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Kanser, yiiksek 6liim oranlari nedeniyle tiim diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu
olarak kabul edilmektedir. Ozellikle kadmlar arasnda yaygmn olarak goriilen meme
kanseri, agresif invazyon, erken metastaz, kemoterapotik ilaglara kars1 gelisen direng ve
yiiksek mortalite nedeniyle onde gelen O6lim nedenlerinden biri olarak dikkat
¢ekmektedir. Son yillarda gergeklestirilen galismalar, kanser ve mikrobiyota arasinda
onemli bir iliski kurmaktadir. Bagirsak mikrobiyota cesitliliginde meydana gelen
degisiklikler meme kanseri de dahil olmak {izere birgok kanserin gelisiminde ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte giincel ¢aligsmalar, bazi
spesifik mikrobiyota bilesenlerinin ve iirettikleri metabolitlerin anti-kanser potansiyeli
nedeniyle kanser tedavisinde kulanilabilirligine isaret etmektedir. Mevcut tez
caligmasinin amaci, kansere direngli kor kostebek faresi Spalax sp. bagirsak
mikrobiyotasindan izole edilen Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 susu kaynakli
postbiyotik mediatorlerin (PM), MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar
kullanilarak anti-kanser etkilerini belirlemektir. Hicreler degisen dozlarda PM ile
muamele edilmis ve potansiyel anti-kanser etkileri MTT, apoptoz, hiicre dongiisii, koloni
olusumu, hiicre gogii ve gen ifade analizleri ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar,
PM’lerin meme kanseri hiicrelerinde segici sitotoksisite sergiledigini, meme kanseri
hiicrelerinde koloni olusumunu ve hiicre hareketliligini 6nemli derecede azalttigini,
reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini arttirdigini ve MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla
MCF-7 hiicrelerinde daha fazla etkinlik sergiledigini gdostermektedir. Sonug¢ olarak,
tamamlanan tez ¢alismasi mikrobiyotanin faydali iiyeleri tarafindan tretilen PM’lerin
meme kanserini 6nlemek veya tedavi etmek amaciyla profilaktik ya da terapotik bir ajan
olarak tasarlamasina yonelik dogal, alternatif ve yeni bir yaklagim sunmaktadir.
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Cancer is recognized as a significant health issue worldwide due to high mortality rates.
Breast cancer, commonly seen among women, gain attention as one of the leading causes
of death because of its aggressive invasion, early metastasis, development of resistance
against chemotherapeutic drugs, and high mortality. Recent studies have established a
significant relationship between cancer and microbiota. Changes in the diversity of gut
microbiota play an important role in the development and progression of many cancers,
including breast cancer. Moreover, current researches indicate that certain specific
microbiota components and their metabolites could be utilized in cancer treatment due to
their anti-cancer potential. The aim of this thesis is to determine the anti-cancer effects of
postbiotic mediators (PMs) derived from Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 which is
isolated from the gut microbiota of the cancer-resistant mole-rat Spalax sp., using MCF-
7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. Cells were treated with different doses of
PMs, and their potential anti-cancer effects were evaluated through MTT, apoptosis, cell
cycle, colony formation, cell migration, and gene expression analyses. The results
indicate that PMs exhibit selective cytotoxicity in breast cancer cells, significantly reduce
colony formation and cell motility, increase the production of reactive oxygen species,
and exhibit greater efficacy in MCF-7 cells compared to MDA-MB-231 cells. In
conclusion, this thesis provide a natural, alternative, and novel approach for the
development of PMs derived from beneficial members of microbiota as prophylactic or
therapeutic agent for the prevention or treatment of breast cancer.
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1. GIRIS

Her y1l yiiz binlerce insanin 6liimiine neden olan kanser, tedavi edilmesi oldukga zor bir
kiiresel saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Diinya ¢apinda kansere bagli meydana
gelen morbidite ve mortalite nedenlerinden biri olan meme kanseri ise kadinlar arasinda
en sik tan1 konulan hastaliklarin baginda gelmektedir. Meme kanseri tedavisi amaciyla
uygulanan en yaygin yontemler kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidaheleleri
kapsamaktadir (So ve El-Nezami 2017). Ancak, mevcut tedavi yontemleri kanser
hiicreleri ile birlikte ¢evredeki saglikli hiicreleri de etkilemekte ve yan etkilere sebebiyet
verebilmektedir. Dolayisiyla, kanseri tedavi etmek veya 6nlemek i¢in daha giivenilir ve

dogal biyolojik yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda mikrobiyota-konak iligkisini kesfetmeye yonelik gergeklestirilen ¢alismalar
oldukc¢a 6nemli kabul edilmektedir. Mikrobiyota-kanser arastirmalarindan elde edilen
veriler ise tan1 ve tedaviye yonelik farkli bir bakis agis1 sunmaktadir. Mikrobiyota, konak
lizerinde ya da i¢inde farkli nislere lokalize ve adapte olmus mikroorganizmalar i¢in
kullanilan genel bir terimdir. Insan bagirsaginda, viicudun hiicre sayisindan daha fazla
olmak tizere 100 trilyondan fazla simbiyotik mikroorganizma bulunmaktadir (Sanders vd.
2019). Mikrobiyotayr olusturan bu mikroorganizmalar konak igin olduk¢a Onemli
faydalar saglamaktadir. Zararli maddelerin detoksifikasyonu, K vitamini ve B vitaminleri
gibi cesitli vitaminler basta olmak {izere Onemli metabolitlerin iiretilmesi, patojen
gelisiminin Onlemesi ve bagisiklik sisteminin modiile edilmesi gibi 6nemli roller
iistlenmektedirler. Dengeli bir mikrobiyotada bulunan mevcut bakterilerin bazilar1 konak
saglig iizerinde 6nemli ve olumlu etkiler sergilerken, bazilar1 olumsuz kosullar altinda
asir1 ¢ogalarak bireyin saglik durumu tizerinde olumsuz etkiler sergileyebilmektedir.
Dengeli mikrobiyotanin bozulmasi olarak nitelendirilen disbiyoz durumu ise kanserle
iliskilendirilmektedir (Chuah vd. 2019). Dolayisiyla, kanser olusumunda konakgi-
mikrobiyota etkilesimlerini ¢6zmek ve bu tiir bilgileri kanser teshisi ve tedavi siireclerine
uyarlamak son yillarda olduk¢a 6nemli kabul edilmektedir. Giincel bilimsel ¢alismalar,
spesifik mikrobiyota iiyelerinin meme kanseri tedavisinde uygulanabilecegine isaret
etmektedir (Nejman vd. 2020). Mikrobiyota kaynakli faydali mikroorganizmalar

tarafindan {iretilen postbiyotik mediatorler ise kanser hiicre ¢ogalmasini inhibe etme,



apoptozu diizenleme ve otofajik hiicre O6liimiinlin aktivasyonunu tesvik etme gibi
ozellikler sergilemeleri nedeniyle potansiyel anti-kanser ajan olarak umut vaad

etmektedirler.

Bu tez calismasinin amaci, bugiine kadar gergeklestirilen analizler neticesinde tek bir
spontan tiimor gelisimi vakasi kaydedilmemis olan, deneysel olarak indiiklenen
karsinogeneze direnci ile énemli bir model organizma olarak kabul edilen ve essiz
biyolojik karakteristikleri ile dikkat ¢eken kor kostebek faresi Spalax spp.’nin bagirsak
mikrobiyotasindan izole edilen Ligilactobacillus animalis bakterisi tarafindan tretilen
postbiyotik mediatdrlerin meme kanseri tedavisindeki potansiyel etkinliklerini in vitro

kosullarda belirlemektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Kanser, bir grup hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde boliinmelerini siirdiirmeleri neticesinde
meydana gelen onemli bir hastalik grubu olarak tanimlanmaktadir (Hejmadi 2013).
Normal hiicreler devamli olarak boliinme, farklilagsma veya 6limii belirleyen sinyallere
maruz kalmaktayken kanser hiicreleri bu sinyallere karsi kontrolsiiz biiylime ve
cogalmaya yonelik 6zerklik gelistirmektedir. Kontrolsiiz cogalmanin devam ettigi ve
viicudun diger dokularina yayildigi durumlarda ise hastaligin 6liimle sonuglanma ihtimali

yiiksek olmaktadir.

Giliniimiizde 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilen ve kiiresel bir hastalik olarak
nitelendirilen kanser, tiim diinya genelinde kalp damar hastaliklarindan sonra ikinci 6nde
gelen olim nedeni olarak rapor edilmektedir (Wang vd. 2016). 2020 yilina ait
GLOBOCAN verileri, diinya genelinde 19,3 milyon kanser vakasi ve 10 milyon kansere
bagl 6liim meydana geldigini bildirmektedir (Sung vd. 2021). Her iki cinsiyet i¢in 2020
yilina ait kanser insidans ve mortalite oranlarinin diinya ¢apindaki cografik dagilimi Sekil
2.1’de sunulmaktadir. Meydana gelen vakalarin yarisinin ve kanser oliimlerinin %
58,3’1iniin Asya’da meydana geldigi tahmin edilmektedir. Kanser vakalarinin % 22,8’ini
ve kansere bagl 6liimlerin % 19,6’sin1 ise Avrupa temsil etmektedir. Avrupa’y takiben,
Amerika Birlesik Devletleri diinya ¢apindaki insidansin % 20,9’unu, mortalitenin ise %

14,2’sini icermektedir.

Kanser vakalar1 arasinda en sik tan1 konan kanser tiirleri; meme kanseri, akciger kanseri,
kolorektal kanser, prostat kanseri ve mide kanseri olarak siralanmaktadir. Her iKi cinsiyet
i¢cin gdzlemlenen kanser ¢esitlerine ait 2020 yil1 insidans ve mortalite oranlar Sekil 2.2°de
sunulmaktadir. Erkeklerde en sik akciger kanserine rastlanirken, kadinlarda en sik meme
kanseri gozlemlenmektedir. En yiiksek 6liim oranlarina ise akciger, meme ve kolorektal

kanserde rastlanmaktadir (GLOBOCAN 2020).



Okyanusya
254 291 (1.3%

Afrika

1109 209 (5.7%)
Latin Amerika ve Amerika
1470 274 (7.6%)

Kuzey Amerika
2556 862 (13.3%)

Asya
9503 710 (49.3%)

Avrupa
4398 443 (22.8%)

Toplam: 19 292 789

Okyanusya
69 354 (0.70%)

Kuzey Amerika
699 274 (7%)
Afrika
711 429 (7.1%)

Latin Amerika ve Karayipler
713 414 (7.2%)

Asya

5809 431 (58.3%)
Avrupa

1955 231 (19.6%)

Toplam: 9 958 133

Sekil 2.1 Her iki cinsiyet i¢in 2020 diinya kanser insidans (a) ve mortalite (b)
oranlarinin bolgelere gore dagilimi (GLOBOCAN 2020)
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Sekil 2.2 Her iki cinsiyet (a), erkekler (b) ve kadinlar (c) arasinda 2020 yilinda en sik
gortilen ilk 10 kanser ¢esidi i¢in vaka ve 6liim oranlar1 (GLOBOCAN 2020)
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Kanser olgusu viicuttaki farkli hiicre tiirlerinden herhangi birinin kontrolsiiz ¢ogalmasi
sonucunda meydana gelebildiginden dolay1, davramiglar1 ve tedaviye yanitlar
bakimindan birbirinden farklilik sergileyebilen bir¢ok farkli kanser ¢esidi bulunmaktadir.
Temel olarak timorler iyi huylu ve koti huylu olmak iizere iki kategoride
incelenmektedir. iyi huylu tiimérler meydana geldigi konumda sinirl olup viicudun uzak
bolgelerine yayilim gostermezken, kotii huylu tiimorler gevrede bulunan saglikli dokuyu
istila edebilmekte ve dolasim veya lenfatik sistemler araciligiyla viicudun diger
bolgelerine  yayilim  gosterebilmektedir. Kaynaklandiklari  hiicre tipine  gore
degerlendirildiklerinde ise karsinom, sarkom ve losemi/lenfoma olmak {izere ii¢ ana
kanser tipi bulunmaktadir. Kanserlerin biiyiik bir ¢gogunlugunu olusturan karsinomlar
epitelyal hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Sarkomlar ise kas, kikirdak, kemik ve fibroz
doku gibi bag dokularindan kaynaklanan kati tiimorleri kapsamaktadir. Digerlerine
kiyasla daha az meydana gelen lenfoma ise kan olusturan hiicrelerden ve bagisiklik

sistemi hiicrelerinden kaynaklanmaktadirlar (Cooper 2000).

Normal bir hiicrenin tiimor hiicresine doniismesi ve gogalarak bir kitle olusturmasi olarak
tanimlanan karsinogenez siirecinde, normal hiicreler asamali olarak neoplastik bir duruma
evrimlesmekte ve ayirt edici yetenekler kazanmaktadir. 2000°1i yillarda kanser hiicreleri
icin alt1 temel ayirt edici 6zellik oldugu belirtilmistir (Hanahan ve Weinberg 2000).
Ancak son yillarda, bu 6zelliklere hiicresel metabolizmanin diizenlenmesi ve bagisiklik
tahribatinin dnlenmesinin eklenmesiyle sekiz temel ayirt edici 6zelligin onemine dikkat
¢ekilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2011). Giincel olarak rapor edilen bu sekiz temel
ayirt edici Ozellik; proliferatif sinyallesmeyi siirdiirmek, replikatif o6limsiizligii
saglamak, vaskiilasyonu indiiklemek/erismek, istila ve metastazi aktive etmek, hiicresel
metabolizmay1 yeniden programlamak, biiylime baskilayicilardan kaginmak, hiicre
Olimiine direnmek ve bagisiklik tahribatini 6nlemek i¢in edinilen yetenekleri
icermektedir (Sekil 2.3). Glinlimiizde kanser kavramsallastirmasinin temel bilesenlerine
dahil edilmek tizere birkag olas1 yeni 6zellik de sunulmaktadir (Hanahan 2022). Bu olasi
ozelliklerler ise; fenotipik plastisitenin kilidini agma, mutasyonel olmayan yeniden
epigenetik programlama, polimorfik mikrobiyomlar ve yaslanan hiicreleri igeren

parametreler olarak bildirilmektedir.
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Sekil 2.3 Kanser hiicrelerinin ayirt edici ve destekleyici 6zellikleri (Hanahan 2022)

Saglikli hiicreler, hiicre biiyiimesini ve boliinmesini yonlendiren biiylime tetikleyici
sinyallerin iretimini ve salmimimi dikkatlice kontrol ederken kanser hiicreleri bu
sinyalleri bozmakta ve kontrolsiiz bliylime gostermektedir. Kanser hiicreleri, bliyiime
faktorii ligandlari iireterek veya tiimor destekleyici stromadaki normal hiicrelerin biiyiime
faktorleri salgilamasini uyararak proliferatif sinyallesmeyi saglamaktadirlar (Bhowmick
vd. 2004). Tiimor hiicrelerinde gozlemlenen ¢ogu mutasyonda, reseptorlerin biiylime
faktorleri tarafindan uyarilmasi sonucunda proliferasyon tetiklenmektedir. Ornegin, Raf
proteininin mutasyona ugramasi sonucunda MAP-kinaz sinyallesme yolagi
uyarilmaktadir. Benzer sekilde, PI3-kinaz da gergeklesen bir mutasyon, PI3-kinaz
sinyallesmesini hiperaktif hale getirmektedir (Yuan ve Cantley 2008, Jiang ve Liu 20009,
Davies ve Samuels 2010). Baz1 kanser hiicrelerinde ise mTOR inaktivasyonu ile PI3-
kinaz sinyallesmesi aktif hale gelmektedir (O’Reilly vd. 2006, Sudarsanam ve Johnson
2010). Kanser hiicrelerinde en sik goriilen genetik degisikliklerden bir tanesi de tiimor
baskilayicilarin  kaybidir. Ornegin; hiicrelerin apoptozunu veya proliferasyonunu
belirlemede biiyiik role sahip olan p53 ve Rb gibi tiimér baskilayict genlerin

inaktivasyonu siklikla gériilmektedir (Kohno ve Yokota 1999). Bununla birlikte, kanser



hiicreleri apoptoz mekanizmasini bozarak hiicre dSliimiinden kagabilme potansiyeline
sahiptir. Hiicre 6liimiiniin 6nlenebilmesi i¢in Bel-2 proteininin (anti-apoptotik) yukari
regiilasyonu ve BH3 proteininin (pro-apoptotik) kaybi1 gerceklesmektedir (Adams ve
Cory 2007, Yip ve Reed 2008).

