren koordineli ve genellikle enerjiye bagimli bir

stirectir (Elmore 2007).

Apoptoz Morfolojisi

Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen degisiklikleri 151k ve elektron mikroskobu ile
tanimlamistir (Hacker 2000). Erken apoptoz siirecinde, hiicre kii¢iiliir, sitoplazma yogunlasir,
organeller daha siki paketlenir ve piknoz 151k mikroskobu ile goriilebilir (Kerr et al. 1972;
Elmore 2007). Apoptozun en karakteristik 6zelligi kromotin yogunlagsmasi olan piknozdur.
Apoptotik hiicre, koyu renkli eozinofilik sitoplazmali ve yogun mor niiklear kromatin pargacikl

yuvarlak veya oval bir kitle olarak goriiniir (Elmore 2007).
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Apoptoz Mekanizmasi

Yapilan aragtirmalar 1s1ginda ekstrinsik veya Oliim reseptor yolu ve intrinsik veya
mitokondriyal yol olmak iizere iki ana apoptotik yol oldugu bilinmektedir. Her iki yol birbiri
ile baglantilidir ve bir yoldaki molekiiller diger yoldaki molekiilleri etkileyebilir (Igney and
Krammer 2002). T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve hiicrenin perforin-granzime bagh
oldiiriilmesini igeren ek bir yol vardir. Ekstrinsik, intrinsik ve perforin-granzim yollar1 ayni

terminalde veya yiiriitme yolunda birlesir.
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Sekil 10. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yollar1 (Wong 2011)
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Ekstrinsik apoptoz yolak

Ekstrinsik 6liim reseptorii yolu, 6liim sinyalleri 6liim reseptorlerine baglandigi zaman
bagslar. Birkag 6liim reseptorii tanimlanmasina ragmen en iyi bilinen 6liim reseptorleri tip 1 TNF
reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95) proteinleridir. Bunlarin sinyalleri sirasiyla TNF ve Fas
ligandi (FasL) olarak isimlendirilir (Hengartner 2000). Bu 6liim reseptorleri TNFR-1 ile iliskili
TRADD ve FADD adaptor proteinleri ve Kaspaz-8 gibi sistein proteazlarla etkilesen hiicre igi
bir 6liim bolgesine sahiptirler (Schneider and Tschopp 2000). Oliim ligandmin 6liim
reseptoriine baglanmasi, bir adaptor protein i¢in bir baglanma bolgesinin olusumuyla sonlanir
ve ligand-reseptor-adaptor kompleksi 6liim indiikleyici sinyalleme kompleksi (DISC) olarak
isimlendirilir (O’Brien and Kirby 2008). DISC prokaspaz-8'i aktive eder. Baslatici bir kaspaz
olan ve prokaspaz-8’in aktif formu olan Kaspaz-8 diger kaspazlar ile etkilesim kurarak

apoptozu baslatir (Karp 2008).

Intrinsik mitokondriyal yolak

Adindan da anlasilacagi gibi, intrinsik yolak hiicre i¢inde baslatilir. Onarilamaz genetik
hasar, hipoksi, sitozolik Ca*? konsantrasyonlariin asir1 yiikselmesi ve siddetli oksidatif stres
gibi i¢ uyaracilar, intrinsik mitokondriyal yolun baslamasini tetiklemektedir (Karp 2008). Bu
yolak uyaricilardan bagimsiz olarak mitokondri gegirgenliginin artmasi ve sitokrom-c gibi pro-
apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinmasi sonucunda aktiflesir (Danial and Korsmeyer
2004). Bu yolak, BCL-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan diizenlenmektedir (Tsujimoto
et al. 1984). BCL-2 proteinlerinin pro-apoptotik iiyeleri (6rn. BAX, BAK, BAD, BCL-XS,
BID, BIK, BIM ve HRK) ve anti-apoptotik iiyeleri (6rn. BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BFL-1 ve
MCL-1) olmak iizere iki ana grubu vardir. Anti-apoptotik liyeler, sitokrom-c'nin mitokondriyal
salinimin1 bloke etmek suretiyle apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik iiyeler sitokrom-c'nin
mitokondriyal salinimini aktive ederek apoptoza etki eder. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinler arasindaki denge apoptozun baslatilip baglatilmayacagini belirler (Reed 1997).
Mitokondriden sitoplazmaya salinan diger apoptotik faktorler apoptoz indiikleyici faktor (AIF),
mitokondri kaynakli ikinci kaspaz aktivatorii (Smac), DIABLO ve Omi/HtrA2’dir. (Kroemer
et al. 2007). Sitoplazmik sitokrom-c salinimi, sitokrom-c, Apaf-1 ve Kaspaz-9'dan olusan
apoptozom kompleksinin olusumu ile Kaspaz-3'ii aktiflestirir (Kroemer et al. 2007). Diger
yandan, Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, apoptoz proteinleri inhibitoriine (IAP'ler) baglanarak
kaspaz aktivasyonunu destekler. Daha sonra Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 IAP'lerin Kaspaz-
3 veya -9 ile etkilesiminin bozulmasina yol agar (Kroemer et al. 2007; LaCasse et al. 2008).
Ekstrinsik ve intrinsik yolaklarin her ikisi de Kaspaz-3'e ¢ikar. Kaspaz-3, niiklear apoptozda

gorevli kaspaz ile aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii parcalar. Hiicre dongiisii, hiicre
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iskeleti ve sinyal yolaklar1 iizerinde de etkileri olan kaspazlar, hiicre iskelet proteinlerinin,
protein kinazlarin, DNA tamir proteinlerinin ve endoniikleazlarin inhibe edici alt birimlerinin
aktivasyonuna neden olur. Boylece apoptozdaki tipik morfolojik degisiklikler meydana gelir

(Ghobrial et al. 2005).

Apoptozis ve Karsinogenez

Apoptoz direnci kanser hiicrelerinin karekteristik 6zelliklerinden bir tanesidir. BCL-2
ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri arasindaki dengenin bozulmasi, kaspaz
fonksiyonun azalmasi ve 6liim reseptorii sinyallemesinde meydana gelen bozukluklar hiicrenin

apoptoza girisini engellemektedir (Wong 2011).
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Sekil 11. Apoptozun bozulmasina ve karsinogeneze katkida bulunan mekanizmalar (Wong
2011)

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesinin bozulmasi

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki denge hiicre Oliimiiniin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, bazi genlerin asir1 veya yetersiz
ekspresyonunun, kanser hiicrelerinde apoptozu azaltarak karsinogeneze katkida bulundugu

bilinmektedir (Wong 2011).
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BCL-2 protein ailesi

BCL-2 protein ailesi, apoptozun diizenlenmesinde intrinsik yolakta onemli bir rol
oynayan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerden olusur (Grosset al. 1999). BCL-2
proteinlerinin tiimii mitokondri dis membraninda konumlanir (Minn et al. 1997). islevlerine ve
BCL-2 homoloji (BH) alanlaria goére BCL-2 protein ailesinin iiyeleri ii¢ gruba ayrilir (Dewson
and Kluc 2010). Ik grup, dért BH alaninin tiimiinii iceren anti-apoptotik proteinlerdir ve
hiicreyi apoptotik uyaranlardan korurlar. BCL-2, Bcl-XL, MCL-1, BCL-W, A1/BFI-1 ve BCL-
B/BCL2L10 proteinleri bu grupta yer alir. ikinci grup, yalnizca BH-3 proteinlerinden olusur.
Bu gruptaki proteinler BID, BIM, PUMA, NOXA, BAD, BMF, HRK ve BIK’dir. DNA hasari,
biiyiime faktorii eksikligi ve endoplazmik retikulum stresi gibi hiicresel streste apoptozun
baslaticilar olarak aktive edildikleri i¢in pro-apoptotiktirler. Ugiincii grubun iiyeleri, dért BH
alanii da igerir ve bunlar pro-apoptotiktir. BAX, BAK ve BOK/MTD bu gruptadir (Dewson
and Kluc 2010). Pro-apoptotik BCL-2 iiyeleri apoptozu indiiklerken, anti-apoptotik BCL-2
tiyeleri apoptozu engeller (Cory and Adams 2002).