Normal hiicreler gibi kanser hiicreleri de canliligini siirdiirebilmek ve ¢ogalabilmek i¢in
besine ve oksijene ihtiya¢ duymaktadir. Dolayisiyla dolagim sistemine erisebilmek i¢in
kan damarlarina yakin olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle, kanser hiicreleri 6nceden var
olan bir damar1 sahiplenme veya pro-anjiyojenik sinyallerle yeni damar olusumunu
indiikleme gibi mekanizmalar1 kullanmaktadir (Hanahan ve Folkman 1996, Kuczynski
vd. 2019). Kanser hiicrelerinin sahip oldugu en tehlikeli 6zelliklerden bir tanesi de
metastaz Ozelligidir. Metastaz, tiimor hiicrelerinin meydana geldigi dokudan bagka bir
dokuya yayilmasi ve orada yeni bir tiimdr olusturma durumu olarak tanimlanmaktadir
(Van Denderen ve Thompson 2013). Metastaz durumu kanser nedenli 6liimlerin baslica

nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir.

Tiimoriin hayatta kalma durumu ve fonksiyonu timor mikro-¢evre (TMC) tarafindan
diizenlenmekte ve/veya desteklenmektedir (Wang vd. 2023). Kanser hiicresinin hayatta
kalmasini, lokal istilay1 ve metastatik yayilimini desteklemek i¢in TMC bilesenleri (Sekil
2.4) ile kanser hiicreleri arasinda dinamik bir iligki bulunmaktadir. Kanser kok hiicreleri,
anjiyogenezi tetiklemesine ek olarak biiylime faktorlerini ve hiicre disi matriks
bilesenlerini salgilamas1 sonucunda tliimdriin biiylimesini ve/veya niiksetmesini
destekleyen fibroblastlar ve endotel hiicreler gibi farkli hiicre fenotiplerini
iretebilmektedir (Huang vd. 2015, Nair vd. 2017, Kulsum vd. 2019). Kanser hiicrelerinin
gociinde ve ilerlemesinde, kanserle iliskili fibroblastlar ve tiimor hiicre dist matriks
onemli bir rol oynamaktadir (Erdogan vd. 2017, Barrett ve Pure 2020). Ayrica, timor
TMC’sinde bol miktarda bulunan makrofaj, lenfosit ve miyeloid tiirevli baskilayici
hiicreler (Lee vd. 2018, Lin vd. 2019, Mackey vd. 2019) tiimor olusumu tizerinde olumlu
ya da olumsuz etkilere sahip olmakta ve tiirlerine bagl olarak iyi ya da kotii prognozla
iligkilendirilebilmektedir (Yu ve Fu 2006, Gajewski vd. 2013). Timorle iliskili M2
makrofajlarinin biiylimeyi tesvik ettigi ve immiinosupresyonu tetikledigi bilinmektedir

(Ngambenjawong vd. 2017).
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Sekil 2.4 Tiimdr mikro-gevrenin sematik gosterimi (Hassan ve Seno 2020)

Kanserin tedavisi amaciyla en ¢ok uygulanan geleneksel tedavi segenekleri arasinda
timoriin cerrahi rezeksiyonu, radyoterapi ve kemoterapi yer almaktadir (Arruebo vd.
2011). Bu tedavi yontemleri arasindaki en etkili olan1 erken evrede kanserin cerrahi
rezeksiyonudur. Radyoterapide radyasyon araciligiyla kanser hiicrelerini apoptoza,
nekroza ve/veya yaslanmaya siiriikleyen DNA hasar1 olusturulmasi hedeflenmektedir
(Wang vd. 2018). Ancak, tiimorii ¢evreleyen normal hiicrelerin de hasar gormesi
radyoterapinin kullanimin1 sinirlamaktadir. Kemoterapi ilaglar1 genotoksisite yoluyla
timor hiicrelerini biiyiik 6l¢iide yok eden reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretmektedir
(DeVita ve Chu 2008). Uretilen ROS kag¢imilmaz bir sekilde siradan hiicrelere de zarar
vermekte ve hastada yorgunluk, bulanti, kusma ve sa¢ dokiilmesi gibi doza bagl ¢esitli
yan etkilere neden olmaktadir (Aslam vd. 2014). Ayrica, anti-kanser ilag ile baskilanan
kanser hiicrelerinin kullanilan ilaca karsi direng gelistirmesi de kemoterapinin diger
dezavantajlar arasida yer almaktadir (Shapira vd. 2011). Ilag direncine bagl olarak dozaj
se¢iminde yasanan zorluklar, ilacin diisiik spesifikligi, hizli ila¢ metabolizmasi ve

olusabilecek zararli yan etkiler kemoterapinin kullanilabilirligini smirlamaktadir



(Panigrahi ve Rahman Khuda-Bukhsh 2014). Dolayisiyla giinimiizde dogal ve etkili
alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2 Meme Kanseri

2.2.1 Epidemiyolojisi

Meme kanseri, yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip olmasiyla birlikte 6zellikle
kadinlarda rastlanan 6nemli bir saglik sorunu olarak dikkat ¢ekmektedir. Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi’nin sundugu 2020 yili istatistiki verilerine gére meme kanseri,
her iki cinsiyette meydana gelen toplam 2,3 milyon yeni vaka (% 11,7) ile en sik tespit
edilen kanser tiirlerinin basida yer almaktadir (Sung vd. 2021). Ozellikle kadinlarda,
2020 yilinda en sik teshis konulan kanser ¢esidi olarak rapor edilmektedir (Heer vd.
2020). 2020 yilinda 685.000 kadinda meme kanseri nedenli 6lim meydana geldigi
bildirilmektedir. Bu da kadinlarda 6liimlerin % 16’sina veya her 6 6limden % 1’ine
karsilik gelmektedir (Anderson vd. 2021). Bu rakamlarin gelecek yillarda ozellikle
gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde ve diinyanin bir¢ok yerinde giderek artacagi
diistiniilmektedir. Amerikan Kanser Dernegi’ne gére meme kanseri vaka sayisinin, 2020
yilina kiyasla yaklasik % 47 artig gostererek, 2040 yilinda 28,4 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (Sung vd. 2021).

Ulkelerdeki egitim diizeyi, ekonomik durum, ¢evre kosullar1, beslenme aliskanliklar: ve
yasam tarz1 gibi faktorlerden kaynaklanan farkliliklar nedeniyle diinya genelindeki meme
kanseri insidans ve mortalite oranlar1 (Sekil 2.5) degisiklik gostermektedir (Anderson ve
Jakesz 2008, Sung vd 2021). En yiiksek meme kanseri insidans oranlar1 Avustralya/Yeni
Zelanda, Bati Avrupa, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’da gozlenirken, en diisiik
oranlar Orta Amerika, Dogu ve Orta Afrika ile Giiney-Orta Asya’da gozlenmektedir. En
yiksek Olim oranlart ise Melanezya, Bati Afrika ve Mikronezya/Polinezya’da
bulunurken, diinyanin diger bdlgelerinde bu oranlar farklilik gostermektedir.
GLOBOCAN 2020 verilerine gore, tim meme kanseri vakalarinin dortte birinin
gbzlemlendigi Dogu Asya’y: takiben sirasiyla Kuzey Amerika (% 12.5), Giiney-Orta
Asya (% 11,3) ve Bat1 Avrupa (% 7,5) yiiksek vaka sayilariyla dikkat gekmektedir. Meme
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kanseri kaynakli 6liimlerinin neredeyse yarisi Dogu, Giiney Orta ve Giineydogu Asya’da
gozlemlenirken, 6liim oranlar1 agisindan Kuzey Amerika (% 7,1) ve Bat1 Avrupa (% 6,4)
5. ve 6. sirada yer almaktadir. Ulkemizde ise her y1l meme kanseri insidans ve mortalite
oranlar1 artis gostermektedir (Ferlay vd. 2019). Her 4 kadindan birine meme kanseri
tanis1 konmakta ve tani yasi giderek erken yaslara diismektedir (Tiirkiye Kanser
Istatistikleri, 2017). Kanserle Savas Dairesi Baskanligi Kanser Kayit Birimi kayitlari
2015 yilinda 17.183 kadina meme kanseri tanis1 konuldugunu bildirmektedir (Ozmen vd.
2015). 2018 yilinda ise yeni tan1 alan kisi sayisinin 22.345°e ulasirken (Ferlay vd. 2018),
2020 yilinda bu rakamlarin daha da artarak 24.175’¢ ulastigi rapor edilmektedir
(GLOBOCAN 2020). Diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de kanser goriilme sikligi
cografya, ekonomi, sosyal ve kiiltiirel faktorlerden dolay: farklilik géstermektedir. Buna
bagli olarak, erken menars (ilk adet gérme), gen¢c menapoz, 30’dan biiyiik olan ilk dogum
yasi, normalden az emzirme gibi bircok faktorii kapsayan batilasmis yasam tarzi
nedeniyle Tiirkiye’nin bati kesiminde meme kanseri goriilme sikliginin (50/100.000),
Tiirkiye’nin dogu kesiminden daha fazla (20/100.000) oldugu belirtilmektedir (Ozmen
2013).
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Okyanusya
25873 (1.1%

Afrika
186 598 (8.3%)

Latin Amerika ve Karayipler
210 100 (9.3%)

Asya
1026 171 (45.4%)
Kuzey Amerika

281 591 (12.5%)
Avrupa
531 086 (23.5%)
Toplam: 2 261 419
b.
Okyanusya
5044 (0.74%)
Kuzey Amerika
48 407 (7.1%)
Latin Amerika ve Karayipler
57 984 (8.5%)
Afrika
85 787 (12.5%)
Asya
346 009 (50.5%)

Avrupa
141 765 (20.7%)

Toplam: 684 996

Sekil 2.5 Diinya genelinde meme kanseri insidans (a) ve mortalite (b) oranlar
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2.2.2 Risk faktorleri

Meme kanseri gelisiminde rol oynayan cesitli risk faktorleri Sekil 2.6°da sunulmaktadir.
Bu risk faktorleri arasinda cinsiyet, yas, hormonel faktorler, beslenme aligkanligi, alkol

tilketimi, genetik durum ve radyasyona maruziyet bulunmaktadir.

Yogun meme
dokusu
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Sekil 2.6 Meme kanseri risk faktorleri (Tharu 2023)

Meme kanseri vakalarinin biiyiik bir cogunlugu kadinlarda goriilmektedir. Ozellikle,
meme dokusunun yogun oldugu kadinlarda daha yiiksek meme kanseri riski oldugu
belirtilmektedir (Kim vd. 2020). Kétii huylu tiimor vakalarinin yalnizea % 1’1 erkeklerde
rapor edilmektedir. Neoplazma olgusuna az rastlanmasina ragmen, epidemiyolojik veri
analizleri erkeklerde meydana gelen meme kanseri olusumunda 6nemli bir artis olduguna
isaret etmektedir (Speirs ve Shaaban 2009, Gnerlich vd. 2011). Meme kanseri tanisi
konan erkek hastalardan elde edilen doku 6rneklerinin detayli histopatolojik analizleri,
Ozellikle Bcl-2 proteininin asir1 ifadesi ile iliskilendirilen Gstrojen ve progesteron
reseptorlerinde 6nemli derecede artis oldugunu gostermektedir. Meme kanserine neden

olan diger faktorler arasinda her iki cinsiyette gozlemlenen obeziteye bagli Gstrojen
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seviyesindeki artis ve erkeklerde testislerin hormonal fonksiyon bozuklugu veya
Klinefelter sendromu yer almaktadir (Weiss vd. 2007). Cinsiyetin yani sira yas da meme
kanserinde birincil risk faktorlerinden bir olarak kabul edilmektedir. Meme kanseri
goriilme siklig1 yaslanma ile birlikte artis géstermektedir. 2016 yilinda Amerika’da meme
kanserine bagli 6liimlerin yaklasik olarak % 99,3’iiniin 40 yasindan % 71,2’sinin ise 60
yasindan biiyliik kadinlarda meydana geldigi bildirilmektedir (Siegel vd. 2017). Bu
nedenle 40 yas ve iizeri kadinlarda siklikla mamografi taramasiin yapilmasi

onerilmektedir.

Hormonal durumla ilgili faktorlerin meme kanserine yakalanma riski tizerinde 6nemli bir
etkisi bulunmaktadir. Ozellikle, dstrojene maruz kalma siiresiyle orantili olarak meme
kanserine yakalanma riski artmaktadir. Ostrojene maruziyet, erken adet gorme durumu,
ge¢ menopoz, ilk dogum yas1 ve dogum sayisina bagli olarak farklilik gostermektedir.
Omegin, 15 yas ve sonrasinda meydana gelen menars ile 12 yasindan 6nceki ilk adet
gorme karsilastirildiginda meme kanseri riskinde % 23’likk bir azalma oldugu rapor
edilmektedir (Brinton vd. 1988). Buna bagl olarak meme kanseri riski, menarstaki her
bir yillik gecikmede % 5 ve her dogumda % 10 azalmaktadir (Washbrook 2006, Horn
2017, Dall ve Britt 2017). Hi¢ dogum yapmamis veya ilk hamilelik yasi 30 yasin lizerinde
olan kadinlarda ise meme kanseri meydana gelme riski 2-5 kat daha fazla olmaktadir.
Tamamlanmamis gebeliklerde (spontan ve yapay diisiikler) ise meme kanserine karsi
koruyucu bir etki goriilmemesinin yaninda gebeligin ikinci evresinde artan ve koruyucu
etkisi olmayan progestron nedeniyle risk artis1 gozlenmektedir (Cohain vd. 2017). Ayrica,
menopoza girmemis kadinlarin ayni yastaki menopoz sonrast kadinlara kiyasla meme
kanserine yakalanma riskinin daha yiiksek oldugu, ayn1 zamanda ge¢ menopozun steroid
ifade edilen meme kanserinin gelismesine yatkinlik yarattig1 bilinmektedir (Hamajima
vd. 2012). Ostrojen maruziyetine neden olan diger faktdrler ise oral kontraseptiflerin
kullanim1 ve hormon replasman tedavisidir (HRT). HRT; menopozal veya menopoz
sonrasi kadinlarda ekzojen Ostrojen veya birgok ¢esitli hormon uygulanmasini igeren bir
tedavi cesidi olarak tanimlanmaktadir. Gergeklestirilen meta-analizler, Ostrojen ve
progestojen igceren HRT’nin, Ozellikle progestojenlerin giinliik olarak alinmasi
durumunda meme kanseri riskini biiylik 6lciide etkiledigini ve her yil % 2,7 oraninda

arttirdigim1  gostermektedir (Group vd. 1997). Uzun siireli (>5 yil) hormonal
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kontrasepsiyon tedavisi goren kadinlarda, meme kanserine yakalanma riskinin, hormonal
kontrasepsiyonun sona ermesinden sonraki 5 yil boyunca arttig1 bildirilmektedir (Merch
vd. 2017). Bu tedavi yonteminin 60 yasin iizerindeki bireylerde kullanildiginda ise
hastaligin gelisme riskinin bir miktar azaldigi belirtilmektedir. Dolayisiyla, ileri

yaslardaki kadinlara uygulanmasi daha uygun kabul edilmektedir (Cohain vd. 2017).

Meme kanserine ait vakalarin biiyiik bir cogunlugu aile dykiisiiyle iligkilendirilmektedir.
Anne veya kiz kardes gibi birinci dereceden meme kanseri akrabasi olan kadinlarin,
olmayan kadinlara kiyasla daha fazla hastalik riski tasidigi bilinmektedir (Brewer vd.
2017). Bu iliski epigenetik degisikliklerden ve potansiyel tetikleyici olarak etkinlik
gosteren gevresel faktorlerden kaynaklanmaktadir. Buna bagli olarak, malign meme veya
yumurtalik kanseri olusma riskinin artisi ile iliskili fonksiyon bozukluklarina neden olan
en onemli genler, hiicredeki tlimor baskilayici genlerin islevini yerine getiren BRCAL1 ve
BRCA2 genleri olarak tanimlanmaktadir (Antoniou 2003). BRCA proteinleri, timor
olusumunu engellemeye yonelik DNA hasarini onarmaya dayali bir timor baskilama
mekanizmasinda yer almaktadir. Dolayistyla, BRCA genlerindeki delesyon ve/veya
fonksiyon kaybina yonelik mutasyonlari, DNA onarim etkinliginin azalmasina neden
olmakta ve kanserli hiicrelerin artigina yol agarak meme kanserine yakalanma riskini bes

ile alt1 kat oraninda arttirmaktadir (Kuchenbaecker vd. 2017).

Alkol tiiketimi, sigara kullanim1 ve kotii beslenme aligkanligi gibi yasam tarzina yonelik
faktorler de meme kanseri gelisimi agisindan 6nemli risk faktorleri olarak kabul
edilmektedir. Asirt alkol tiiketimi, kanda bulunan Gstrojen iligkili hormon seviyesinin
yiikselmesine ve Ostrojen reseptdr yolaklarinin indiiklenmesine bagli olarak meme
kanseri olusumunu tesvik etmektedir. Gergeklestirilen ¢aligmalar, 35-44 gram giinliik
alkol aliminin, meme kanseri riskini % 32 oraninda arttirdigini, ilave her 10 gram alkol
aliminin ise bu oranda % 7,1°lik bir artisa sebebiyet verdigini rapor etmektedir (Hamajima
vd. 2002, Jung vd. 2016). Titiin igerisindeki baz1 maddelerin ise kanserojen ozellikler
sergiledigi bilinmektedir. Benzopiren; DNA metilasyonunda bozulmalara, gen ifadesinin
diizensizlesmesine ve genomik biitiinliigiin kaybina neden olmaktadir. 4-aminobifenil ise
DNA eklentilerinin  olusumunda rol oynayarak meme Kkanseri olusumunu
desteklemektedir (Sadikovic ve Rodehiser 2006, Sheikh vd. 2017).
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Beslenme aliskanligi ise meme kanseri gelisiminde 6nemli rol alan bir diger faktor olarak
belirtilmektedir. Doymus yaglar ve seker agisindan zengin olan yiiksek kalorili besinlerin
asir1 tiiketimi ve ®-3 yag asitleri, dogal antioksidanlar, lif i¢eren saglikli gidalarin az
tikketimiyle karakterize edilen hareketsiz yasam tarzi obeziteye neden olmaktadir. Olusan
mevcut metabolik durum ise, yag dokusu iltihabinin artmasina katkida bulunmakta ve
meme kanseri gelisimi ve ilerlemesi i¢in uygun kosullar sunan mikro-cevreye neden
olmaktadir. Doymus yaglar, karbonhidratlar ve islenmis et riinlerinin asir1 tiiketimi
endojen Ostrojen, insiilin benzeri biiylime faktorleri ve pro-inflamatuvar sitokinlerin
dolagimdaki seviyelerini arttirmakta ve buna bagli olarak meme kanseri i¢in potansiyel
risk olusturmaktadir. Buna karsilik lif, ®-3 ¢oklu doymamis yag asitleri, C ve E
vitaminleri, meyve ve sebzeler ise oksidatif stresi ve kronik inflamasyonu azaltarak
koruyucu bir etki sergilemektedir (Skouroliakou vd. 2018). Dolayistyla kilo kontrolii ve
kaliteli beslenmeyi de igeren saglikli bir yasam tarzi, meme kanseri gelisim riskini
azaltabilmek ve tani sonrasi tedavi sonuglarini olumlu yonde etkilemek icin gerekli kabul

edilmektedir.

2.2.3 Gelisimi ve metastazi

Meme kanseri, meme dokusu orijinli hiicrelerin diizensiz biiyiimesi ve ¢ogalmasi
sonucunda meydana gelmektedir (N’Da vd. 2010). Insan memesi, stromal doku ve
glandiiler doku olmak tizere iki tip dokudan olusmaktadir. Stromal dokular memenin lifli
ve yagh bag dokularini icerirken, glandiiler dokular lobiilleri yani siit {ireten bezleri ve
slit tagtyan kanallar1 kapsamaktadir (Sekil 2.7). Meme ayrica hiicresel sivilart ve atiklari

gideren lenfatik bagisiklik sistemi bilesenlerini de igermektedir.
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Sekil 2.7 Insan memesinin anatomik yapis1 (Feng vd. 2018)

Gelisiminin ¢ogu menars ile menopoz arasindaki dogum sonrasi donemde gercgeklesen
meme dokusu, benzersiz ve dinamik bir organdir (Ingthorsson vd. 2022). Ergenlik,
hamilelik ve emzirmeyle bagli donemlerde steroid hormonu ve biiyiime faktorii reseptor
sinyallesmesi nedeniyle biiyiiklik, sekil ve islev acisindan zamanla degisiklige
ugrayabilmektedir (Huebner ve Ewald 2014). Meme gelisim siireci, farkli hiicre tipleri
(kok hiicreler, epitelyal ve stromal hiicreler), hormonlar (6strojenler, progesteron ve
prolaktin), otokrin ve parakrin faktorler arasindaki cesitli etkilesimleri i¢cermektedir
(Ingthorsson vd. 2022, Berliere vd. 2023). Bu siirecte, 6zellikle meme bezinin gelisimini
anlamak meme kanserinin olusumunu kavramak i¢in olduk¢a onemlidir. Meme bezi,
karmagik yapidaki stromada gomiilii ve oldukg¢a dallanmis bir epitelyal tiip agindan
olusmaktadir. Meme epiteli embriyonik gelisim sirasinda epidermal plakoddan

farklilagsmaktadir (Huebner ve Ewald 2014). Bu plakodlar, altta yatan mezenkimin i¢ine
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inerek dogumda mevcut olan bezin gelismemis duktal yapisini olusturmaktadir (Macias
ve Hinck 2012, Huebner ve Ewald 2014). Meme epiteli arasinda kok ve progenitor
hiicrelerden olusan bir hiyerarsi mevcuttur (Visvader ve Stingl 2014, Inman vd. 2015 ).
Epitelyal bolme ic¢indeki bu hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar meme kanserinin
hiicresel kokeni ile baglantili olmaktadir. Bu mutasyonlara siklikla TP53, PIK3CA, MYC,
PTEN, CCND1, FGFR1 ve GATA3 genlerinde rastlanmaktadir (Nik-Zainal vd. 2016). Bu
genler p53, siklin D1, MYC, HER2, FGFR1 ve PTEN gibi hiicre dongiisii modiilatorlerini
kodlamaktadir (Yates ve Desmedt 2017). Genlerdeki hipometillenme durumu gen
aktivasyonunu, onkogenlerin yukari regiilasyonunu ve kromozomal instabiliteyi
indiiklemektedir. Bunun aksine lokusa 6zgii hipermetillenme durumu DNA onariminin
susturulmasina yonelik genin baskilanmasina ve genetik dengesizlige neden olmaktadir.
Bunlara ek olarak, niikleozomal yeniden yapilanmayr ve gen ifadesini susturmak
amaciyla kromatin yapisinda degisiklik yaratan DNA metilasyonu aracili histon kuyrugu
modifikasyonlarini igeren epigenetik mekanizmalar da bulunmaktadir (Ediriweera vd.
2019).

Kanser kok hiicre ve klonal evrim modeli koken hiicre diizeyinde meme kanseri
gelisimini agiklamaktadir (Libow ve Neufeld 2008). Klonal evrim modelinde meme
epitel hiicrelerinde rastgele mustasyonlarin birikmesi sonucunda epigenetik degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu degisikliklerden sonra ‘‘en uygun’’ hiicreler tiimoriin
ilerlemesine katkida bulunmak {izere hayatta kalmaktadir. Kanser kok hiicre modelinde
ise yalnizca Oncii kanser hiicrelerinin baglattigi ve ilerlemeyi siirdiirdiigii bir kanser
gelisim mekanizmas1 savunulmaktadir. Ayrica, iki model arasinda dinamik bir baglanti
saglanarak kanser kok hiicrelerinin klonal evrime ugrayabilecegi oOne siirlilmiistiir.
Normal gelisim ile kanserin molekiiler diizeyde ilerlemesi arasinda paralellikler
bulunmaktadir (Macias ve Hinck 2012, Huebner ve Ewald 2014). Normal gelisim
siirecinde, hiicrelerin birbirleri arasindaki ve g¢evreleriyle siirdiirdiigii iletisim oldukca
karmasik olup sinyal yolaklari tarafindan diizenli bir sekilde kontrol edilmektedir (Hunter
2007). Tumdrigenezde ise bu sinyal yolaklar1 birgogu kanser hiicreleri ve kanser kok
hiicreleri tarafindan diizensizlestirilmekte veya ele gegirilmektedir (Sever ve Brugge
2015). Normal ve saglikli bir meme bezinin gelisim siirecinde kritik role sahip olan ve

islevinin bozulmasi sonucunda meme kanseri kok hiicre fonksiyonlarmi diizenleyen
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sinyal yolaklarindan en onemlileri Ostrojen reseptdrii (ER), insan epidermal biiyiime

faktorii reseptorii 2 (HER2) ve kanonik Wnt sinyal yolaklaridir.

Meme kanserlerinin biiyiik bir kism1 Ostrojene bagimli olarak gelismekte ve ER ifade
etmektedir. ERo, meme epitelinde bulunan ER alt tipi olup meme Kkanserinin
ilerlemesinde kritik bir rol oynamaktadir (Hewitt vd. 2000). Ostrojenin Era’ya
baglanmasi lizerine, aktiflesen ERa ¢ekirdege dogru ilerlemekte ve hedef gen promotor
bolgesindeki duyarli elemente baglanarak gen transkripsiyonunu uyarmaktadir
(McKenna vd. 1999). Era’nin memede timor gelisimini tesvik ettigi mekanizmalardan
biri, siklin D1 ifadesinin indiiklemesine dayanmaktadir (Said vd. 1997, Zwijsen vd. 1997
ve Cicatiello vd. 2004). Siklin D1, ¢ogu kanser hiicresinde hiicre dongiisiiniin G1°den S
fazina ilerlemesini kontrol eden sikline bagimli kinaz 4 ve 6’nin 6nemli bir aktivatoriidiir

(Lundberg ve Weinberg 1999).

Normal dokularda diisiik diizeyde HER2 membran proteini ifade edilirken meme
kanserinde HER2’nin asir1 ifadesi gozlemlenmektedir. HER2 sinyal yolu, membran
reseptorlii ve ligandlari, protein kinazlari ve cesitli hiicresel fonksiyonlar1 etkileyen
diizenleyici genlerden olusan karmasik bir sinyallesme agmna sahiptir. HER1, HER2,
HER3 ve HER4 olmak iizere dort transmembran reseptorii arasindan HER2 meme
kanserindeki en baskin tirozin kinaz reseptorii olarak kabul edilmektedir (Normanno vd.
2005). Ligand araciligiyla aktif hale gelen HERZ2; hiicre proliferasyonunu, hiicrenin
hayatta kalmasini ve transkripsiyon yolaklarinin sinyal ¢evrimininin ve aktivatoriiniin

etkinligini arttirmaktadir (Serra vd. 2011).

Meme kanserinin 6nemli bir kisminda Wnt aktivitesinin yukar1 regiilasyonu rapor
edilmektedir. Buna bagli olarak meme kanserlerinin % 60’1 yiiksek seviyelerde B-katenin
ifadesi ile karakterize edilmektedir (Howe ve Brown 2004). Wnt sinyal yolagi, plazma
zarindaki hiicre-hiicre baglantilarinin  yapisal bir bileseni veya ¢ekirdekteki
transkripsiyonun bir diizenleyicisi olabilen iki islevli bir protein olan B-katenin’in
stabilizasyonuna neden olmaktadir. Normal kosullar altinda, serbest halde sitoplazmada
bulunan B-katenin, APC, Axin ve GSK3p kinazini i¢eren ¢oklu protein kompleksinin
etkisiyle par¢alanmaktadir (Behrens 1999). Ancak, bu mekanizmanin bir Wnt ligandi ile
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uyarilmasi sonucunda bu protein kompleksinin aktivitesi inhibe edilmektedir. Buna bagh
olarak, sitozolde bulunan B-katenin seviyeleri yiikselmekte ve B-katenin’in g¢ekirdege
girisi artmaktadir. Cekirdege ilerleyen B-katenin gesitli spesifik hedef genlerin ifadesini
uyarmaktadir. Transkripsiyonel hedef genler arasinda siklin D1 ve c-Myc gibi
onkogenlerin varlig1 ise kanserde asirt Wnt sinyallesmesinin zararli etkilerini anlamak

igin bir ¢ergeve sunmaktadir (Hamada 2009, Giles vd. 2003).

Meme kanseri, basta kemik, akcigerler, karaciger ve beyin olmak iizere bir¢ok organa
metastaz yapabilmektedir (Wang vd. 2019). Ardisik bir dizi asamadan olusan metastaz
(Sekil 2.8), primer tiimor kokenli hiicrelerin gevredeki konak dokuyu lokal invazyonu ile
baslamakta ve kan veya lenfatik damarlarin igine sizmasi ile devam etmektedir (Hunter
vd. 2008, Talmadge ve Fidler 2010). Kan ve lenfatik damar yolu aracilig: ile uzak
organlara yayilabilen tiimér hiicreleri hedef organin parankimine sizmadan, ¢ogalmadan
ve organ igindeki anjiyogenezi tesvik etmeden once, hiicre dongiistinii durdurmakta ve
hedef organ icindeki kilcal yataklara yapismaktadir. Bu adimlar1 gergeklestirirken timor
hiicrelerinin canliligint siirdiirebilmesi i¢in konagin bagisiklik tepkisinden ve apoptotik
sinyallerden kagmasi gerekmektedir (Hunter vd. 2008). Bu adimlarin basarili bir sekilde
tamamlandigi durumda, ‘‘metastaz metastazi’> olarak bilinen ikincil metastaz
tekrarlanabilmektedir (Poste ve Fidler 1980, Talmadge ve Fidler 2010).