BCL-2 protein ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik {iiyelerinin dengesindeki
bozulma, apoptoz mekanizmasinda diizensizliklere yol agabilir. Bu duruma, bir veya daha fazla
anti-apoptotik proteinin asir1 ifadesi, bir veya daha fazla pro-apoptotik proteinin yetersiz ifadesi

ya da her iki durumun birlikteligi neden olabilir (Wong 2011).

pS3

p53 proteini, 17. kromozomun kisa kolunda (17p13.1) yer alan TP53 tiimor baskilayici
gen tarafindan kodlanan ve en iyi bilinen tiimor baskilayici proteinlerden birisidir. Ismini
molekiil agirhgindan (53 kDa) almaktadir (Levine et al. 1991). Apoptozun uyarilmasinda,
hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde, hiicresel yaslanmada, DNA rekombinasyonunda ve gen
amplifikasyonunda (Oren and Rotter 1999) rol oynamaktadir ve "genomun gardiyan1" olarak
adlandirilir (Lane 1992). Insan kanserlerinin %50'den fazlas1 p53 genindeki mutasyonlar ile

iliskilidir (Bai and Zhu 2006).

Apoptoz proteinleri inhibitorii (IAP'ler)

Apoptoz proteinleri inhibitorii (IAP’ler), apoptozisi, sitokinezi ve sinyal iletimini
diizenleyen yapisal ve islevsel olarak birbirine benzer protein grubudur. Bugiine kadar, NAIP
(BIRC1), c-IAP1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC3), X'e bagli IAP (XIAP, BIRC4),
Survivin (BIRCS), Apollon (BRUCE, BIRC6), Livin/MLIAP (BIRC7) ve IAP benzeri protein
2 (BIRCS) olmak iizere sekiz IAP tanimlanmistir (Vucic and Fairbrother 2007). Kaspazlarin

endojen inhibitorleri olan IAP'ler, korunmus BIR alanlarini kaspazlarin aktif bolgelerine
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baglayarak, aktif kaspazlarin bozunumuna yol acarak veya kaspazlarin substratlarina
baglanmasini engelleyerek kaspaz aktivitesini inhibe edebilirler (Wei et al. 2008). Birgok
kanserde diizensiz IAP ekspresyonu bildirilmistir (Wong 2011).

Kaspazlar

Kaspazlar apoptozun baslamasi ve yiiriitiilmesinde énemli molekiillerdir. Inflamasyon
stirecinde gorev alan kaspazlar (Kaspaz-1, -4, -5, -13 ve -14) ve apoptozda merkezi oynayan
kaspazlar (Kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10) olmak iizere iki kaspaz grubu bulunmaktadir.
Apoptozda gorev alan kaspazlar kendi icinde basatic1 (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve efektor
(Kaspaz-3, -6 ve -7) kaspazlar olmak iizere ikiye ayrilir. Baslatic1 kaspazlar, apoptotik yolagin
baslamasindan birinci derecede sorumludur. Efektor kaspazlar ise, kendilerine spesifik
proteinleri pargalamak suretiyle apoptotik hiicre morfolojisinin olusmasinda etkili olurlar.
Diisiik kaspaz seviyesi veya kaspaz fonksiyonundaki bozulma apoptozun azalmasina sebebiyet
vererek karsinogeneze katkida bulunur (Fink and Cookson 2005). Bazi durumlarda, birden fazla
kaspaz asag1 regiile edilerek tlimor hiicresi biiylimesine ve gelisimine katkida bulunabilir

(Wong 2011).

Karsinogenezde PI3K/AKT/mTOR Sinyali

PI3BK/AKT/mTOR sinyali, hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi, hareketliligi ve sag kalim1 gibi
hiicresel fonksiyonlari yiiriiten hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyarilar hiicre i¢i sinyallere doniistiiren
onemli bir yoldur. PI3K sinyalinin aktivasyonu, artan hiicre dongiisii, metabolizma, hayatta
kalma ve hareket kabiliyeti dahil olmak {izere ¢ogu kanser gelisim siirecine katkida bulunur
(Vivanco and Sawyers 2002). Tablo 1°de, PI3K/AKT/mTOR yolaginin ana diiglimlerinde

meydana gelen molekiiler degisiklikler ve neden oldugu timdr tipleri gosterilmistir.
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Tablo 1. Kanserde PI3K/AKT/mTOR Yolagindaki Degisimler (Vivanco and Sawyers 2002)

Tiimor Tipi Degisiklik Tipi
Glioblastoma PTEN mutasyonu/eksikligi
PTEN mutasyonlari

Artmig AKT-1 aktivitesi
AKT-2 ampflikasyonu ve asir1 ekspresyonu
PI3K p1100 ampflikasyonu
PI3K p85a ampflikasyonu

Meme Artmig AKT-1 aktivitesi
AKT-2 ampflikasyonu ve asir1 ekspresyonu
RSK ampflikasyonu ve asir1 ekspresyonu
PTEN heterozigot lokusunun kaybi1
PI3K ve AKT asir1 aktivasyonu

Endometrial PTEN mutasyonu
Hepatoseliiler karsinoma PTEN mutasyonu
Melanoma PTEN mutasyonu
Akciger PTEN mutasyonu
Bobrek hiicreli karsinoma PTEN mutasyonu
Tiroid PTEN mutasyonu

AKT agir1 aktivasyonu ve ekspresyonu

Biiytime faktorii reseptorleri tarafindan diizenlenen PI3K aktivitesi, RTK'larda meydana
gelen herhangi bir mutasyon ile artig gosterebilir. Bir PI3K aktivatorii olan epidermal biiyiime
faktori reseptoriiniin (EGFR) mutasyonu, kiigiik hiicreli akciger kanserinin gelisimine yol agan
en onemli degisikliklerden biridir. EGFR gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu, glioblastom
tipi tiimorlerde siklikla gézlenirken, diger kanser tiirlerinde ¢ok yaygin degildir (Fumarola et
al. 2014). PI3K'nin katalitik alt birimini sifreleyen PIK3CA geni, meme, endometriyal,
kolorektal ve yumurtalik tiimorleri dahil olmak {izere ¢esitli insan kanserlerinde siklikla
mutasyona ugrar. PI3K sinyalini antagonize eden PTEN tiimor baskilayict geni, insan
kanserinde en sik goriilen mutasyona ugramis ikinci gendir. PTEN mutasyonu, glioblastoma ve
endometrial sarkom dahil olmak {izere hem kendiliginden hem de kalitimsal kanserlerde
tanimlanmistir. Meme, kolorektal, pankreas ve yumurtalik kanserlerinde AKT-1'in mutasyonu

bildirilmistir (Freudlsperger ef al. 2011).

Artan PI3K/AKT/mTOR sinyalleri, tiimor anjiyogenezini tesvik eder. Nitrik oksit
sentaz'in (NOS) uyarilmasi, Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-38) ve FOXO transkripsyon
faktoriiniin inhibisyonu ile bu sinyal yolu, vaskiiler endotel biiyiime faktéri (VEGF)
aktivasyonunu indiikleyen hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1-alfa (HIF-1a) ekspresyonunu

arttirir (Tokunaga et al. 2008). Ek olarak, AKT endojen anjiyojenik inhibitdr trombospondin-1
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proteinini (TSP-1) baskilar. Boylece, PI3K yolu, proanjiyogenik faktorlerin asir1 ekspresyonu,
antianjiyogenik faktorlerin inhibisyonu ile anjiyogenezi tesvik eder. PI3K yolu, ¢esitli

mekanizmalar yoluyla tiimor metastazini arttirmaktadir (Sekil 12) (Yuan and Cantley 2008).

GSK3p ve retinoblastoma (Rb) proteininin siklin bagimli kinaz 4/6 (cdk4/6) ile AKT
inhibisyonu, hiicre dongiisii S-faz1 giris genlerinin E2F aracili transkripsiyonu ile sonuglanir.
Ribozomal protein S6 kinaz beta-1'in (S6K 1) rapamisin kinaz kompleksi-1'in hedefi (TORC1)
aracilt aktivasyonu ve haberci RNA'larin translasyonuna izin veren Okaryot translasyon
baslatma faktorii 4E baglayici proteinin (4E-BP1) inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin S fazinda
ilerlemesi i¢in gereklidir (Owusu-Brackett et al. 2019). Ek olarak, S fazina gecis, p27 ve p21
gibi hiicre dongiisii ilerlemesinin negatif regiilatorlerini inhibe ederek gergeklesir. Son olarak,
FOXO3 proteinleri, MDM2 ve BAD gibi pro-apoptotik faktdrlerin inhibisyonu, hiicre dongiisii
ilerlemesini artirmaktadir (Sekil 12) (De et al. 2016).

' Biiyiime faktirii
reseptirii
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Hiicre Hiicre iskeletinin  Hiicre déngitsiiniin Aponiois Hiicre dongiisit, Ribozom bivogenezi, mRNA translasyounn,
canliligt veniden durnasi, apeprozis, ) glikoz metabolizmasi hiicre dongiisiine giris, anjiyogenez
diizenlenmesi DNA onarinn

Sekil 12. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagina dahil olan anahtar molekiiller (Porta et al. 2014)

Karsinogenezde AKT’nin Rolii

Serin/Treonin Kinaz AKT, ayn1 zamanda Protein Kinaz B (PKB) olarak da bilinen,
insan kanserlerinde en sik aktive olan, AKT-1, AKT-2 ve AKT-3 olmak {izere ii¢ izoformu olan

bir protein kinazdir (Nelson et al. 2007). Hiicre ¢ogalmasi, hiicre sag kalimi ve glukoz
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metabolizmasinin diizenlenmesinden sorumlu olan AKT-1 ve AKT-2 bir¢ok dokuda ifade
edilerek onkogenik ve apoptotik sinyal yolaginda aktif olarak rol alir (Tokunaga et al. 2008).
AKT-3 beyin dokusunda yogun olarak ifade olur ve mitokondriyal biyogeneze katilir (Wright
et al. 2008). AKT'nin hiperaktivasyonu apoptoz direnci, hiicre biiylimesi, hiicre cogalmasi ve
enerji metabolizmasi ile iligkilidir. Bu yoldaki sapmalar kilit bir faktordiir ve tiimor direncinde
onemli bir rol oynar (Campbell ef al. 2001; Tokunaga et al. 2006). AKT molekiiliiniin iliskili
oldugu, PI3K/AKT/mTOR sinyalinin diizensizlestirilmesi meme kanseri, bobrek kanseri ve
noroendokrin tiimorleri gibi bir¢ok insan kanserlerinde ortaya konmustur (Ocana et al. 2014).
AKT/mTOR yolaginin diizenlenmesi tiimor baskilayici1 6zellikte olan PTEN geni tarafindan
kodlanan hem lipid hem de protein fosfataz aktivitesine sahip olan PTEN proteini araciligiyla
gerceklesir (Feng 2010). PTEN proteinin mutasyonu, asirt AKT aktivasyonuna yol acarak
kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi ile apoptozdan kacis ve anjiyogenez meydana gelir (Phin et al.
2013). Bu nedenle AKT sinyali, tiimoér olusum siirecinde yer alan ¢oklu yollarda merkezi bir
rol oynar ve PI3K/AKT yolunun hiperaktivasyonu kanserlerde yaygin olarak gortiliir (Liu ef al.
2009).

AKT aktivitesi, reseptor tirozin kinazlar (RTK) ile diizenlenir. RTK'lar, direkt veya
adaptor proteinler ile birlikte sinif I fosfatidilinositol 3-kinazlar1 (PI3K) aktive eder. PI3K ’lar,
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3) iiretmek icin fosfatidilinositol-4,5-bifosfatt (PIP2)
fosforile eder. Plazma membraninda PIP3e AKT baglanmasi, AKT'nin fosforillenmesine neden
olan bir konformasyonel degisikligi indiikler. Bu degisiklik agirlikli olarak AKT aktivasyonuna
yol acan T308 (Tirozin308) ve S473 (Serind73) rezidiilerinde meydana gelir (Sekil 13).
Fosfoinositid bagimli kinaz-1 (PDK1) tarafindan T308'in fosforilasyonu, substrat afinitesini
arttiran ve AKT kinaz aktivitesini destekleyen yapisal bir degisiklige yol agar (Lien et al. 2017).
MTORC?2 (rapamisin kompleksi-2'nin memeli hedefi) tarafindan AKT'nin PIF cebinde S473'lin
fosforilasyonu, AKT'nin PDKl'e afinitesini artirarak AKT aktivitesini arttirdigi
distiniilmektedir (Sarbassov et al. 2005).

PI3K/AKT sinyal yolaginin 6nemli negatif regiilatorleri olan tiimdr baskilayict genler,
PTEN (fosfataz ve tensin homologu), PP2A (protein fosfataz 2A), PHLPP (pH domain ve 16sin
bakimindan zengin tekrarli protein fosfataz I igerir) ve PIP3, AKT pT308 ve AKT pS473’i
defosforile eder (Sekil 13) (Gao et al. 2005).
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Sekil 13. AKT'nin aktivasyonu ve negatif regiilasyonu (Brown and Banerji 2017)
Normal Hiicre Fizyolojisinde AKT’nin Rolii

AKT sinyali, kanserde merkezi bir rol oynamanin yani sira, normal hiicresel fizyoloji
icin de gereklidir. Yetiskinlerde, AKT-1 hemen hemen her dokuda ifade edilir, AKT-2 insiiline
duyarli dokularda daha yiiksek ifade edilir ve AKT-3 tiim dokularda diisiik seviyelerde
bulunurken, beyin ve endokrin dokularda daha fazla ifade edilir (Uhlen ez al. 2010; Uhlen ef al.
2015).

AKT, glukoz homeostazinda da onemli bir rol oynar ve AKT'nin farmakolojik
inhibisyonu hiperglisemi ve hiperinsiilinemi ile iliskilidir (Crouthamel et al. 2009). AKT,
glikojen sentezini uyarmanmn yani sira, glukoz tasiyict GLUT4'Uin plazma zarma
translokasyonunu tetikleyerek hiicrenin glukoz alimini da tesvik eder. (Manning and Cantley

2007).

Ozellikle AKT-1 ve AKT-2, kardiyak biiyiimesini, kasilma fonksiyonunu ve koroner
anjiyogenezi diizenlemek i¢in de onemlidir. AKT-1 nakavt farelerde goriilen ateroskleroza
kars1 normal endotelyal fonksiyonu ve endotelyal nitrik oksit sentezini korumak i¢in AKT-1"in
gerekliligi belirtilmistir (Hers et al. 2011). AKT ayrica trombosit aktivasyonunu ve
agregasyonunu destekleyen, AKT sinyallemesinin siki kontrol ihtiyacini vurgulayan pro-
trombotik bir etkiye sahiptir (Hers et al. 2011). AKT'nin kardiyovaskiiler ve endokrin
sistemlerde oynadig1 roliin yani sira noro-koruyucu oldugu ve noronlar arasindaki sinaptik
iletimde rol oynadig1 gosterilmistir (Hers et al. 2011). Normal insan fizyolojisinde AKT
sinyallemesinin genis kapsamli etkileri géz oniine alindiginda, klinikte AKT inhibitorlerinin

genis kapsamli etkileri oldugu goriilmektedir.
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AKT inhibitorleri