Kanallar ve
Kan Damarlari
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Sekil 2.8 Meme kanseri kaynakli beyin metastaz1 (Klaas vd. 2023)
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Invazyon éncesinde tiimér hiicrelerinin hiicre dis1 matrikse (HDM) baglanma sekillerini
degistirmeleri gerekmektedir. Bu bakimdan hiicreler arasi yapismayi artiran kaderin
ailesi, meme kanseri metastazi ile iliskilendirilmektedir (Meirson vd. 2020). E-kaderinin
asag1 regililasyonu, epitelyal meme kanseri hiicreleri ile diger epitelyal hiicreler arasindaki
yapigsmanin kaybina yol acarken, N-kaderindeki ve diger mezenkimal kaderinlerdeki artis
ise tiimor hiicrelerinin stromal hiicrelere yapigsmasina ve ardindan timdr hiicrelerinin
stromaya yayilmasma izin vermektedir (Cavallaro ve Christofori 2004). Invazyon
sirasinda, HDM bozularak doku sinirlarinin istila edilmesine olanak saglamaktadir.
Tiimdr hiicreleri, integrinler (fibronektin, laminin, kollajen, fibrinojen ve vitronektin gibi
HDM bilesenleri iizerinde bulunan transmembran reseptorleri) araciligr ile HDM’ye
baglanmaktadirlar (Mego vd. 2010, Li ve Feng 2011). HDM’nin bozulmasina ise
metaloproteinazlar ve {irokinaz plazminojen aktivatér sistemi (UPA) aracilik
etmektedirler (Egeblad ve Werb 2002, Dang vd. 2005). Dolayisiyla, hasta UPA seviyeleri
uzak metastaz gelisiminin giivenilir bir gostergesi kabul edilmektedir (Harbeck vd. 2004).

Invaziv bir fenotip elde etmek igin tiimér hiicrelerinin meydana geldigi birincil bdlgeden
gbc etmesi gerekmektedir. Bu baglamda tiimdr hiicreleri tek tek veya koordineli olarak
goc edebilmektedirler (McSherry vd. 2007). Toplu go¢ eden tiimor hiicreleri HDM
boyunca kollajen lifleri boliinmiis bir sekilde tiip benzeri mikro kanallar olusturmaktadir.
Diger yandan tek tek go¢ eden tiimor hiicreleri, proteaza bagimli mezenkimal hareket
veya proteazdan bagimsiz amipoid hareket ile go¢ etmektedirler. Ayrica, TMC’nin
metastaz1 etkiledigi disiinilmektedir (Wang vd. 2020). Fibroblastlari, bagisiklik
hiicrelerini, endotel hiicrelerini ve HDM’yi iceren mikro-¢evre, tiimor biiyiimesini
diizenlemektedir (Kiehn ve Car 2017). TMC ile etkilesimler in situ meme kanserinin
metastatik meme kanserine ilerlemesine neden olmaktadir (Cordeiro 2014). Ornegin,
mikro-cevrede toplanan makrofajlarin invaziv olmayan meme timdr hiicrelerinde
anjiyogenezi indiikledigi ve malign transformasyonu tesvik ettigi bilinmektedir (Lin ve
Pollard 2007). Ayni zamanda bilimsel kanitlar tiimor hiicrelerinin hedef organlara
yonlendirilmesinde kemokinlerin rol oynadigini gostermektedir. Buna bagli olarak,
meme kanseri dokusunda kemokin reseptorii 4’iin yiiksek oranda ifade edilirken kemokin
ligand1 12°nin daha ¢ok lenf diigimleri, akciger, karaciger ve kemik iliginde yiiksek

oranda ifade edildigi; ince bagirsak, bobrek, beyin, deri ve iskelet kasinda ise az ifade
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edildigi bilinmektedir (Miiller vd. 2001). Anjiyogenez de metastaz gelisiminde 6nemli
role sahip faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Farhat vd. 2009). Tiimoér hiicreleri,
sahip oldugu anormal kan damar yapisi nedeniyle, tiimor hipoksisine neden olan oksijen
kithgma maruz kalmaktadir (Jain 2005). Bu durum tiimér hiicrelerini daha fazla pro-
anjiyogenik faktor iiretmeye tesvik etmesiyle anormal damar yapisinda artis meydana
gelmektedir. Bu dongiiniin neden oldugu siddetli hipoksik mikro-¢evreden kagmak igin

invazif ve metastatik programlar devreye girmektedir (Leite De Oliveira vd. 2011).

2.2.4 Tam yontemleri ve belirtecleri

Meme Kkanseri tanisi, gorlntileme teknikleri ve agri veya ele gelen kitle gibi
semptomlarin izlenmesi ile konulabilmektedir (Sekil 2.9). Tanisal goriintiileme teknikleri
ve gorlintii klavuzlugunda gergeklestirilen igne biyopsileri, meme kanserli hastalarin

tanisinda, kanserin evrelendirilmesinde ve tedavi planlamasinda merkezi bir rol

oynamaktadir.
Akinti Topaklanma veya Kalinlasma Cilt degisiklikleri Koltukaltinda agr Meme ucu goriinimiinde
degisiklik
Gorlndr yumru Gukurlagma Meme ucunda gekilme Cilt tahrigi Ciltte gukurlagma

Sekil 2.9 Meme kanseri semptomlari

Mamografi, meme kanseri tespitinde uygulanan temel diyagnostik yaklagimlar arasinda

ilk siralarda yer almaktadir (Smetherman 2013). Memenin X-ray goriintiisii olan tanisal
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mamogramlar, ele gelen bir kitle veya baska bir meme hastaligi semptomu olan ve 6nceki
5 yil icinde meme kanseri dykiisii olan veya anormal bir tarama mamografisi nedeniyle
ek goriintiileme icin geri ¢agrilan kadinlarda uygulanmaktadir. Tanisal mamogramlar,
meme dokusunun bir bolgesinin fokal olarak sikistirilmis ve biiyiitiilmiis gortintiilerini
sunmaktadir. Karsinomlar; Kkitleler, asimetriler ve kalsifikasyonlar seklinde ortaya
cikmaktadir. Bu Kitlelerin sekli yuvarlak, oval, lobiiler veya diizensiz kenar simirlari
belirsiz ve spikiilerdir. Kalsifikasyonlar iyi huylu hastaliklarda biiyiik ve kaba bir
goriinime sahipken karsinomlarda kiimelenmis amorf, belirsiz, pleomorfik veya ince,

dogrusal veya dallanan bir yapiya sahiptir.

Manyetik rezonans goriintiileme (MRG), radyasyon uygulanmasina ihtiyag duymadan
yiksek ¢Oziiniirliiklii goriintii sunan bir goriintiileme sistemidir. MRG zayif segicilik ve
kontrast madde kullanimi nedeniyle bazi 6zel durumlarda tanisal mamografiye yararl bir
yardimc1 olarak uygulanmakta olup rutin olarak kullanilmamaktadir (Van Goethem vd.
2006, Kerlikowske vd. 2011). Memenin MRG’si intravendz kontrast madde enjeksiyonu
sonrasinda lezyonlarin kontrastlanmasina dayanmaktadir. Manganez, demir ve
gadolinyumun genis araliktaki paramanyetik metal iyon kompleksleri MRG kontrast
maddeleri olarak kullanilmaktadir. Bu kontrast maddelerinin kullanim1 bir¢ok yan etki ve
dezavantajla iliskilendirilmektedir. Ornegin, galadyumun transmetilasyona ugrayarak

onemli toksisitelere neden oldugu bilinmektedir (Nounou vd. 2015).

Meme ultrasonografisi, elle hissedilen bulgularda ve diger goriintiileme tekniklerinde
gozlemlenen anormallikler veya slipheli durumlarda uygulanmaktadir. Kistik kitleleri
kat1 kitlelerden kolaylikla ayirt edebilmeyi saglamakta ve kati kitlelerin slipheli ve
biyopsi gerektirecek 6zelliklerini géstermektedir (Athanasiou vd. 2009, Shetty 2011). Bu
teknik, yogun meme dokusu icin yararli bir tan1 yontemi olarak kabul edilmekte ve
mamografide gizlenen meme kanserlerini tespit etmeye olanak saglamaktadir (Bae vd.
2014).

Molekiiler meme goriintileme (MMG), memenin yiiksek c¢oziiniirliiklii fonksiyonel
goriintiilerini saglamak i¢in mamografik konfiglirasyonda kiiciik yari iletken tabanli y

kameralarmin kullanildigi niikleer bir tip teknigidir (O’Connor vd. 2009). MMG
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goriintiileme ajan1 enjeksiyonundan 5 dakika sonra meme iki dedektor arasinda hafifce
sikigtirtlarak goriintii elde edilmektedir. MMG o6zellikle kiiglik meme lezyonlarini

saptanmay1 ve yogun meme dokusuna sahip hastalarda taniy1 kolaylastirmaktadir.

Meme kanseri tanisi i¢in e€n kesin yontem meme biyopsisidir. Meme biyopsisinin birkag
farkls tiirii bulunmaktadir (Palmer ve Tsangaris 1993). Bunlardan en bilinenleri “Ince Igne
Aspirasyon Biyopsisi” ve “Cekirdek igne Biyopsisi’dir. ince igne Aspirasyon Biyopsi
tekniginin prensibi, memeye ince ve igi bos bir igne batirilarak siipheli lezyondan analiz
edilmek tizere hiicre toplamaya dayanmaktadir (Chaiwun ve Thorner 2007). Cekirdek
Igne Biyopsisinde ise daha biiyiik bir igne kullanilmakta ve patolojik analiz igin yaklasik
bir piring tanesi biiytikliigiinde ¢ekirdek olarak isimlendirilen birkag kiiciik doku parcasi
cikarilmaktadir (Neal vd. 2014). Bahsedilen tan1 yontemleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda tanisal dogrulugu arttirmak ve miimkiin oldugunca yanlis negatif
sonucu ortadan kaldirmak amaciyla klinik meme muayenesine ek olarak meme

goriintiileme ve biyopsinin es zamanli olarak gergeklestirilmesi onerilmektedir.

Goriintiileme tekniklerinin yani sira, biyokimyasal biyobelirteglerin kullanimi1 da meme
kanseri hastalarinda tani1 ve tedavi araglar1 olarak kullanilmaktadir. Biyobelirteg,
dokularda veya kan gibi viicut sivilarinda bulunan ve viicutta meydana gelen normal
stirecin  sinyali veya hastalikla baglantili olan herhangi bir molekiil olarak
tanimlanmaktadir (Moar vd. 2023). Cesitli biyobelirteglerin (Cizelge 2.1) kullanilmasi,

meme kanseri tanisi ve takibi i¢in 6nem tasimaktadir (Duffy vd. 2017).

Uygun biyobelirtegler, meme kanseri patogenezinde yer alan hiicresel ve molekiiler
yolaklarin daha iyi anlagilmasina katkida bulunmaktadir. Buna bagli olarak, etkin ve
spesifik biyobelirte¢cler meme kanserli hastalarda uygulanmak iizere etkili terapotik
yaklasimlarin tasarlanmasina ve tedaviye yanitin izlenmesine olanak saglamaktadirlar.
Cesitli bilimsel ¢alismalar, proteinler (6rn., Her2, ER ve Ki67), mRNA’lar (6rn., ERa,
ERp ve ERRY), enzimler (6rn., CEA ve TSGF) ve mikroRNA’lar (6rn., miR-10b, miR-
21, miR-145 ve miR-155) dahil olmak tizere gesitli biyokimyasal biyobelirteglerin meme
kanseri hastalarinin tespiti ve izlenmesi i¢in tani amaciyla Kullanilabilir oldugunu

gostermektedir (Kuroki-Suzuki vd. 2007, Duffy vd. 2017).
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Cizelge 2.1 Meme kanserinde kullanilan biyobelirtegler (Neves Rebello Alves vd. 2023)

timor baskilayict gendir. DNA  hasar
onariminda rol oynayan serin/treonin CHK2
kinaz proteinini kodlamakla sorumludur.

Biyobelirteg Meme Kanserindeki Rolii Kaynak
_ Ptoteln ifadesi, hpcre gogalma51 ve daha (Menon vd. 2019,
Ki-67 yiiksek protein seviyeleri ile Rakha vd. 2022)
iligkilendirilmektedir. '
Ligandla aktive olan ve transkripsiyon faktorii
ER fonksiyonuna sahip niikleer reseptoriidiir. Ana (Mills vd. 2018,
izoformu, hiicre sagkalimi ve c¢ogalmasi ile Fuentes Silveyra 2019)
iligkili olan ER o’dur.
Ligandla aktive olan ve transkripsiyon faktorii
fonksiyonuna sahip niikleer reseptoriidiir. (Hilton vd. 2018,
PR Hiicre dongiisi, farklilagmasi ve Cenciarini ve Proietti
proliferasyonu ile ilgili genlerin ifadesi ile 2019)
iligkilidirilmektedir.
Refeptor sinyali; timor Puyum?sme ve (Nicolini vd. 2018,
HER2 ¢ogalmasina, yapigmasina, hiicre sagkalimina
Harbeck vd. 2019)
ve metastaza yol agmaktadir.
Hiicre  donglisi  durmasi,  farklilasma,
yaslanma, apoptoz, hiicre biiylimesi ve DNA
P53 onariminda rol oynayan timor baskilayici (Shahbandi vd. 2020,
proteindir.  Islevinin  bozulmasi  tiimor Xu et vd. 2021)
olusumu, ilerlemesi ve metastaz1 ile
baglantilidir.
DNA onariminda temel olan tiimér baskilayici
BRCA1/BRCA2 genlerdir. Islev kaybi, verimsiz D“NA onarimi, (Ben Ayed-Guerfali vd.
artan mutasyon oranlari ve timor gelisimine 2021)
katkida bulunmaktadir.
Hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre biiylimesi ve
PTEN hayatta kalma ile ilgili timor baskilayict (Carbognin vd. 2019,
gendir. Gendeki mutasyonlar proliferasyon, Chen vd. 2022)
invazyon ve metastaz ile iliskilendirilmektedir.
Hiicre dongiisiiniin ~ diizenlenmesi, hiicre
prollferasyonlijtnun |nh|b|syo?u, ) 1Dll\(l,?\ (Kleiblova vd. 2019,
CHEK?2 onariminin aktivasyonu ve apoptoz ile iligkili Greville-Heygate vd. 2020,

Boonen vd. 2022)
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Cizelge 2.1 Meme kanserinde kullanilan biyobelirtegler (devami)

ATM

DNA cift iplik kopma onarim mekanizmasi ile
iligkili gendir. DNA onarimina ve hiicre
dongiisiiniin diizenlemesine katilan proteinleri
kodlamaktadir.

(Cunha vd. 2021, Toss vd.
2021, Moslemi vd. 2021)

PALB2

PALB2’yi  kodlayan, ¥ BRCA2  niikleer
lokalizasyonundan ve DNA hasari onarimindan
sorumlu tiimor baskilayict gendir.

(Nepomuceno vd. 2017)

BRIP1

BRCALI ile etkilesime girerek hasarlt DNA’nin
onarilmasina yardimci olan RecQ DEAH
helikaz ailesine ait bir proteini kodlayan timor
baskilayic1 gendir.

(Moyer vd. 2020, Khan ve
Khan 2021)

CDH1

Timor hiicrelerinin goglinii 6nleyen, kanserin
ilerlemesini ve metastazlarini 6nleyen E-kaderin
hiicre—hiicre yapigma proteinini kodlayan timéor
baskilayici gendir.

(Biicker ve Lehmann 2022)

BARD1

BRCA1- DNA hasar1 onarimiyla ilgili baglayici
proteindir. Yiiksek ifadesi daha kotii prognozla
iligkilidir.