AKT molekiilii, kanser tedavisi i¢in bir hedef olarak kabul edilir ve etkili farmasotik
inhibitorlerin/ajanlarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Brasseur et al. 2017). Yapilan
preklinik ¢alismalar ile potansiyel inhibe edici fonksiyonlar1 bulunan g¢esitli AKT inhibitorleri
bildirilmigtir. AKT inhibit6rleri, inhibisyon mekanizmalarina ve bunlarin kimyasal
bilesimlerine gore siniflandirilir. Bunlar ATP-rekabet¢i inhibitorler, allosterik inhibitorler ve
geri donilislimsiliz inhibitorler olarak {ic baslik altinda simiflandirilabilir. ATP-rekabetci
inhibitorler, hedeflerinin fosfotransferaz aktivitesini bloke etmek icin ATP ile rekabet ederek
hareket eden en gii¢lii protein kinaz inhibitorleridir. Ornegin, izokinolin-5-siilfonamidler,
aminofurazanlar, azepan tiirevleri, tiyofenkarboksamidler ve tlirevleri ve 2,3-difenilkinoksalin.
Allosterik inhibitdrler, aktif bolgeden baska bir bolgedeki enzime baglanarak enzimin yapisal
olarak degismesine neden olur, boylece aktif bolge artik substrat i¢in kullanilamaz. ATP-
rekabet¢i ve allosterik inhibitorler doza bagimli bir sekilde AKT kinaz aktivitesini inhibe eder
(Thorpe et al. 2015). Allosterik inhibitorler, ATP-rekabetci inhibitorlere gore daha fazla
spesifiteye, diisiik toksisiteye ve daha az yan etkiye sahiptir (Lu e al. 2014). AKT'yi hedef alan
diger belirgin allosterik inhibitorlerin bazilari, 2,3-Diphenilquinoxaline, indol-3-karbinol ve
bunlarin analoglari, siilfonamiderivatifleri, tiyoiire tiirevleri ve piirin tiirevlerinin plazma
zarmin toplanmasim &nleyen alkil fosfolipitlerdir (ALP'ler). Ugiincii tip inhibitorler, enzimlere
kovalent veya kovalent olmayan sekilde baglanan ve etkilerini geri doniisiimsiiz olarak inhibe
eden geri doniisiimsiiz inhibitorlerdir. Streptomyces sp.'den izole edilen dogal bir iirlin olan
laktokinomisin, kendisine kovalent olarak baglanan ve fosforilleme kabiliyetini potansiyel
olarak inhibe eden geri doniisiimsiiz bir AKT inhibitoriidiir (Brasseur et al. 2017). Ayrica, dogal
olarak olusan antosiyaninler, likorin ve verrucarin J gibi, AKT inhibitor aktiviteleri ile anti-
tiimor ve anti-metastatik 6zellik gosteren bagka kii¢iik inhibitorler de vardir. Kanser tedavisi
icin en etkili AKT inhibitor tipinin belirlenmesi, AKT geninde meydana gelen mutasyon tipine
baglidir. Cesitli AKT inhibitorlerinin anti-tiimor etkisini ve molekiiler mekanizmasini anlamak

i¢cin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Urak et al. 2017).

AKT inhibitori-IV

AKT inhibitori-IV (5-(2-Benzotiyazolil)-3-etil-2-[2-(metilfenilamino)etenil |- 1-fenil-
1H-benzimidazolyum iyodiir), AKT'nin yukar1 akisinda, ancak PI3K'nin asagi akisinda bir
kinazin ATP baglanma bolgesini hedefleyerek AKT fosforilasyonunu/aktivasyonunu inhibe

eden hiicre gecirgen bir benzimidazol bilesigidir (Sun et al. 2011).

PI3K/AKT (protein kinaz B) yolaginin inhibitorleri, antikanser ve antiviral ajanlar

olarak arastirilmaktadir. Benzimidazol tiirevi AKT inhibitori-IV (5-(2-Benzotiyazolil)-3-etil-
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2-[2-(metilfenilamino)etenil]-1-fenil- 1H-benzimidazolyum iyodiir) bu yolu etkiler ve giiclii

antikanser ve antiviral aktivite sergiler (Sun et al. 2011).

s
oy g

Sekil 14. AKT inhibitorii-IV’iin kimyasal yapsi
Tamoksifen

Tamoksifen, 1977 yilinda, birincil meme kanserinin adjuvan tedavisi i¢in kullanimi1

onaylanmais bir ilagtir (Jordan 1994).

Tamoksifen, dstrojenin kendi reseptorlerine baglanmasini inhibe eden bir antidstrojen
gorevi gorerek antikanser etki gostermektedir (Osborne ef al. 1996). Tamoksifen, otokrin veya
parakrin mekanizmalar araciligi ile biiylimeyi uyarabilen biliylime faktorleri ve kanser hiicreleri
tarafindan salgilanan anjiyogenik faktorler dahil olmak {izere Ostrojen tarafindan diizenlenen
genlerin ekspresyonunu inhibe eder (Arteaga and Osborne 1991 ). Ayrica, hiicre dongiisiinii G;
fazinda durdurarak hiicre proliferasyonunu yavaglatir ve programlanmis hiicre oliimiine

dogrudan neden olabilir (Ellis et al. 1997).

Tamoksifen, adjuvan tedavi olarak uygulanmasi meme kanseri niiks ve 6liim riskini
azaltir. Bu nedenle, 0strojen reseptor pozitif invaziv meme kanseri olan hem menopoz oncesi
hem de menopoz sonrasi kadinlar i¢in kullanim1 endikedir. Tamoksifen ayrica metastatik meme
kanserli menopoz sonrasi kadinlar i¢in tercih edilen ilk hormonal tedavidir ve gen¢ kadinlarda
birinci veya ikinci basamak tedavi olarak faydalidir. Giivenli ve iyi tolere edilebilir bir ilag

tedavisi olmasinin yanisira endometriyal kanser riskini artirabilir (Osborne 1998).

Tamoksifenin meme kanseri gelisimi i¢in yiiksek risk altindaki kadinlarda kullanimina
ilave olarak, kardiyovaskiiler mortalite ve kemik yogunlugu iizerinede ek faydalar

bulunmaktadir (Osborne 1998).
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Sekil 15. Tamoksifenin kimyasal yapisi
Calismanin Amaci

Bu calismada, AKT inhibitéri-IV’iin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkilerini, PI3K/AKT yolaginin hormon tedavisine direngte ¢ok dnemli
bir mekanizma oldugunu g6z Oniinde bulundururak, meme kanseri tedavisinde kullanilan
hormon tedavisi ilaglarindan biri olan tamoksifen ile kiyaslayarak belirlemeyi amacgladik. Bu
baglamda, MCF-7 hiicreleri hiicre kiiltiir ortaminda c¢ogaltildi ve etkilerini arastirmak
istedigimiz AKT inhibitori-IV ve tamoksifen ile muamele edildi. Sonrasinda yapilan ¢esitli
analiz yontemleri ile uygulanan bilesiklerin MCF-7 hiicreleri {izerindeki sitotoksik,

antiproleratif ve apoptotik yolaklarda gorev alan bazi genler tizerine etkileri belirlendi.
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KURAMSAL TEMELLER

Kanser, hiicrelerin anormal olarak bdliinmesi sonucu farkli doku ve organlara metastazi
ile karakterize olan karmasik siirecler iceren bir hastaliktir. Kanser tedavisinde hastaligin
seyrine gore cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinolojik ve kimyasal tedaviler gibi farkl
tedavi yontemleri uygulanmaktir (DeVita et al. 2008). Son yillarda kanser mekanizmasinin
daha iyi anlasilmasi tizerine hedefe yonelik tedavi uygulamalari tedavinin bagarisinda 6nem arz

etmektedir (Peters and Brown 2015).

Meme kanseri son yillarda kadinlar arasinda artan bir sorun olarak
tanimlanmaktadir. Diinya ¢apinda, meme kanseri her yil tahminen 1,15 milyon kadini
etkilemektedir (Ferlay et al. 2002). Meme kanserinin 6nlenmesi, erken teshis ve tedavideki
ilerlemelere ragmen, meme kanserli hastalar ortalama 2 yillik sag kalimla (18-24 ay) metastatik

ve tedavisi olmayan evreye girmektedir (Chia et al. 2003).

Hem genetik hem de genetik olmayan risk faktorleri meme kanseri gelisimini
etkiler. Genetik  faktorler, yiiksek ve orta riskli kanser yatkinlik genlerinde
(sirastyla BRCA1 veya BRCA2 ve CHEK?2) ve meme kanseriyle iliskili ortak tek niikleotid
polimorfizmlerinde (SNP'ler) mutasyonlar1 icerir (Coughlin 2019). Genetik olmayan risk
faktorleri arasinda artan yas, kisisel meme patolojileri dykiisii (atipik hiperplazi ve in situ
lobiiler karsinom vb.), yliksek mamografik yogunluk, yiiksek viicut kitle indeksi, eksojen
hormon kullanimi, alkol, yetersiz fiziksel aktivite ve tireme faktorleri bulunur (He et al. 2010;

Stolk et al. 2012; Stone et al. 2006).

Canlilar yasamin1 devam ettirebilmek i¢in hiicreleri siirekli kendilerini yenilemelidir.
Olen ve yaslanan hiicrelerin yerini yeni hiicreler alir. Bu mekanizma hiicrelerin béliiniip
cogalmasini saglayan genler ve asir1 hiicre cogalmasini engelleyen genler tarafindan kontrol
edilmektedir (Kumar et al. 1992). Bu genler; proto-onkogenler ve anti-onkogenlerdir. Bu
genlerin ekspresyonunun bozulmasi hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal olarak ¢ogalmasina

neden olur (Sutherland 1999).

Ik olarak Kerr ve arkadaslar tarafindan hiicre dliimiiniin morfolojik bir bi¢imi olarak
tanimlanan apoptosiz (Kerr et al. 1972), organizmalarda fonksiyonunu kaybeden ve gereksinim
duyulmayan hiicrelerin programlhi o6liimiidiir. Doku embriyogenezinde, organizmalarin

sekillenmesinde ve ¢esitli hastaliklara kadar birgok mekanizmada 6nemli roller almaktadir.
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Genel olarak apoptosiz, belirli morfolojik 6zellikler ile karakterize edilen enerji bagimli

biyokimyasal bir mekanizmadir (Horvitz 1999.).

Apoptosiz, spesifik reseptor molekiilleri CD95, biiylime faktorleri, timor nekroz faktor
(TNF), ultraviyole 1sinlar, radyasyon, 1s1 soku, oksidatif stres, sitotoksik terdpatikler ve
bakteriler gibi ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik indiikleyiciler tarafindan indiiklenebilir
(Janssen et al. 2003; Lancellotti ef al. 2009). Apoptoza ugrayan hiicrenin morfolojisi, hiicre
biiziilmesi, niikleer kondensasyon, membran kabarmasi, membrana bagli apoptotik cisimlere

parcalanma ile karakterizedir (Saikumar et al. 1999).

Apoptozun bozulmasi, kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar,
norodejeneratif bozukluklar ve AIDS dahil olmak iizere bir dizi insan hastaliginin patogenezine

katkida bulunmaktadir (Thompson 1995).

Memelilerde, digsal yol (6lim reseptoriiniin aracilik ettigi yol) ve igsel yol
(mitokondriyal aracili yol) olmak iizere iki merkezi apoptotik yol vardir (Hassen et al. 2012).
Bu iki yolun yani sira, endoplazmik retikulum stresi ile aktive edilen apoptozda Kaspaz-12 veya
Kaspaz-2'nin baslatici rolii de dahil olmak iizere daha az bilinen ek kaspaz aktivasyon yollar1
vardir (Szegezdi et al. 2006). Perforin/granzim yolu, T hiicresi aracili sitotoksisiteyi i¢eren
baska bir yoldur. Bu yol, granzim A veya granzim B yoluyla apoptozu indiikleyebilir. Tiim bu
apoptotik yollar (dissal, i¢sel ve granzim B yollar1) ayni terminalde birlesir (Jin and El-Deiry
2005).

BCL-2, apoptozu inhibe etmek suretiyle hiicre sagkalimini artiran bir proto-onkogendir.
Yapilan ¢alismalar, BCL-2’nin bir¢ok hiicre tipinde ¢esitli uyaranlar tarafindan apoptozu
durdurabilecegini veya erteleyebilecegini gostermektedir (Hockenbery et al. 1990). BCL-2’nin
anti-apoptotik fonksiyonunu aciklamak icin birka¢ hipotez ortaya atilmistir. BCL-2, Ca*?
homeostazi i¢in bir regiilator gérevi gorebilir (Gulbins et al. 2000) veya bir antioksidan olarak
aktivite gosterebilir (Haunstetter and Izumo 1998). Buna ek olarak, BCL-2, apoptozise 6zgii
intraseliiler proteolize aracilik eden sitozolik kaspazlarin mitokondri aktivatorlerinin

salinmasini Onleyebilir (Chao and Korsmeyer 1998) .

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-2 proteinleri arasinda bir denge mevcuttur. Bu
dengenin bozulmasi hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina sebep olmaktadir. Anti-apoptotik
tiyelerinden olan BAX ve pro-apoptotik BCL-2 arasindaki dengenin, BAX lehine kaymas: ile
hiicreler bir 6liim komutu yiiriitiir ancak dengenin BCL-2 lehine kaymasi ile apoptozis
engellenir ve hiicreler hayatta kalir. BAX eksikligi olan fareler hiicresel hiperplazi sergiler ve

bu durum BAX’1n bir pro-apoptotik molekiil olarak roliinii teyit eder. BAX kaspazlar1 aktive
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edebildigi ve mitokondriyal disfonksiyonu tetikleyebildigi gibi, BCL-2 ifadesi her iki olay1 da
bloke edebilir (Reed 1997; Korsmeyer 1999.)

Apoptoz ile yakindan iligkili kaspazlar, aspartata 6zgii sistein proteazlar enzim ailesinin
iiyeleridir. Kaspazlarin aktivasyonu ve islevi, IAP, BCL-2 ailesi proteinleri, kalpain ve Ca*
gibi ¢esitli molekiiller tarafindan diizenlenir (Fan et al. 2005). Saglikli hiicrelerde kaspazlar
inaktif durumdadir, 6liim uyaranina cevap olarak aktif hale gecerler. Kaspazlar, apoptotozda
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerden sorumludur. Yapilarina ve fonksiyonlarina gore,
bagslatic1 kaspazlar (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar (Kaspaz-3, -6 ve -7) olmak
tizere iki kaspaz gruba bulunmaktadir. Baslatici kaspazlar, kaspaz takviye bolgesi (CARD) veya
efektor Olim bolgesi (DED) ile etkilesimi saglayan uzun N-terminal bolgeleri

bulundurmalarindan dolay: efektor kaspazlardan ayrilirlar (Hunter ef al. 2007).

AKT, ¢ izoformlu (AKT-1, AKT-2 ve AKT-3) bir Serin/Treonin kinazdir. PI3K'nin
downstream hedefidir ve kanser hiicrelerinin sag kaliminda, hiicre dongiisiine giriste ve glukoz
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Engelman 2009). Meme kanserlerinde, artmig AKT-1

aktivitesi, AKT-2 ampflikasyonu ve asir1 ekspresyonu bildirilmistir (Vivanco and Sawyers

2002).

PI3K/AKT/mTOR yolagi, hiicre dis1 uyaranlara yanit olarak sinyal iletimi ile hiicre
fizyolojisinde merkezi bir rol oynar. Bu yolak proliferasyon, biiylime, hayatta kalma,
hareketlilik ve metabolizma gibi bir¢ok hiicresel islevleri kontrol etmektedir (Engelman et al.
2006). Bu sinyal yolundaki mutasyonlar, kanserde siklikla bulunur, 6zellikle meme kanserinde
yaygindir ve tiimdrlerin yaklasik %601 PI3K/AKT/mTOR yolunu aktive eden genetik
degisiklikleri barindirir (Engelman 2009).

AKT, mitokondriyal degisiklikleri, kaspazdan bagimsiz bir sekilde geciktirerek
apoptozu ve prokaspazlarin aktif kaspaz formlarina doniismesini engeller ayrica AKT
aktivasyonu, sitokrom-c'nin mitokondriden salinmasini ve mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisiklikleri inhibe etmektedir. Yani, AKT’nin sitokrom-
c salinimindan 6nce apoptoz zincirine miidahale ederek hiicre canliligint ve kaspaz

aktivasyonunu destekledigini gostermektedir (Kennedy et al. 1999).