(Zhu vd. 2018, Zheng vd.
2021)

PIK3CA

Proliferasyon ve apoptozun diizenlenmesinde
rol oynayan gendir. PI3K proteini, protein
sentezi, hiicre cogalmasi, hayatta kalma, glikoz
homeostazi ve DNA onarimi gibi ¢esitli hiicresel
olaylarda rol oynamaktadir.

(Thorpe vd. 2015, Venetis
vd. 2020, Reinhardt vd.
2022)

2.2.5 Simiflandirilmasi ve evreleri

Meme kanserinin kanallar, lobiiller veya aradaki dokular olmak iizere memenin farkli
bolgelerinde ortaya ¢ikabilen bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Meme kanserinin tiirii
meydana geldigi ve gelisim gosterdigi hiicre kokenine bagli olarak belirlenmektedir.
Hiicre kokeni gbz oniinde bulunduruldugunda meme kanseri; sarkomlar ve karsinomlar
olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Karsinomlara kiyasla daha nadir rastlanan bir meme
kanseri ¢esidi olan sarkomlar, memenin miyofibroblastlar ve kan damari hiicrelerini
iceren stromal bilesenlerinden kdoken almaktadir. Karsinomlar ise siit yapimindan

sorumlu lobiilleri ve terminal kanallar1 kaplayan hiicrelerden olusan memenin epitelyal
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bileseninden kaynaklanmaktadir. Meme kanserlerinin ¢ogunu kapsayan karsinom
grubunun, birincil timor bolgelerine kiyasla invazivlik derecelerine gore birgok farkli
tirti bulunmaktadir. Her bir meme kanseri tiiriiniin farkli prognozu ve tedavi sonucu
oldugundan, farkli alt tipler arasinda kesin ve dogru bir ayrim yapabilmek olduk¢a 6nemli
kabul edilmektedir. Patolojik 6zelliklerine ve invazivlik derecelerine gore, yaygin olarak
rastlanan meme kanserleri invaziv olmayan (in situ) ve invaziv meme kanserleri olarak

degerlendirilmektedir.

Invaziv olmayan (in situ) meme kanseri bulundugu lobiil veya kanallardan uzaklasmamis
kanser tiiriidiir (West vd. 2017). invaziv olmayan meme kanseri, in situ duktal karsinoma,
siit kanallarinda meydana gelmekte ve dokunun gevresine veya digina yayilim
gostermemektedir. Gelisim gosteren atipik hiicreler her ne kadar lobiillerin veya
kanallarin digindaki dokulara yayilmamis olsalar bile ilerleyen zamanda yayilim
gostererek invaziv meme kanserine doniisebilmektedirler. Benzer sekilde, lobiillerde
gozlemlenen in situ lobiiler meme karsinomu da lobiillerin disina yayilim gostermemesi

nedeniyle invaziv olmayan kanser tiirii olarak kabul edilmektedir.

Invaziv meme kanserinde ise timér hiicreleri lobiillerin veya siit kanallarinin iginde
meydana gelmekte ve yakinindaki dokulara yayilmaktadir (Harris vd. 2016). Bu kanser
tiiri kadinlarda en sik goriilen karsinom ¢esiti olarak rapor edilmektedir (Prabhakaran vd.
2017). Meme kanserlerinin % 10 ile % 15’ini olusturan infiltre lobiiler karsinoma veya
invaziv lobiiler karsinoma (ILK), memenin siit bezlerinden kaynaklanmakta ve viicudun
diger bolgelerine yayilmaktadir (N’Da vd. 2010). Infiltratif duktal karsinoma veya
invaziv duktal karsinoma (IDK), memenin siit kanallarindan kaynaklanmakta ve
kanallarin duvarina kadar uzanmasiyla birlikte meme yag dokularini ve viicudun diger
kisimlarini istila etmektedir (Somiari vd. 2003). IDK, meme kanseri teshislerinin % 80’ini
olusturan en yaygin meme kanseri tiirii olarak kabul edilmektedir (N’Da vd. 2010).
Invaziv meme kanserinin viicudun farkli organlarma yayilmasi metastatik meme kanseri
tiirline isaret etmektedir (Stevanovic vd. 2006). Meme kanseri vakalarinin hemen hemen
% 90-95’ini IDK ve ILK olusturmasina ragmen mediiller karsinom, miisindz karsinom,
tiibiiler karsinom, fillod timdrii, memenin paget hastalig1 ve inflamatuvar meme kanseri

gibi nadir goriilen meme kanseri tiirlerine de rastlanmaktadir (N’Da vd. 2010).
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Meme kanseri, biyolojik ve fenotipik olarak heterojen bir hastalik olmasi nedeniyle
tedaviye yanit vermede farkliliklar sergilemektedir. Dolayisiyla yalnizca morfolojik
simiflandirma (niikleer derece, tiibiiler derece, mitotik indeks, histolojik derece ve mimari
Ozellikler) ve klinik patolojik parametreleri (timo6r boyutu, lenf nodu tutulumu, metastaz),
meme tiimoriiniin patofizyolojisini ortaya koymakta yetersiz kalmaktadir. Dolayisiyla,
timorleri siniflara ayirmak amactyla meme kanserinin molekiiler niteliklerini analiz
etmek olduk¢a 6nemli kabul edilmektedir. Kiiresel gen ifade profilleme ¢alismalarina
gore 5 molekiiler meme kanseri alt tipi (Sekil 2.10) bulunmaktadir (Perou vd. 2000).
Bunlar HER2’yi asir1 ifade eden, Luminal A, Luminal B, Triple negatif, bazal benzeri
meme kanserleri ve normal benzeri timorlerdir. En yiiksek 6liim oranina sahip olan triple
negatif meme kanseri, yiiksek bir histolojik dereceye ve proliferasyon oranina sahiptir
(Foulkes ve Reis-filho 2010). Ayrica, duktal histoloji ile karakterize edilmekte ve ER,
progesteron reseptorii (PR) ve HER2 ifade eksikligi ile iliskilendirilmektedir. Luminal A
tipi tiimorler, ER ve/veya PR’nin bulunmasi, HER2’nin bulunmamasi ve hiicre ¢ogalma
isaretgisi olan Ki-67’nin diistik ifade seviyesi ile tanimlanmaktadir (Roy vd. 2023). Klinik
olarak diisiik dereceye sahip Luminal A tiimorleri yavas bilylime gostermekte ve daha az
niiks etme potansiyeline sahiptir. Luminal B tiimérleri ise, Luminal A’ya nispeten daha
yiiksek dereceli olmakta ve daha kotii prognoz sergilemektedirler. ER pozitif ve PR
negatif olabilen Luminal B timorleri yiiksek Ki-67 ifadesine sahiptirler. HER2 ve bazal
benzeri tiimorler tipik olarak daha agresif davranisla iliskilendirilmektedir. Bu kanser
tirlerinde HER2’nin asir1 ifadesi mevcuttur (Perou vd. 2000). Bir kism1 ER’yi de ifade
etmekte ve luminal B olarak siniflandirilmaktadir (Bernard vd. 2009). HER2 pozitif
timorlerin 6nemli bir kismi ER pozitiftir ve luminal B alt grubuyla kiimelenmektedir.
Normal benzeri tiimdrler ise, luminal ve bazal benzeri kanserler arasinda orta bir prognoz

sunmakta ve yag dokusunun gen 6zelliklerini ifade etmektedir.
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Luminal A (~%40)
HR+ (ER+ ve/veya PR+), HER2-

Normal benzeri (~%2-8)
HR+ (ER+ ve/veya PR+), HER2-

Luminal B (~%20)
HR+ (ER+ ve/veya PR+), HER2+/-

Sekil 2.10 Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi (Wawruszak vd. 2021)

Meme kanseri tanis1 konulduktan sonra uygun tedavinin ve prognozun belirlenebilmesi
icin kanserin evrelendirilmesi gerekmektedir. Meme kanserinin evreleri (Sekil 2.11)
tiimoriin boyutuna, tiirline ve tiimor hiicrelerinin meme dokularina ne kadar yayilim
gosterdigine bagli olarak belirlenmektedir (Heim vd. 1997). Evre 0, invaziv olmayan
timori tanimlarken, evre I-1V, invaziv timorleri igermektedir. Evre 0, kanser hiicresi
olan ve kanser hiicresi olmayan hiicrelerin tamaminin memede timoriin gelisim
gosterdigi sinirlar igerisinde bulundugunu ve ¢evre dokularda herhangi bir invazyonun
gerceklesmedigini gosteren asama olarak kabul edilmektedir (Moos vd. 1998). In situ
duktal karsinoma bu evre igin ornek olarak gosterilmektedir. I. evre invaziv meme
karsinomunda ise mikroskobik invazyon gozlemlenmektedir (Segal vd. 2001). Timor
capinin biiyilikliigiine ve lenf diigiimiiniin dahil olup olmamasina bagl olarak IA ve IB
olmak {izere iki alt kategoride ele alinmaktadir. Evre 1A, 2 cm ¢ap boyutuna kadar olan
ve lenf diiglimlerinin karsinogenez siirecine katilmadigi evredir. Evre IB ise, lenf
diiglimlerinde gozlemlenen 0,2 mm ¢apindan biiylik olan tiimdrlerin bulundugu evre

olarak tanimlanmaktadir. II. evre, tlimoriin koltuk alt1 lenf diigiimlerinde veya sentinel
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lenf diigtimlerinde bulundugu ancak memede bulunmadig1 evre olarak kabul edilmektedir
(Moran vd. 2014). 11A evresindeki tiimorler 2 cm’den kiigiik 5 cm’den fazla olamazken
I1B evresindekiler daha biiyiik olabilmektedir. III. evre meme kanseri ise 1A, 11IB ve
IIIC olmak tizere ii¢ alt kategoride incelenmektedir (Jacquillat C. 1989). I1IA, memede
tiimdr bulunmadigr ancak 4-9 aksiller lenf diigiimiinde veya sentinel lenf diiglimlerinde
bulundugu evre olarak nitelendirilmektedir. I11B evresinde, herhangi boyutta olabilen
tiimorler memenin 9 koltukalti lenf diiglimiine ya da sentinel lenf diiglimlerine
yayilabilmektedir. IIIB evre kanseri ciltte sislik veya iilsere neden olabilen inflamatuvar
meme kanseri olarak kabul edilebilmektedir. I11C evresi ise, 10 ve/veya 10’dan fazla
koltuk alt1 lenf diigtimlerine ve klavikula bolgesindeki lenf diiglimlerine dogru yayilim
gosteren tlimorlerin siirece dahil oldugu evredir. 1V. evre ise kanserin ileri ve metastatik
evresidir. Bu evrede memede gelisim gosteren tiimor akciger, kemik, karaciger, beyin

gibi viicudun diger organlarina yayilim gostermektedir (Neuman vd. 2010).

- )

Evrel Evrell Evrelll EvrelV

Sekil 2.11 Meme kanseri evreleri (American College of Surgeons)

2.2.6 Tedavi yontemleri ve simirhliklar:

Cerrahi rejeksiyon, radyasyon tedavisi, kemoterapi, endokrin (hormon) tedavisi ve hedefe

yonelik tedavi meme kanserinin ana tedavi stratejileri arasinda yer almaktadir (Dhankhar
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vd. 2010). Genel olarak uygulanan standart meme cerrahisi yaklagimlari mastektomi yani
memenin tamamen ¢ikarilmasi veya meme tiimoriiniin ¢cevredeki normal doku sinirtyla
birlikte eksizyonunu gerektiren lumpektomidir (Schnitt vd. 2020). Ameliyat sirasinda
goriilemeyen kanser hiicreleri nedeniyle kanserin lokal tekrarlama riskini azaltmak
amactyla radyasyon tedavisi uygulanmaktadir. Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerinin
dogrudan yiiksek diizeyde radyasyona maruz birakmasi neticesinde tiimorii kiigiiltmeyi
hedeflemektedir. Ancak radyasyon tedavisi meme dokusunda veya koltuk altinda his
azalmasi, bolgesel agri, kasinti, soyulma veya kizariklik gibi cilt sorunlarini ortaya
cikarmaktadir (Dormand vd. 2005). Radyoterapinin en dnemli yan etkilerinden birinin de
kardiyotoksisite oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla kalp ve akcigerlerin radyasyona
maruziyetinin en aza indirilmesi kritik 6neme sahiptir (Cheng vd. 2017). Ayrica, gelismis
invaziv. meme kanserlerinde radyasyon tedavisi direncinin gelisimi tedaviyi

giiclestirmektedir (Delaney vd. 2005).

Meme kanserinde kemoterapi uygulamalari; alkilleyici ajanlar, antimetabolitler ve
tiibiilin inhibitdrleri dahil olmak tizere ¢esitli sitotoksik ilaglarin kullanimini igermektedir
(Hernandez-Aya ve Hortobagyi 2010). Bu sitotoksik ilaglar farkli mekanizmalar
araciligiyla kanser hiicrelerinin apoptozuna neden olmaktadir. Kemoterapide siklikla
kullanilan siklofosfamid, kanser hiicrelerindeki DNA ipliklerinin kirilmasina neden
olmaktadir (Penel vd. 2012). Doksorubisin, daunorubisin, epirubisin ve idarubisin gibi
antrasiklinler ise  DNA interkalasyonu araciligiyla kanser hiicrelerindeki
makromolekiilerin biyosentezini inhibe etmektedir (Gewirtz 1999). Docetaxel ve
paclitaxel’i de igeren taksanlar ise mikrotiibiillerin pargalanmasini Onleyerek hiicre
dongiistiniin durmasina ve kanser hiicrelerinin apoptoza girmesine neden olmaktadir
(Moos vd. 1998). Kemoterapi, adjuvan kemoterapi veya neoadjuvan kemoterapi olarak
iki sekilde degerlendirilmektedir. Neoadjuvan kemoterapi, biiyiik kanserleri kiiciiltmek
ve lumpektomi ile kolayca alinabilmelerini saglamak i¢in ameliyat 6ncesi uygulanirken,
adjuvan kemoterapi tespit edilemeyen meme kanseri hiicrelerini tedavi etmek igin
ameliyat sonrasi hastalara verilen sistemik bir tedavi tiirii olarak uygulanmaktadir. Lenf
nodu metastazi olan veya tedavi sonrasi kanser niiks ihtimaline sahip meme kanseri
hastalarinda adjuvan kemoterapi siklikla uygulanmaktadir (Albain vd. 2012).

Kemoterapinin en biiyiik dezavantajlarindan biri ise ortaya ¢ikan yan etkileridir. 0-6 aylik
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tedavi sonrasinda gozlemlenen yan etkiler arasinda yorgunluk, alopesi (sackiran),
sitopeni (normal kan hiicrelerinin sayisinda azalma), kas agrisi, norobiligsel islev
bozuklugu ve periferik noropati, kardiyomiyopati, ikinci kanserler, erken menopoz ve
kisirlik yer almaktadir (Wolff 2015). Ayrica, kullanilan kemoterapi ajanlarinin her biri

meme kanseri hastalarinda dirence neden olabilmektedir (Coley 2008).

Endokrin tedavisi, HR pozitif olan meme kanseri hastalari i¢in onerilen bir diger 6nemli
yaklagimdir. Kanser hiicrelerinin biiyiimesini 6nlemek amaciyla meme kanserine neden
olan 6strojen ve progesteron diizeylerini bloke etmek veya azaltmay1 hedefleyen hormon
tedavisi gerektirmektedir (Dhankhar vd. 2010). Tedavi amaciyla menopoz Oncesi ve
sonrast kadmlar i¢in tamoksifen kullanilirken postmenopozal kadinlar igin letrozol,
eksemestan ve letrozol gibi ilaglar kullanilmaktadir (Burstein vd. 2014). Ancak, bu
ilaglarin kullanim1 ile birgok yan etki meydana gelmektedir. Sicak basmasi, artralji,
miyalji ve vajinal kuruluk bu yan etkilerden bazilar1 arasinda yer almaktadir. Bununla
birlikte, tamoksifen kullanim:1 vendz tromboemboli ve rahim kanseri riskini de
artirmaktadir. Letrozol, eksemestan ve letrozol gibi ilaglarin kullanimi ise osteoporoz ve
osteopeniyi hizlandirabilmekte ve kas-iskelet sistemi ile iligkili semptomlarin meydana

gelmesine neden olabilmektedir.

2.3 Mikrobiyota ve Kanser Tliskisi

Mikrobiyota; belirli bir habitatta bulunan komensal ve firsat¢1 patojenik
mikroorganizmalar1 (bakteri, arkeler, mantarlar, viriisler ve protozoalar) tanimlanirken,
mikrobiyom mikrobiyota genomlarinin tamamini ifade etmektedir (Sirisinha 2016 ve
Fernandez vd. 2018). Biiyiik bir kism1 bagirsakta bulunan mikrobiyota, viicut i¢in bircok
yararlt fonksiyona sahiptir (Dekaboruah vd. 2020). Sindirilmemis karbonhidratlari
pargalama, kisa zincirli yag asitlerini ayristirma, vitamin sentezi, magnezyum, kalsiyum,
demir gibi minerallerin emilimini kolaylastirma, bagirsak homeostazini diizenleme, epitel
proliferasyonu ve farklilagsmay1 kontrol etme temel fonksiyonlar1 arasinda yer almaktadir.
Bununla beraber, mikrobiyotadaki yararli iyeler ¢esitli antimikrobiyal bilesikler tireterek

patojenlerin yol agtig1 hastaliklarin 6niine gegilmesine de yardimer olmaktadir.
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Denge halinde bulunan mevcut mikrobiyota toplulugu bilesimininin bozulmasi dishiyoz
olarak ifade edilmektedir (Clemente vd. 2012). Bagirsak mikrobiyota kolonizasyonu
birgok farkli faktor (Sekil 2.12) tarafindan etkilenerek disbiyoza ugramaktadir (N. Wang
vd. 2021). Disbiyoz durumu ise karsinomlarin gelisimine katki saglayan énemli bir faktor
olarak kabul edilmektedir (Sheflin vd. 2014). Ornegin, uzun siireli antibiyotik
kullaniminin bazi1 bakteri topluluklarinin biyolojik ¢esitliligini ve bolluk miktarini
azalttig1 (Huse vd. 2008 ve Jakobsson vd. 2010) ve kanser riskiyle iliskili olarak bagirsak
mikrobiyomunun dengesini bozdugu rapor edilmektedir (Kilkkinen vd. 2008).

ilaglar,
Antibiyotikler

Bagisiklik

sistemi
Beslenme

Prebiyotik,

T Probiyotik
\
\/ \

' BAGIRSAK lo et Alkol,
\( MiKROBIYOTASI Sigara

/
Enfeksiyon /'\\ /
A 74
\\ /./ \ Cografik
lokasyon
Radyoterapi

Kemoterapi,

Sekil 2.12 Mikrobiyota bilesimini etkileyen faktorler (Ruo vd. 2021)

Hijyen

Disbiyoz durumunda, bagirsak koruyucu bakterilerin kaybi/azalmasi1 gerceklesmektedir.
Bunun neticesinde ise, hiicre ¢ogalmasiin indiiklenmesi, anjiyogenez ve/veya apoptoz
kayb1 gibi kanserle iliskili islevleri destekleyen patojenik bakterilerin mikrobiyotada
arttig1 gozlemlenmektedir (Dulal ve Keku 2014). Bu patojenlerden en yaygin olanlarinin;
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Helicobacter pylori, Bacteroides fragilis,
Fusobacterium nucleatum, Clostridium septicum ve Salmonella enterica oldugu
belirtilmektedir (Francescone vd. 2014, Bhatt vd. 2017). Disbiyoz neticesinde
mikrobiyotada popiilasyonlar1 artan bu bakteriler iirettikleri genotoksinler ve metabolitler
aracilifiyla c¢esitli hiicresel yolaklara dahil olarak kanser olusumunu indiiklemektedir

(Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2 Kansere neden olan bakteri genotoksinleri ve metabolitleri

Toksin/Metabolit Mekanizmasi Bakteri tiirleri Kaynaklar
B-katenin’i aktive ederek
FadA inflamatuvar stireci Fusobacterium nucleatum Garrett 2015
destekleme

B-katenin’i aktive ederek
CagA hiicre ¢ogalmasini Helicobacter pylori Garrett 2015
indiikleme
TMAO iretimi i¢in 1- Clostridium sp.
karnitin kullanim

Trimetilamin-N-oksit Faith vd. 2013

Gagnieére vd.

Cdt Genomik instabilite Epsilonproteobacteria sp. 2016

ROS seviyesinin artigina

Btf bagh  DNA’da  hasar Bacteroides fragilis Boleij vd. 2015
olusumu
9 Huc.re.sel prohfer.asyonnun py _ Belcheva vd.
Biitirat tesviki ve apoptotik hiicre Bifidobacterium sp. 2014
6liim indiiksiyonu
-, W B-katenin aracili sinyal - Ha ve Park
Deoksikolik asit kaskadlarmin aktivasyonu Clostridium sp. 2010
Fragilizin B-katenin aracili sinyal Bacteroides fragilis Sears 2009
kaskadlarmin aktivasyonu
Litokolik asit TUmor metastazinin Bacteroides fragilis Baek vd. 2010

indtiksiyonu

Mikrobiyotada meydana gelen disbiyoz durumunun tiimérigeneze neden olmasinin yani
sira dengeli bir mikrobiyotanin da timor baskilayici ozellik sergiledigi rapor
edilmektedir. Mikrobiyotanin kanser da tedavisini degistirme veya miidahale etme
potansiyeli ise giiniimiizde oldukca 6nemli bir arastirma alani olusturmaktadir. Kanser ve
kontrol mikrobiyotasinin karsilastirildigi calismalardan elde edilen 6nemli sonuglar, anti-
kanserojenik etkinin mikrobiyota kaynakli bakteriler tarafindan salgilanan ve postbiyotik
mediatorler (PM) olarak tanimlanan metabolitlerden kaynaklanabilecegine isaret
etmektedir. Probiyotikler, prebiyotikleri besin kaynagi olarak kullanarak konak {izerinde
sagliga faydali etkiler sergileyen canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir
(Batista vd. 2020). Postbiyotik ise Yunanca’da sonra anlamina gelen “post” ve yasam
anlamina gelen “bios” kelimelerinden tiiretilmis bir terim olup “biyotik™ terimler ailesinin
(probiyotikler, prebiyotikler, sinbiyotikler) en yeni iiyesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Postbiyotik terimi, genel olarak mikroorganizmalar tarafindan fermentasyon siirecinde

iretilen veya salgilanan maddelere atifta bulunan semsiye bir terimdir (Vinderola vd.
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2022). Farkli yolaklar1 diizenlemelerinden dolay1 mediator olarak nitelendirilmektedirler.
Metabiyotikler, biyojenikler veya basitce metabolitler olarak konakgiya fizyolojik
faydalar saglayan PM’ler arasinda bakteriyosinler, enzimler, vitaminler, amino asitler,
norotransmitterler, kisa zincirli yag asitleri, nitrik oksit, organik asitler,
ekzopolisakkaritler, hiicre lizatlari, teikoik ve lipoteikoik asitler ve peptidoglikan tiirevli
muropeptidler gibi maddeler yer almaktadir (Rad vd. 2020, Homayouni Rad vd. 2021).
Son yillarda gergeklestirilen in vitro ve in vivo ¢alismalar, PM’lerin 6nemli anti-Kanser
etkilerini hiicre dongiisiinii diizenleme, farklilagmay1r uyarma ve farkli kanser
hiicrelerinde pro-apoptotik yolaklart yukari diizenleme gibi fonksiyonel rolleri ile

gergeklestirdigini rapor etmektedir (Sekil 2.13) (Sharma ve Shukla 2016).

Anti-inflamatuvar

Proteinler
Peptitler Lipitler
Amino asitler

Anti-hipertansif

*  Proliferasyonun inhibisyonu
*  Apoptozun ve nekrozun

Anti-proliferatif indiiksiyonu
Hiicre duvari - *  Bagigiklik yanitinin
bilesenleri Vitaminler Anti-tiimérijenik stimiilayonu
ve e
bakterivel lizat kofaktorler Anti-ateroskleroz

Otofaji

Kompleks
molekiiller

Enzimler Metabolik homeostaz

immiinomodiilasyon
Anti-obezojenik

Anti-oksidan

Sekil 2.13 Postbiyotik mediatorlerin potansiyel anti-kanser etkileri (Kvakova vd. 2022)

PM’lerin komsu hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini apoptoza siiriiklemesi
kanser tedavisinde yeni bir alternatif yaklasim sunmaktadir. PM’ler hem mitokondriye
bagimli hem de oliim reseptorlerine bagimli apoptozu diizenlemektedir (Sekil 2.14).
PM’lerin anti-kanser etkinligini gosteren bir ¢aligmada, anne siitiinden izole edilen
Lactobacillus rhamnosus kaynakli PM’lerin, insan rahim agzi kanseri hiicreleri olan
HelLa tlizerinde Bad, Bax, kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9’un yukari regiilasyonu ve Bcl-
2 genlerinin asagi regiilasyonu ile apoptozu indiikledigi bildirilmektedir (Riaz Rajoka vd.
2019). Wang ve arkadaglarmin (2015) gerceklestirmis oldugu bir ¢alismada ise L.

plantarum YW32 tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritlerin kolon kanseri HT-29 hiicre
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dongiisii tizerinde etki ederek inhibisyon sagladigi rapor edilmektedir (Wang vd. 2015).
Hosseini ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, Lactococcus lactis
ssp. lactis tarafindan tiretilen nisinin in vitro insan kolorektal SW480 kanser hiicrelerinde
siklin D1’i azaltarak ¢ogalmayi dnleyici bir etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Hosseini
vd. 2020). Benzer sekilde probiyotik kaynakli p8 proteininin, p53-p21-Siklin B1/Cdk1
sinyal yolaginin inhibe ederek insan kolorektal DLD-1 hiicre dongiisiiniin G2 fazinda
durmasina neden oldugu ve anti-proliferatif aktivite sergiledigi bildirilmektedir. (An vd.
2019).

Kanser hicresi TNF, FasL, TRAIL 4 f";'(:'?f‘f’_x D Ekstra hicresel alan
rm‘\t‘f"’i ?"’,Y‘Y-?Y,’I'”U, .(t ( ;Ivf‘m‘-'fv’”J’-Y‘T{{,YVT,X’( i ’,?-"fr"?"iw ‘Iv",YIHTJ'.'T"X?I,I.Y,I,Jx,{,y,xj;“' ".")’,"1‘3
ML (UGN IOLRLRLOUONE | IIARARRELELOLSLELELOLELRLRTRLOLELRLSIELONS A A O A O A A L A T T (ARl
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Sekil 2.14 Postbiyotik mediator kaynakli anti-kanser yolaklar (Kim vd. 2021)

Otofajinin tetiklenmesi, PM’lerin anti-kanser mekanizmalarindan bir digeri olarak

aciklanmaktadir. Propiyonat uygulamasimnin HCT-116 ve SW480 hiicrelerinde (insan
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kolon karsinomu) LC3-I’in LC3-II’ye doniistimiinii arttirdigi, p62/SQSTM1 ifadesini
azalttig1 ve asidik vezikiiler organel olusumu sonucunda otofajiyi indiikledigi rapor
edilmektedir (Tang vd. 2011). Ayrica, L. acidophilus’a ait ekzopolisakkaritlerin HT-29
kolon kanseri hiicrelerinde dogrudan Beclin-1 ve GRP78’in gen ifadesini uyarma yoluyla
otofajiyi destekledigi de belirtilmektedir (Kim vd. 2010). Elde edilen 6n veriler, PM’lerin
kanser iizerinde potansiyel bir etkiye sahip olabilecegine ve tedaviye yonelik dogal

yaklasimlar olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir.

2.4 Mikrobiyota ve Meme Kanseri iliskisi

Mikrobiyal yiik ve gesitlilik agisindan zengin olan bagirsak mikrobiyotas: (Mowat ve
Agace 2014) metabolitlerin, hormonal ara tiriinlerin ve immiinolojik sitokinlerin tiretimi
yoluyla viicudun hem lokal hem de distal bolgelerinde 6nemli rollere sahiptir (Fomby ve
Cherlin, 2011). En 6nemli fonksiyonel rollerinden biri dolasimdaki dstrojenlerin ana
diizenleyici olarak faaliyet gostermesidir (Baker vd. 2017). Bu nedenle bagirsak
mikrobiyotasinda meydana gelen olasi bir disbiyoz, ostrojen metabolizmasinin
bozulmasina neden olabilecegi i¢in Ostrojen metabolizmasina iligkin homeostazi da
bozabilmekte ve meme kanseri riskini arttirmaktadir. Karacigerde konjuge hale gelen
Ostrojen Once safraya oradan da viicuttan uzaklastirilmak tizere bagirsaga taginmaktadir.
Bagirsakta bulunan bazi bakteriler ise bu Gstrojenleri dekonjuge ederek serbest hale
getirmekte ve reseptorlere baglanmalarint saglayan beta-glukuronidazi salgilamaktadir
(Alizadehmohajer vd. 2020). Serbest hale gelen 6strojenler enterohepatik dolagim yoluyla
yeniden emilmekte ve meme gibi uzak dokulara ulasmaktadir (Sekil 2.14) (Fernandez vd.
2018). Dolayisiyla disbiyoz neticesinde 0Ostrojeni dekonjuge eden bakterilerin
mikrobiyotada artig gdstermesi Ostrojen miktarinin artisina neden olabileceginden meme
kanseri gelisimine sebebiyet verebilmektedir. Bununla birlikte, bagirsakta bulunan bazi
mikroorganizmalar, sindirilemeyen diyet polifenollerini aktif &strojen benzeri
metabolitlere parcalayabilmekte ve estromedin gibi Gstrojenle indiiklenebilir biiyiime
faktorlerinin sentezlemesi neticesinde meme kanseri gelisimine katkida bulunmaktadir
(Fernandez vd. 2018, Parida ve Sharma 2019). Ayrica, mitokondrideki Ostrojen
reseptorlerinin aktivasyonu ile mitokondriyal oksidasyonu indiiklemekte ve bu sayede

kanser gelisimini tesvik eden mitokondriyal serbest radikal {iretiminin artisina neden
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olmaktadir (Miké vd. 2019).

-
Yumurtaliklar, Adrenal bezler,
Yag dokusu

Hiicresel biiyiime ve
cogalma

Kojuge Ostrojenin
idrar ile atilimi

®

-
Konjuge ostrojenin

Dekonjuge dstrojenler 1 ' Konjuge dstrojenler | J
[ digki ile atihmi

Beta-glukuronidaz

/1 N

Daha az dekonjuge edici bakteri

\. /

Dekonjuge edici bakterilerin artmasi

Disbiyozis Normobiyozis

Sekil 2.15 Bagirsak mikrobiyotasinin metabolizmaya etkisi ve dstrojenin enterohepatik
dongiisii (Ruo vd. 2021)
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Tiim bu etkilerinin yani sira, mikrobiyotada ger¢eklesen disbiyozun konakg¢inin bagisiklik
sistemini negatif yonde etkiledigi bilinmektedir. Disbiyoz neticesinde meydana gelen
mikrobiyal topluluktaki degisiklik meme kanserli hastalarda hayatta kalmay1
zorlastirmaya yonelik lenfosit sayisinda azalmaya ve nétrofil sayisinda artisa neden
olmaktadir (Chace 2015). Bagirsak mikrobiyotasinin meme kanser gelisiminde temel bir
role sahip olmasi Onleyici ve tedavi edici yaklagimlarin alternatif bir pargasi olarak

terapotik amacla hedeflenmesi gerektigine isaret etmektedir.