Yapisal olarak aktif AKT veya BCL-2'min kararli ekspresyonunun apoptozu
engelledigini, ancak yalnizca BCL-2'nin mitokondriden sitokrom-c'nin salinmasini
onlemektedir. Bu da AKT'nin post-mitokondriyal diizeyde apoptozu diizenledigini
diisiindiirmektedir. Bununla tutarli olarak, aktif AKT'nin asir1 ekspresyonu, endojen BCL-2,
BCL-X veya BAX'm ekspresyon seviyelerini degistirmeden hiicrelerin apoptoza girigini

engeller (Zhou et al. 2000).
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PI3K yolagimin, kotii huylu fenotipe katkida bulunabilecek ¢esitli hiicresel islemlerde
merkezi bir rol oynadigi iyi bilinmektedir. Buna gore, bu sinyalleme kademesindeki anahtar
diigiimlerin farmakolojik inhibisyonunu hedefleyen inhibitorlerin gelistirilmesi bir odak
noktas1 olmustur. Bugiine kadar, upstream reseptor tirozin kinazlar hedefleyen terdpatikler
klinik olarak basar1 elde etmistir. PI3K, AKT ve mTORC1 ve 2'nin yeni inhibitorleri erken faz
klinik deneylerinden ge¢mektedir. Bu inhibitorlerin bazi eksiklikleri iyilestirilerek kanser

hastalar1 i¢in anlamli faydalar saglayacagi umulmaktadir (Markman ef al. 2010).

AKT'yi hedefleyen ve inhibisyonuna neden olan bilesikler, hem ATP-rekabetci aktif
bolgeye yonelik inhibitorleri ve ATP-rekabetci olmayan allosterik bilesikleri igermektedir. Bazi
AKT inhibitorleri ise her iki bilesik sinifin1 temsil eden inhibitdrlerdir ve insan kanserlerinin

tedavisi icin etkinlikleri klinik deneyler ile degerlendirilmektedir (Pal ef al. 2010).

Meuillet et al. (2003) tarafindan yapilan aragtirmaya gore, PH alanin1 hedefleyen ve
membran lokalizasyonunu 6nleyen bir baska lipid bazli AKT inhibitorii olan PX-316, MCF-7
insan meme kanseri ile HT29 insan kolon kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttig
ayn1 zamanda fareler ve siganlar i¢in diisiik toksisite sergiledigi bildirilmektedir. Bu nedenle,
PX-316, AKT hayatta kalma sinyalini inhibe eden yeni bir potansiyel terépatik sinifinin 6ncii

bilesigi olarak tanimlandig: ifade edilmektedir.

Heerding et al. (2008) tarafindan yapilan bir ¢calismada, bir aminofurazan tiirevi, ATP
rekabetci AKT inhibitorii olan GSK690693’1in, AKT kinaz aktivitesinin hiicre i¢i inhibisyonu
ile tutarl aktiviteye sahip tiimor hiicresi proliferasyonunu inhibe edererek apoptozu indiikledigi
belirtilmektedir. Ayrica klinik 6ncesi ¢alismalarda, GSK690693'in cesitli hematolojik

neoplazinin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir.

Levy et al. (2009), farkli hematolojik neoplaziyi temsil eden 112 hiicre hattinin
proliferasyonu tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Buna gore, test edilen hiicre hatlarinin
yiizde elli besinin, AKT inhibitoriine duyarl oldugunu ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) hiicre
hatlarinin GSK690693 inhibitdriine en duyarli hiicre oldugunu belirtmislerdir. AKT'nin hiicre
hayatta kalmasindaki rolii ile tutarli olarak GSK690693°1in, hassas ALL hiicre hatlarinda

apoptozu da indiikledigi sonucuna varmislardir.

Chautard et al. (2010), malign glioma hiicre hatt1 SF763 hiicrelerinde AKT inhibitorii-

IV’iin, AKT aktivasyonunu 6nemli 6l¢iide diislirdiigli sonucuna varmiglardir.

Liet al. (2010), AKT inhibitorii olan perifosin ile in vitro olarak tedavi edilen AS, NGP,
BE2, KCNR insan néroblastoma hiicre hatlarinin tamaminda AKT fosforilasyonun azaldigini

ve apoptozisin arttigini bildirmislerdir. Perifosin kaynakli hiicre 6liimiiniin kaspaz bagimli
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apoptotik yolla iliskili olup olmadigimmi Kaspaz-3/-7 aktivite deneyi ile belirlemisler ve tiim

insan noroblastoma hiicrelerinin Kaspaz-3/-7 aktivitesinde bir artig tesbit etmislerdir.

Greenwood et al. (2011) tarafindan yapilan arastirmada, Faz-1 klinik denemelerinde
kullanilan ATP-rekabet¢i inhibitérlerden olan, AZD5363’iin meme ve prostat kanseri hiicre
hatlarinda PRAS40, GSK-3p ve downstream markdrii P70S6K dahil olmak tizere bir dizi AKT
substratinin fosforilasyonunun inhibisyonuna yol a¢tigin1 gostermislerdir. AZD5363'lin, meme
ve prostat hiicre hatlarinda bir anti-proliferatif ve baz1 durumlarda sitotoksisite ile sonuglanan

bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Hirai et al. (2010) yaptiklar1 ¢alisma ile, allosterik AKT inhibitorii MK-2206"in birkag
antikanser ajan ile kombinasyon halinde etkisini degerlendirmisleridir. MK-2206’nin, insan
kanser hiicre hatlarinda, erlotinib (bir epidermal biiylime faktorii reseptorii inhibitorii) veya
lapatinib (insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2 inhibitorii) gibi molekiiler hedefli
ajanlarla kombinasyon halinde sinerjik olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi sonucuna

varmislardir.

Tan et al. (2011), solid tiimorleri tedavi etmek icin gelistirilmekte olan allosterik AKT
inhibitorii MK-2206in fare adiposit hiicre hattinda (3T3-L12) glukoz metabolizmasi lizerine
etkilerini arastirmislardir. Buna gore, MK-2206’nin T308AKT ve S473AKT fosforilasyonunu
giiclii bir sekilde inhibe ettigini bildirmislerdir.

Yap et al. (2011), in vitro ve in vivo AKT aktivitesini bloke eden bir ATP-rekabet¢i
AKT inhibitérii olan CCT128930’un, AKT inhibisyonu ile tutarli olarak, belirgin
antiproliferatif aktivite sergiledigini ve in vitro ¢oklu timor hiicre hatlarinda bir dizi AKT
substratinin fosforilasyonunu inhibe ettigini bildirmekle beraber, PI3K/AKT yolagmin diger
bildirilen spesifik AKT inhibitorleri ile tutarli olarak US7MG insan glioblastoma hiicrelerinde
baskin bir sekilde hiicre dongiisiiniin G1/G, evresinde tutuklamasina neden oldugunu
bildirmislerdir.

Cheng et al. (2012), yeni allosterik AKT inhibitorii MK-2206'n1n, otofajiden apoptoza
gecisi tesvik ederek malign gliomay: inhibe etmede gefitinib ile sinerji olusturabildigini ve bu
kombine tedavinin kotii huylu glioma veya diger kanser tiirlerinin tedavisinde daha yararh

olabilecegini belirtmislerdir.

Li et al. (2019), allosterik AKT inhibitorii MK-2206 ve Glutl inhibitori WZB117
kombinasyonunun, hem ER (+) MCF-7 hem de {iiglii negatif MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde AKT inhibisyonu ve ROS indiiksiyonu yoluyla sinerjik bir sitotoksik etki
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gosterdigini, bu durumunda DNA hasarina neden olabilecegini ayrica bu kombinasyonunu

nihayetinde meme kanseri hiicrelerinde apoptozise yol agabilecegini bildirmislerdir.