Giincel literatiir caligmalari, bagirsak mikrobiyotasinin dolayl etkilerinin yani sira meme
mikrobiyotasinin da kanser {izerinde dogrudan etkilere sahip oldugunu vurgulamaktadir.
Oncesinde steril oldugu diisiiniilen meme dokusunun artik bagirsak gibi diger dokulardan
farkli ve kendine 6zgii bir mikrobiyotaya sahip oldugu bilinmektedir (Urbaniak vd. 2014).
Genis damar yapist ve lenfatik drenaja sahip yag dokusu nedeniyle meme, bakterilerin
bliylimesi i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir (O’Connor vd. 2018). Meme
mikrobiyotasi emzirme sirasinda deriden meme ucu-areolar yolu araciligiyla, meme ucu-
agliz temasiyla veya bagirsaktan bakteriyel translokasyonu gibi farkli yollarla
sekillenmektedir (Hieken vd. 2016). Genetik ve gevresel faktorlere ilaveten meme mikro-
cevredeki spesifik bir mikrobiyobiyota bilesiminin de memede karsinogenezini
destekledigi  diisiiniilmektedir (Sekil 2.16). Meme mikro-¢cevredeki spesifik
mikrobiyobiyota bilesiminin karsinogenezi destekleyen mikrobiyal imzalar1 ise
biyobelirteg olarak kullanilmak iizere umut vaad etmektedir (Sekil 2.17). Ornegin, DNA
kirilmasina neden olan Enterobacteriaceae, Bacillus ve Staphylococcus spp.’nin goreceli
bollugunun meme kanserli hastalarda daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Urbaniak vd.
2016). Xuan ve arkadaslari (2024) tarafindan gergeklestirilen bir arasgtirmada
Sphingomonas’in normal meme dokusunda Methylobacterium’un ise meme kanseri
dokusunda bol miktarda bulundugunu bildirmektedir. Elde edilen sonuglar, ER pozitif
meme kanseri dokusunun yaklasik tigte ikisinin Methylobacterium tarafindan kolonize

edildigine isaret etmektedir (Xuan vd. 2014).
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Meme mikrobiyomu Karsinogenez spesifik mikrobiyom imzasi
1. emzirme

2. meme bezi

3. bagirsak mikrobiyomu

1. genetik faktorler
2. gevresel faktorler
(meme mikrobiyomu
dahil)

1. prognoz degeri

(gesitli molekdler tiplerde)
2. tahmin degeri
(anti-kanser ilaglara tepki)
3. yeni potansiyel ilaglar
(anti-kanser tedavi
stratejileri)

meme hiicresi ‘ bakteri virlis & mantar < parazit meme kanseri hiicresi
= o o e A%

Sekil 2.16 Meme mikrobiyotasi ve karsinogenez (N. Wang vd. 2021)

Bagil bolluk
Enterobacteriaceae
Propionibacteriaceae
Bacillus
Staphylococcus
Corynebacterium
Actinomyces
Arcanobacterium
Providencia
Brucella
Mobiluncus
Propinibacterium
Geobacillus

Rothia
Peptinophilus
Capnocytophaga
Hepadnaviruses
Flaviviruses

Bagil bolluk

Fusobacterium
Atopobium
Gluconacetobacter
Hydrogenophaga
Lactobacillus

Sekil 2.17 Meme kanserinde mikrobiyota degisimi (Eslami-S vd. 2020)
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Meme tiimori ornekleri incelendiginde timorlii dokunun tiimoére komsu normal meme
dokusuna veya normal meme Orneklerine gore daha diisiik bakteri ¢esitliligine sahip
oldugu rapor edilmektedir (Nejman vd. 2020). Bununla beraber, mikrobiyal genomik
biyoinformatik veri analizleri mikrobiyota toplulugu bilesiminin farkli meme kanseri
hastalarinda da farklilik gosterdigini bildirmektedir (Parida ve Sharma 2019). Benzer
sekilde benign ve malign meme dokusunda ve meme kanseri alt tiplerinde de farkliliklar
gozlemlenmektedir. Bu baglamda, spesifik mikrobiyota bilesimi ve ¢esitliligi, meme
kanserli hastalar i¢in faydali tanisal ve prognostik bilgiler sunma potansiyeline sahip olup

yeni tedavi stratejilerinin tasarimai igin 151k tutmaktadir.

Insan mikrobiyotasi ile meme kanseri arasindaki iliski kanserin prognozu ve tedavisi i¢in
yeni alternatif yaklasimlar sunmaktadir. Bu nedenle giinlimiizde mikrobiyotay1 hedef alan
terapotik bir¢ok calisma yapilmaktadir. Bagirsakta bulunan bazi mikroorganizmalarin
meme tiimorli olusumunu 6nleyebilme potansiyeli iirettikleri gesitli metabolitlerin sahip
oldugu anti-kanser aktiviteleri ile iliskilendirilmektedir. Ornegin, Enterococcus,
Enterobacter, Escherichia ve Proteus cinsi iiyeleri tarafindan tiretilen bir metabolit olan
kadaverinin kanser hiicrelerinin migrasyonunu, invazyonunu ve epitelyalden mezenkimal
gecisini bloke ederek meme kanseri olusumunu engelledigi belirtilmektedir (Sampsell vd.
2020). Buna iligskin gergeklestirilen bir galismada, tiglii negatif meme kanseri modeli olan
4T1 meme timor hiicrelerini barindiran BALB/c farelerinde, kadaverin tedavisinin
ardindan timor kiitlesinde ve metastazda bir azalma rapor edilmektedir (Kovacs vd.
2019). Bununla birlikte; asetat, biitirat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag asitlerinin
meme karsinomu hiicre 0Ozelliklerini modiile etme potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir (Salimi vd. 2017, Thirunavukkarasan vd. 2017). Ornegin, sodyum
propiyonat, JAK2/STAT3 yolunu aktif olarak bloke ederek hiicre dongiisiiniin
durdurulmasimi tetiklemekte, aym1 zamanda ROS dretimini ve p38 MAPK’nin
fosforilasyonunu tesvik etmektedir. Bu sayede apoptoz indiiklenmekte ve meme kanseri
hiicrelerinde tiimor biiyiimesini 6nlemektedir (Park vd. 2021). L. lactis tarafindan iiretilen
ve bagirsakta baskin olarak bulunan bir bakteriyosin olan nisinin, MCF-7 hiicreleri
tizerinde doksorubisin ile birlikte uygulandigi farkli bir ¢alismada ise umut verici

sinerjistik anti-tiimor etkisinin olduguna isaret etmektedir (Avand vd. 2018). Literatiirde
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farkli PM’lerin meme kanseri tzerindeki anti-tiimor etkinliklerinin in vitro ve in vivo

kosullarda arastirildigi bazi ¢alismalarin 6zeti ise ¢izelge 2.3°de sunulmaktadir.

Cizelge 2.3 Postbiyotik mediatdrlerin meme kanseri iizerindeki etkisi

In vitro
Postbiyotik L . .
2So1yoll Postbiyotikler Hiicre Hatti Etki Kaynak
Ureticisi
Brevibacillu Bakteriyosin MCF-7 Apoptoz Baindara vd. 2017
Escherichia coli H.ucre leermeyen MCF-7 Apoptoz Bigdeli vd. 2020
suipernatant
Escherichia  coli | Kisa zincirli yag MCE-7 Anti- Nakkarach vd.
KUB-36 asidi inflamatuvar 2021
. Is1 ile oldiiriilmiis
La_ctobagllus hiicre, hiicresiz MCF-7 Apoptoz El-Deeb vd. 2018
acidophilus
ekstrakt
Lactobacillus
acidophilus
KP94283, Hiicre igermeyen Hiicre
Lactobacillus ekstrakt 1l sitotoksisitesi Grange vd. 2008
plantarum
KP894100
Lactobacillus
acidipiscis 1TA44, | Is1ile oldiiriilen Hiicre Shokryazdan  vd.
Lactobacillus hiicre HDA-MB-251 sitotoksisitesi | 2017
pentosus ITA23
Saccharomyces Is1 ile oldiiriilen Ghoneum ve
cerevisiae hiicre MCF-7, ZR-75-1 Apoptoz Gollapudi 2004
Is1 ile 6ldiiriilen
Saccharomyces hiicre, Hiicre
cerevisiae icermeyen MDA-MB-231 Apoptoz Ghoneum vd. 2008
siipernatan
In vivo
Postbiyotik Elde Edilen . ..
SOy R Hayvan Modeli Etkisi Kaynak
Ureticisi postbiyotikler
. . de Moreno de
Lactobacillus Hiicresiz
helveticus fraksiyonlar BALB/c fareler Apoptoz LeBlanc vd.
2006
Saccharomyces Hiicre debrisi ve Wistar sicanlar Tm]?? r.plﬁlyutunda Fatemi vd.
boulardii stipernatant ¢ ugume ve 2019
apoptoz
- . Sonifikasyon ile ;
Bifidobacterium 1 qen g e . . . Nazari vd.
bifidum g:i(il;gg’nus BALBI/c fareler Anti-proliferatif 2022
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2.5 Spalax ve Kanser

Spalax; Anadolu, Balkanlar, Dogu Akdeniz ve Kuzey Afrika’da yasayan, Spalaciadae
familyasina ait ve Spalax ehrenbergi, Spalax leucodon ve Spalax nehringi gibi siiper
tirlere sahip kapali yeralt1 tiinellerinde yasayan yabani bir kemirgen olarak
tanimlanmaktadir (Nevo vd. 2001, Macdonald ve Norris 2001). Kapali yeralt1 tiinel
sistemleri Spalax sp. i¢in zorlu iklim kosullarindan, patojenlerden ve yirticilardan
korunakli, yetersiz havalandirilmis ve karanlik bir yasam alani sunmaktadir. Asir
hipoksik kosullar altinda yasayan Spalax sp. yiyecek toplamak, ¢iftlesmek, bolgelerini
onarmak ve genisletmek i¢in hayatlarini yogun bir sekilde kaz1 yaparak siirdiirmektedir.
Bu nedenle Spalax sp. tiirleri asir1 hipoksi ve hiperkapni kosullarinda hayatta kalabilmek
adma benzersiz adaptif mekanizmalar gelistirmistir (Nevo vd. 2001). Sahip oldugu
hipoksi toleransi, solunumla ilgili genlerin morfolojik ve fizyolojik mekanizmalarina ve
bu mekanizmalarin diizenlenmesine dayanmaktadir. Buna bagli olararak Spalax sp.
oksijen tasinimi igin diger kemirgenlere kiyasla daha kisa difiizyon mesafesine ve yliksek
diizeyde aktiviteye neden olan kan damar yogunluguna sahiptir (Shams vd. 2004, Avivi
vd. 2005, Malik vd. 2016). Hipoksi/reoksijenasyon dongiileri sonucunda oksidatif strese
ve DNA’da hasara yol acan ROS tiirlerinde artis gergeklesmektedir (Guzy ve
Schumacker 2006). Buna ragmen Spalax iizerinde yapilan tiim arastirmalar, spontan
timor olusumu meydana gelmedigini gostermektedir. Sahip oldugu DNA onarim ve
diizenleme mekanizmasinin yiiksek onarim kapasitesinin ve yiiksek ifadesinin kanserin
onlenmesinde 6nemli bir faktor oldugu kabul edilmektedir (Fang vd. 2014, Malik vd.
2016, Schmidt vd. 2017). Kanserin 6nlenmesini saglayan baska bir mekanizmanin ise,
hiicre dis1 matriks bozulmasini, timor biiylimesini ve metastazini engelleyen heparanazin
alternatif bir varyantinin varligindan kaynaklanabilecegi de belirtilmektedir (Nasser vd.
2009). Ayrica, Spalax fibroblastlarinin kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe edebildigi
ve apoptoza yonlendirdigi, hiicre dongiisiintin ilerlemesini ise durdurdugu bilinmektedir.
Transkriptomik degerlendirmeler ve gen ifade verileri kanser direnci, apoptoz,
anjiyogenez yolaklar1 ve hipoksi toleransi ile ortiisen genlerin Spalax’daki zenginligini
ortaya koymaktadir (Malik vd. 2011, Malik vd. 2012). Dogal olarak kansere direngli olan
bu kemirgenin kanser ¢caligmalarinda model olarak kullanilmasi, artan kanser vakalariyla

bas etmek ve etkili tedavi yaklagimlariin gelisimi i¢in umut vaad etmektedir.
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Spalax sp. mikrobiyotasina iliskin sinirh sayida c¢alisma bulunmaktadir. Ulkemizde
gerceklestirilen bir ¢alismada, 16S rRNA metabar kodlamasini kullanilarak Spalax
bagirsak mikrobiyotas1 karakterize edilmekte ve daha once incelenen diger birka¢ Spalax
popiilasyonunun  ve diger kemirgen tirlerinin mikrobiyom  6zellikleriyle
karsilagtiritlmaktadir (Solak vd. 2023). Elde edilen 16S rRNA barkod verileri, Spalax
bagirsak mikrobiyotasinin yaklasik % 90’1inin Firmicutes ve Bacteriodota filumlarindan
olustugunu gostermektedir. ilaveten, Spalax sp. bagirsak mikrobiyotasinin yiiksek
miktarda performans ve uzun 6miirliiliige bagli bakteri ailelerine sahip oldugu da rapor

edilmektedir.

Giincel literatiir verileri Spalax sp. mikrobiyota bilesiminin ve i¢eriginin 6zellikle memeli
saglig1 ve uzun yasam konusunda 6nemli bir kaynak olabilecegine isaret etmektedir.
Ancak, kanser arastirmalari i¢in mitkkemmel bir model olarak kabul edilen Spalax sp.’ye
ait mikrobiyota-kanser iliskisine odaklanan ve Spalax sp. mikrobiyota iiyeleri ile
mikrobiyota tarafindan liretilen metabolitleri prognostik, tanisal biyo-belirte¢ ve/veya
terapotik ajan olarak tasarlamaya yonelik veriler iceren herhangi bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamustir. Bu ¢alismanin amaci, daha 6nce ekibimiz tarafindan Spalax sp. bagirsak
mikrobiyotasindan izole edilerek Ligilactobacillus animalis olarak tanimlanan bakteriye

ait PM’lerin meme kanseri tizerindeki anti-kanser etkilerini belirlemektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez calismasi kapsaminda kullanilan malzeme, Kit ve cihaz bilgileri ¢izelge 3.1°de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.1 Tez calismasi1 kapsaminda kullanilan kimyasal malzeme, kit ve cihaz bilgileri

Kimyasal Malzemeler ve Kitler Marka
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco, ABD
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Serva, ABD

Fetal S1g1r Serumu (FBS) Biological Industries, Israil
Penisilin-Streptomisin Sartorius, Almanya
L-glutamin Sartorius, Almanya
10X Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Sartorius, Almanya
Tripsin-EDTA Sartorius, Almanya
Tripan mavisi Sartorius, Almanya
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum | Sigma, ABD
bromiir (MTT)

RNAse Sigma, ABD
PureZOL BioRad, ABD
Propidyum Iyodiir (PI) BioLegend, ABD
Anneksin V-FITC Apoptoz Tespit Kiti Biolegend, ABD
Hiicresel ROS Test Kiti / Reaktif Oksijen Tiirleri | Abcam, Birlesik Krallik
Test Kiti

iScript cDNA Kiti BioRad, ABD
RT-PCR SYBR Green Kiti BioRad, ABD
Cihazlar Marka
Liyofilizator Buchi, Isvigre
CO2’li Inkiibator Niive, Tiirkiye
Santrifij Niive, Tiirkiye
Sicak su banyosu Niive, Tiirkiye
Hiicre sayim cihazi BioRad, ABD
Inverted mikroskop Olympus, Japonya
Mikroplaka okuyucu BioTech, ABD
C1000 Touch Thermal Cycler BioRAD, ABD
Hiicre Akis Sitometrisi NovoCyte, ABD
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3.1.1 Bakteri kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda PM fireticisi olarak, kansere direngli kor kostebek faresi Spalax
sp. bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 susu
kullanilmistir. -80 °C’de gliserol stoklarinda saklanan bakteri susu MRS-B besiyerine
inokiile edilmis ve 37 °C’de kiiltiire edilmistir. Bakterilerin gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu
anaerobik kosullar anaerobik kit (Sigma, Almanya) igeren jar kullanimi ile saglanmustir.
Kiiltiire edilen bakterinin saflig1 ¢izgi ekim, morfolojisi ise Gram boyama neticesinde

kontrol edilmistir (Sekil 3.1).