Yamaji et al. (2017), ATP rekabetci AKT inhibitorii olan Afuresertib’in alt1 farkli insan
malign plevral mezotelyoma (MPM) (ACC-MESO-4, Y-MESO-8A, MSTO-211H, NCI-H28,
NCI-H290 ve NCI-H2052) hiicreleri tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Buna gore
afuresertibin, ACC-MESO-4 ve MSTO-211H hiicrelerinde Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 aktiviteleri
ile birlikte apoptotik hiicre sayisin1 Onemli Olclide artirdigini, ayrica Gy fazinda hiicre

dongiisiinii giiclii bir sekilde inhibe ettigini rapor etmislerdir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Cahismada Kullanilan Laboratuvar Cihazlar

Tablo 2. Calismada Kullanilan Laboratuvar Cihazlari

Cihaz

Marka ve Model

Biyogiivenlik kabini
Karbondioksitli inkiibator
Inverted mikroskop
Nanodrop

Mikroplaka okuyucu

Su banyosu

Otoklav

Ultra saf su cithaz1
Vakum pompast

Termal cycler

Real Time PCR

Santrifiij

Sogutmali santrifiij
Masaiistii spin santrifiij
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-86°C)
S1v1 azot tanki

Hassas terazi

Terazi

Blok 1sitict

Mikropipet seti
Otomatik pipetler

Spin vortex

Bilser-BLF 2000
Thermo-3131

Optech

MaestroNano

Thermo Scientific-MultiSkan Go
WiseBath-WB11
DAIHAN-MaXterile-80
Thermo Scientific-Smart2Pure
Rocker 300

Bio-Rad-T100
Bio-Rad-CFX600

Thermo Scientific-Medifuge
Thermo Scientific-SL 8R
Wisd-CF10

Arcelik-4263

Arcelik-4263

Thermo Scientific-88400v
Arpege
Shimadzu-AUW220D
Kern-PFB2000-2
Stuart-SBH130

Thermo Fischer

Gilson

Scilogex-MX-S




Calismada Kullamilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Tablo 3. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Kimyasal Marka
AKT inhibitorii-1V (5-(2-Benzotiazolil)-3-etil-2-[2- Sigma
(metilfenilamino)etenil]-1-fenil-1H-benzimidazolyum iyodiir
Tamoksifen Sigma
DMEM EuroClone
MEM Biological Industries
Penisilin/Streptomisin HyClone
FBS PANBiotech
PBS Biological Industries
Tripsin-EDTA Biowest
Tripan blue Sigma
DMSO MilliporeSigma
Etanol Sigma
PCR primerleri Sentegen
5, 10 ve 25 mL'lik serolojik pipetler Nest
Cam pastor pipeti Hirschmann
15 ve 50 mL'lik falkon tiipler Nest
15 ve 50 mL'lik ependorf tiipler Isolab
Mikrosantrifiij tiipleri Isolab
PCR tiipleri Isolab
75 cm? hiicre kiiltiir flask1 Nest
Kryottip Tarsons
6 ve 96 kuyucuklu mikroplakalar Corning
Calismada Kullanilan Kitler
Tablo 4. Caligma Kapsaminda Kullanilan Kitler

Kit Marka

MTT ThermoFischer

Cell Death Detection ELISA Kit Roche

RNA Izolasyon Kiti Hibrigen

cDNA Sentez Kiti Bio-Rad

2 x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX Kit PCR Biosystems
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Cahismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tablo 5. Calisma Kapsaminda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozelti Hazirlanisi

DMEM besiyeri 500 mL'ik yiiksek glukoz iceren DMEM
medyum igerisine 50 mL FBS ve 5 mL
penisilin/streptomisin ilave edildi ve kullanimi
i¢cin +4°C’ye kaldirildi.

Hiicre dondurma medyumu 100 mL i¢in, 95 mL DMEM medyum ve 5 mL
DMSO karistirildi, 10 mL'lik alikuatlara ayrildi
ve kullanimi i¢in -20°C’ye kaldirildi.

Hiicre Hatt1

Deneysel c¢alismalarda MCF-7 insan meme kanser hiicre hatti kullanildi. Kullanilan

MCF-7 hicre hattinin 6zellikleri Tablo 6’da belirtildi.

Tablo 6. Calisma Kapsaminda Kullanilan MCF-7 Insan Meme Kanseri Hiicre Hattinin
Ozellikleri

Organizma Insan

Doku Meme
Morfoloji Epitel

Hastalik Adenokarsinom
Kiiltiir Ozelligi Adherent

Yas 69

Cinsiyet Kadin

Etnik koken Kafkas

Metod
Hiicre Kiiltiiri
Hiicre pasajlama ve saklama

MCF-7 meme kanseri hiicreleri, 75 c¢cm? kiiltiir flasklarinda icerisine %10 FBS, 100
U/mL penisilin ve 0,1 mg/mL streptomisin ilave edilerek hazirlanan DMEM besiyerinde
37°C’de, %95 nem ve %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Hiicreler her giin
kontrol edildi ve besiyerleri tazelendi. Invert mikroskop altinda incelenen hiicreler konfluent
oldugu zaman (%80-85 yogunluga ulastiklarinda) pasajlama yapildi. ik olarak hiicre kiiltiir
flasklarinda bulunan besiyeri aspire edildi ve flasklar 5 mL PBS ile yikandi. Daha sonra 6 mL
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek flasklar 5 dakika inkiibatdrde inkiibe edildi ve hiicrelerin
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flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Inkiibasyonu takiben laminar flow kabini icerisine alinan
hiicre kiiltiir flasklarma eklenen tripsin miktar1 kadar DMEM besiyeri eklendi. Flasklarda
bulunan hiicre silispansiyonu steril pipetler ile flasklardan cekilerek 15 mL’lik steril falkon
tiiplere alindi. Bu tiipler 2000 rpm’de 4 dakika santriifiijlendi ve siipernatant kismi vakum
pompast ile aspire edildi. Pelet {izerine 6 mL besiyeri eklenerek birkac kez pipetleme yapildi
ve icerisinde 20 mL besiyeri bulunan hiicre kiiltiir flasklarina 1 mL hiicre slispansiyonu eklendi.
Stok olarak saklamak i¢in, Tripsin-EDTA muamelesinden sonra 15 mL’lik falkon tiipleri
icerisinde bulunan santrifiij edilen ve siipernatanti uzaklastirilan hiicre pelletlerinden bazilarinin
tizerine 1 mL dondurma medyumu (%95 medyum, %5 DMSO) eklenerek birkac kez pipetleme
yapildi. Pipetlemeden sonra falkon tiipteki karisim pipetle cekilerek dondurma tiiplerine
(cryotiip) alindi. Dondurma tiiplerinde bulunan karisim ilk olarak bir gece -86°C’ de tutuldu ve

sonrasinda sivi azot tankina (-196°C) birakildi.

Hiicre kiiltiirti deneylerinde, MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerine, AKT inhibitorii-

IV ve tamoksifen (referans kanser ilac1) uygulamasi 24 saat siire ile uygulandi.

Hiicre sayim

Pasaj1 yapilan hiicrelerin ekiminin yapilabilmesi i¢in mililitrede bulunan hiicre sayisinin

belirlenmesi, hiicre kiiltiirii ve sitotoksisite ¢aligmalari i¢in 6nem arz etmektedir.
Bu amagla hiicre sayimi i¢in asagidaki yontem uygulandi.

1. Siispanse hale getirilmis hiicrelerden 10 pL alind1 ve 10 uL Tyrpan blue boyasi
eklenerek karistirildi (Tyrpan blue membran biitiinliigli bozulmus olan 6l
hiicrelerin igerisine girerek hiicreleri mavi renge boyarken, canli hiicreler bu boya
ile boyanmazIlar).

2. Neubauer laminin iizerinde yer alan her iki bélmeye de hazirlanan karigimdan 10’ar
uL lamin yiizeyini kaplayacak sekilde pipetlenerek inverted mikroskop altinda
hiicrelerin sayimi1 yapildu.

3. Neubauer laminin dort kosesinde ve ortasinda bulunan biiyiik karelerin icerisinde
yer alan canli hiicreler sayildi.

4. Toplam hiicre sayis1 5’e boliinerek her bir karede bulunan ortalama canli hiicre
say1s1 hesaplandi.

5. Toplam hacim hiicre siispansiyonun hacmine oranlanarak (20/10=2) dillisyon
katsayisi belirlendi ve son olarak asagidaki formiil kullanilarak canli hiicre sayisi

hesaplandi.

Canl1 hiicre sayisi/mL = Ortalama canli hiicre sayis1 x Diliisyon katsayis1 x 10.000

44



Sekil 16. Neubauer laminin {izerinde yer alan kareler
Mikroplakalara hiicrelerin ekilmesi

Flasklarda bulunan hiicre siispansiyonu steril pipetler ile flasklardan ¢ekilerek 15 mL’lik
steril falkon tiiplere alindi. Bu tiipler 2000 rpm’de 4 dakika santriifiijlendi ve siipernatant kismi1
vakum pompasi ile aspire edildi. Falkon tiipte pellet halde bulunan hiicrelerin {izerine 1 mL
DMEM besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Daha sonra hiicre siispansiyonu pipet ile ¢ekilerek
50 mL’lik steril falkon tiipe aktarildi ve {izerine 19 mL DMEM besiyeri eklenerek vortekslendi.
96 kuyucuklu mikroplakalarin her bir kuyucuguna 1 x 10* hiicre/mL yogunluk olacak sekilde
hiicre ekimi yapild1 ve mikroplaka bir gece boyu 37°C’de, %95 nemli ve %5 CO;’li ortamda
inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin test bilesikleri ile muamelesi

Caligsma kapsaminda MCF-7 meme kanseri hiicre serileri iizerine uygulamasi yapilan test
bilesigi olan AKT inhibitori-IV’in 0,1, 1, 1,5, 2,5 ve 5 uM’lik konsantrasyonlar1 ile
tamoksifenin 5, 10, 25 ve 50 uM’lik konsantrasyonlar1 hazirland1 ve mikroplakara 200 puL
ekildi. Ayn1 miktarda ¢oziicii (DMSO) ve kontrol grubu (DMEM besiyeri) hiicrelerin ekimi
yapilan mikroplaka kuyucuklarina Sekil 17°de gosterilen diizende eklendi. 24 saat %5 CO>’li
inkiibatorde 37°C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda uygulanan AKT inhibit&rii-
IV’iin ve tamoksifenin hiicre canliligina olan muhtemel etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile belirlendi.
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Sekil 17. 96’11k mikroplaka diizeni
Hiicre Canhihiginin ve In Vitro Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Test bilesiklerinin hiicreler iizerine sitotoksik etkisi, sitotoksisitenin belirlenmesinde

yaygin olarak kullanilan ve bir enzimatik yontem olan MTT yontemi ile belirlendi.

Bu yontem MTT bilesiginin tetrazolium halkasini parcalayabilmesi 6zelligine dayanir.
Bilesik (MTT) canli hiicrelere absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz
tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢éziinmeyen formazana indirgenir (Denizot
and Lang 1986; Hordkova et al. 2001). Bu reaksiyon yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu
hiicrelerde gerceklesir. Buda hiire canliliginin bir belirteci olarak kabul edilir ve olusan renk

spektrofotometrik olarak ol¢iilerek yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir.

N /@ indirgenme /N_NH
74 N B
| N N=N
—N —_—

MTT Formazan H,C

Sari Mor
Sekil 18. MTT ve formazan iiriiniin kimyasal yapis1

[k olarak MTT ¢bzeltisi 0,5 mg/mL konsantrasyonda steril fosfat tamponu igerisinde
hazirlandi. Test bilesikleri ile hiicrelerin muamelesini takiben, mikroplakadaki her bir
kuyucukta bulunan medyum aspire edildi ve her bir kuyucuga hazirlanan MTT soliisyonundan

100 pL ilave edilerek 3 saat siireyle %5 CO2’li inkiibatérde 37°C sicaklikta inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki MTT soliisyonu aspire edildi ve her bir kuyucuga 50 uL
dimetilstilfoksit (DMSO) ilave edildi. Kuyucuklarda bulunan hiicrelerin optik dansisiteleri
(OD) ELISA mikroplaka okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda
Olclildii (Mosmann 1983). Kontrol kuyucuklar1 (sadece medyum bulunan kuyucuklar)
okutularak, elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu deger %100 canli hiicre
olarak kabul edildi. Tamoksifen ve AKT inhibitorii-IV uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranlandi ve yiizde canlilik degerleri
hesapland1 (Tekin vd 2015; Koran vd 2017). Bu deneyler birbirinden bagimsiz olarak, farkli
giinlerde en az 10 kez tekrarlanda.

‘MCF-7, 24 saat

Sekil 19. AKT inhibitéri-IV ve tamoksifen uygulanmis MCF-7 hiicrelerine ait MTT
uygulanmis 96’11k mikroplaka diizeni

Etkin dozun (ICso) belirlenmesi

Yapilan MTT analizi verilerine gore AKT inhibitori-IV’iin ve tamoksifenin yiiksek
diizeyde etkisinin hangi dozda gergeklestigi belirlendi. Bilesiklerin uygulanan farkl
konsantrasyonlarindaki etkileri Graphpad Prizm 6 programi aracifiyla degerlendirilerek test
bilesiklerinin hiicreler {izerine inhibe edici konsantrasyon 50 (ICso) degerleri hesaplandi. Bu
basamaktan sonra gergeklestirilecek olan ¢alismalarda hiicrelere test bilesiklerinin belirlenen

etkin dozlarinin uygulamalar1 yapildi.

Apoptozun Kolorimetrik Olarak Belirlenmesi (CDDE)

Yontemin prensibi

CDDE (Cell Death Detection ELISAPMUS) kiti apoptozun in vitro olarak
degerlendirilmesini saglar. Yontemin esasi, hiicre oliimii ile artan DNA fragmantasyonu

sonucunda agiga ¢ikan sitoplazmik histonlarin belirlenmesine dayanir. Apoptoziste goriilen
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endoniikleaz aktivitesi ile DNA’nin yapsinda interniiklozomal kiriklar meydana gelir. Bu

kiriklar mono- ve oligo-niikleozomlarin olusmasina yol agar. Kit icerisinde bulunan Anti-

Histon-Biyotin antikoru histon proteinleri ile etkilesirek apoptoz esnasinda olusan,

sitoplazmadaki kirtk DNA fragmentlerine ve streptavidin ile kapli olan plaga tutunur. Bu

sayede mono- ve oligo-niikleozomlar plak yiizeyine tutunmus olur. Anti-DNA-Peroksidaz

antikoru ise streptavidin kapli plaga baglanir. Kit igerisindeki ABTS susbstrati1 vasitasiyla Anti-

DNA-Peroksidaz aktivitesi tesbit edilir. Boylece her bir 6rnege ait mono- ve oligo-niikleozom

miktar1 kolorimetrik olarak belirlenebilir.

... Anti-Histon-Biotin Anti-DNA-Peroksidaz ~ ABTS substatn
Streptavidin
Niikleozom iceren
Mikroplaka fiumune
duvari

Sekil 20. Apoptozisin kolorimetrik olarak belirlenmesi (CDDE) prensibinin sematik gosterimi

Kit icerigi

» Anti-Histon-Biotin, 1 mL saf su ile sulandirild1 ve 10 dk vortekslendi.

» Anti-DNA-POD, 1 mL saf su ile sulandirildi ve 10 dk vortekslendi.

» Coating solution’dan 1 mL alinip iizerine 9 mL saf su eklendi ve karigtirildi.
Kullanimindan hemen 6nce 1 mL Anti-Histon-Biotin antikoru ile 9 mL coating
buffer karigtirildu.

» Washing buffer 15-25°C arasinda 1sitildi ve 40 mL alinarak {izerine 360 mL saf su
eklenerek karistirildi.

» Incubation buffer’da