,§§

R i L

Sekil 3.1 Ligilactobacillus animalis bakterisine ait Gram boyama ve ¢izgi ekim
goriintiileri

3.1.2 Sterilizasyon

Calismalarda kullanilan tiim malzemeler 121 °C sicaklikta 15 dakika siireyle otoklav
kullanilarak sterilize edilmistir. Bakteri kiiltiirii i¢in kullanilan MRS-B besiyeri ise 118
°C sicaklikta 15 dakika siiren bir protokol ile steril hale getirilmistir. Otoklavlanmaya
uygun olmayan sivi malzemelerin strelizasyonu ise 0.22 um ¢apina sahip nitroseliiloz

membran filtreler (Sartorius, Almanya) kullanilarak saglanmistir.
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Mikrobiyolojik ¢alismalarda meydana gelebilecek herhangi bir kontaminasyonun 6niine
gecebilmek amaciyla deneysel galismalarmin tamami Class Il giivenlik kabininde
gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirti temelli galismalar ise steril kosullarin saglandigi Class

Il A-2 laminar akish kabin igerisinde tamamlanmuistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Postbiyotik mediatorlerin (PM) hazirlanmasi

MRS-B besiyerinde 37 °C’de 24 saat boyunca anaerobik kosullar altinda gelistirilen
Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 kiiltiirii inkiibasyonu takiben 8.500 rpm’de 20
dakika santrifiij edilmis ve {ist faz (siipernatant) toplanmustir. Ust faz steril membran
filtreden (0.22 pm) gegirilerek hiicrelerinden tamamen uzaklastirilmistir. Ardindan,
sirastyla -20 °C ve -80 °C’de dondurulmus ve liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur.
Toz formda elde edilen PM’ler steril distile su ile ¢oziinmiis, membran filtre (0.22 um)
kullanilarak sterilize edilmis ve sonraki asamalarda kullanilmak iizere -80 °C’de
saklanmustir (Sekil 3.2).

<}:.<}:

Sekil 3.2 PM’lerin hazirlanma agamalar1
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3.2.2 PMlerin anti-kanser etkilerinin belirlenmesi

3.2.2.1 Hiicre kiiltiirii

PM’lerin anti-kanser etkilerinin belirlenmesi amaciyla saglikli kontrol hiicre grubu olarak
HUVEC hiicre hatt1 (insan gobek damar1 endotel hiicreleri), meme kanseri hiicre grubu
olarak da insan adenokarsinomu MCF-7 ve duktal karsinomu MDA-MB-231 hiicre
hatlar1 kullanilmistir (Sekil 3.3). MCF-7 hiicreleri ER ve PR pozitif (Shirazi vd. 2011)
olmasiyla birlikte luminal A kanser tipi olarak simiflandirilmaktadir (Done 2011).
Metastatik potansiyeli zayif olan MCF-7 (Shirazi vd. 2011) diisiikk agresiflige sahip
invazif olmayan bir hiicre hatt1 olarak kabul edilmektedir (Gest vd. 2013). MDA-MB-231
hiicreleri ise, zayif farklilasmaya ve mezenkimal fenotipe sahip, invazif {i¢lii negatif bir

hiicre hatt1 olarak literatiirde yer almaktadir (Thompson vd. 1992).
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Sekil 3.3 Calisma kapsaminda kullanilan hiicrelerin mikroskop goriintiileri

Hiicreler % 1 penisilin/streptavidin ve % 10 fetal sigir serumu iceren DMEM besiyeri
icerisinde 37 °C sicaklikta ve % 5 CO2 ile % 95 bagil nem igeren kiiltiir ortaminda
gelistirilmistir. Kiiltiir kabinda yeterli yogunluga ulasan hiicrelerin kaldirilmasi igin
tripsin-EDTA kullanilmis ve belli yogunluklarda pasajlanmak {izere T-25 kiiltiir kabindan

T-75 kiiltiir kabina aktarilmistir. Canli hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla Tripan
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mavisi kullanilarak otomatik hiicre sayim cihazinda 6l¢lim yapilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda mikoplazma kontaminasyonu agisindan negatif ve 10-20 pasaj numarasina

sahip hiicreler kullanilmistir.

3.2.2.2 Sitotoksisite analizleri

PM’lerin farkli dozlarinin (100-2000 pg/mL) HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
canliligina olan etkisini belirlemek amaciyla MTT hiicre canlilik analizi
gerceklestirilmistir. MTT hiicre canlihig: testi, MTT’nin mitokondriyal dehidrojenazlar
tarafindan mor renkli formazan kristallerine doniistiiriilmesine dayanmaktadir (Van
Merloo vd. 2011). 96 kuyulu mikroplakalara kuyu basina 10.000 hiicre ekilmis ve
tutunmalar1 i¢in 37 °C sicaklik, % 5 COz, % 95 bagil nem kosullarinda 24 saat inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben besiyeri uzaklastirilan kuyulara farkli dozlarda
PM igeren besiyeri eklenmistir. PM igermeyen besiyeri negatif kontrol olarak
kullanilmigtir. 24 ve 48 saat siiren inkiibasyonun ardindan kuyulara 5 mg/mL MTT
soliisyonundan 10 pL eklenmis ve 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Olusan mor renkli
formazan kristalleri 100 pL. DMSO kullanilarak ¢oziinmiis ve agiga ¢ikan rengin sahip
oldugu optik yogunluk mikroplaka okuyucuda 570nm dalga boyunda okuma alinarak
belirlenmistir (Denizot vd. 1986). Bu asamada, kanser hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik
etki sergileyen ancak kontrol hiicre hattinda sergilemeyen PM dozlar se¢ilmis ve sonraki

asamalara dahil edilmistir.

3.2.2.3 Apoptoz analizleri

PM ile muamele sonrasi HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin apoptoz
durumu, iireticinin talimatlarina uygun olacak sekilde Anneksin V-FITC Apoptoz Tespit
Kiti kullanilarak akis sitometrisi ile degerlendirilmistir. 6 kuyulu hiicre plakalara kuyu
basia 500.000 hiicre ekilmis ve tutunmalart i¢in 37 °C sicaklik, % 5 CO2, % 95 bagil
nem kosullarinda 24 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben besiyeri
uzaklagtirilan kuyulara bir Onceki asamada secilen dozlarda PM igeren besiyeri
eklenmistir. PM igermeyen besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. 48 saat siiren

inkiibasyonun ardindan kuyulardaki tist faz uzaklastirilmis ve PBS ile yikama yapilmistir.
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Hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmig ve 200xg’de 5 dakika santrifiij edilerek
toplanmistir. Elde edilen hiicrelerin PBS ile yikamasi yapilmis ve 150 pL Annexin V
Binding Buffer eklenerek hiicreler siispanse hale getirilmistir. Ardindan, stispanse haldeki
hiicrelerin tizerie 5 uL FITC-Annexin V ile 1 uL propidyum iyodiir (PI) solisyonu
karanlik ortamda eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonu takiben, akis sitometrisi kullanilarak apoptoz analizi gerceklestirilmistir.

3.2.2.4 Hiicre dongiisii analizleri

PM’lerin HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre dongiisii dagilimindaki etkisi Pl
kullanilarak hiicre akis sitometrisi ile tespit edilmistir. 6 kuyulu hiicre plakalarina kuyu
basma 500.000 hiicre ekilmis ve tutunmalari i¢in 37 °C sicaklik, % 5 CO2, % 95 bagil
nem kosullarinda 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben besiyeri
uzaklastirllan kuyulara bir Onceki asamada secilen dozlarda PM igeren besiyeri
eklenmistir. PM icermeyen besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmigtir. 48 saat siiren
inkiibasyonun ardindan kuyulardaki {ist faz uzaklastirilmis ve PBS ile yikama yapilmstir.
Hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmis ve 200xg’de 5 dakika santrifiij edilerek
toplanmistir. Elde edilen hiicrelerin PBS ile yikamasi yapilmis ve % 70 etanol ile
muamele edilerek 4 °C’de 30 dakika fiksasyon islemi gergeklestirilmistir. Fiksasyon
sonrast hiicreler 200xg’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist faz uzaklastirilmistir. Etanoliin
tamamen arindirilmasi amaciyla iki kez PBS ile yikama islemi gergeklestirilmis ve
hiicrelerin tizerine 50puL RNaseA (200 pg/mL) eklenmistir. 15 dakika boyunca 37 °C’de
inkiibasyonun ardindan 200 pL PI boyast (50 pg/mL) ile karanlik ortamda muamele
gerceklestirilmis ve 30 dakika 37°C’de inkiibasyon sonrasi hiicre akis sitometri cihazi ile

hiicre dongiileri analiz edilmistir.

3.2.2.5 Hiicre gogii analizi

PM’lerin HUVEC MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre gb¢li (migrasyonu) iizerine olan
etkileri yara iyilesme deneyi yapilarak belirlenmistir (Liang vd. 2007) Kuyu basina
500.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyulu plakalara hiicreler ekilmis ve konfluent olana
kadar inkiibe edilmistir. Istenilen yogunluga ulasildiginda steril p1000 pipet ucu
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kullanilarak yara alani olusturulmus ve kiiltiir ortami1 uzaklastirilmistir. Ayrilan hiicreler
ve hiicresel kalintilar, PBS ile hafif¢ce yikama yapilarak uzaklastirilmigtir. Ardindan test
gruplarina PM igeren besiyeri, negatif kontrol gruplarina ise PM i¢ermeyen besiyeri
eklenerek hiicrelerin bosluga dogru hareketi her 3 saatte bir inverted mikroskop
kullanilarak incelenmistir. Yara alaninin iki kenar1 arasinda kalan mesafe ImageJ (NIH,
ABD) yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve yara kapanma yiizdeleri asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmistir (Buachan vd. 2014). A: Yaranin 0. saatteki genisligi, B:

Yaranin belirli saatteki genisligi

(A — B) x 100
A

Kapanma yizdesi (%) =

3.2.2.6 Koloni olusum testi

PM’lerin HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri koloni olusturma potansiyeline
olan etkileri koloni olugum testi ile belirlenmistir. 6 kuyulu hiicre plakalarina kuyu basina
500 hiicre ekilmis ve tutunmalar i¢in 37 °C sicaklik, % 5 CO2, % 95 bagil nem
kosullarinda 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben besiyeri
uzaklagtirilan kuyulara bir Onceki asamada secilen dozlarda PM igeren besiyeri
eklenmistir. PM igcermeyen besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. 48 saat siiren
inkiibasyonun ardindan kuyulardaki iist faz uzaklastirilmig ve PBS ile yikama yapilarak
PM icermeyen taze besiyeri eklenmistir. 7 giin boyunca hiicrelerin biiylimesi takip
edilmis ve besiyeri her 2 giinde bir yenilenmistir. 7. giinlin sonunda kiiltiir ortami
uzaklastirilmig ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan, hiicreler -20 °C’de 30 dakika
boyunca % 100 metanol igerisinde fikse edilmistir. Koloni boyamasi amaciyla, % 25
metanol ile hazirlanan % 0,5 kristal viyole ile oda sicakliginda 1 saat boyunca muamele
edilmis ve fazla boya su ile yikama yapilarak uzaklastirllmistir (Buranrat Bootha 2019).
Yikama ve kurutmanin ardindan kolonilerin morfolojik goriintiileri fotograflanmis ve
50’den fazla hiicreden olusan koloniler, Image J yazilimi1 (NIH, Bethesda, MA, ABD)
kullanilarak otomatik olarak sayilmistir. Koloniler sayildiktan sonra kaplama verimliligi
(PE) ve hayatta kalma oran1 (SF) asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmigtir
(Franken vd. 2006).
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_ Olusan Koloni Sayist

PE X % 100

" Ekilen Hiicre Sayist

Tedavisi sonrast olusan koloni sayist

X%1
Ekilen Hiicre Sayist X PE %100

3.2.2.7 Reaktif oksijen giderim testi

PM’lerin HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre i¢i ROS iiretimine olan etkisi 2, 7-
diklorofloresein diasetat (DCFDA) boyast kullanilarak belirlenmistir. 6 kuyulu hiicre
plakalarina kuyu basina 500.000 hiicre ekilmis ve tutunmalar1 i¢in 37 °C sicaklik, % 5
COz2, % 95 bagil nem kosullarinda 24 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyonu
takiben besiyeri uzaklastirilan kuyulara bir dnceki asamada secilen dozlarda PM igeren
besiyeri eklenmistir. PM icermeyen besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. 48 saat
siiren inkiibasyonun ardindan kuyulardaki iist faz uzaklastirilmis ve PBS ile yikama
yaptlmistir. Hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmis ve 200xg’de 5 dakika
santrifiij edilerek toplanmistir. Elde edilen hiicreler 100 pL 25 uM DCFDA boyast ile
karanlik ortamda muamele edilmis ve 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Ardindan, ROS olusumunun niteliksel analizi i¢in akis sitometrisi

kullanilmistir.

3.2.2.8 Gen ifade analizleri

PM’lerin HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre gen ifadeleri lizerine olan etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla kantitatif PCR analizleri gergeklestirilmistir. 6 kuyulu hiicre
plakalarma kuyu basma 500.000 hiicre ekilmis ve tutunmalari i¢in 37 °C sicaklik, % 5
COz2, % 95 bagil nem kosullarinda 24 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyonu
takiben besiyeri uzaklastirilan kuyulara bir 6nceki asamada sec¢ilen dozlarda PM igeren
besiyeri eklenmistir. PM igermeyen besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. 48 saat
siiren inkiibasyonun ardindan kuyulardaki {ist faz uzaklastirilmis ve 1 mL PureZOL

solisyonu kullanilarak hiicreler kaldirilmistir. 200xg’de 5 dakika santrifiij islemini
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takiben toplanan iist faz 200 puL soguk saf kloroform ile 5 dakika boyunca muamele
edilmis ve santrifiij sonrasi pellet toplanmistir. Pellet iizerine 500 pL soguk saf
izopropanol eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan santrifiij
ile Gist faz uzaklastirilmis ve 1 mL % 75 soguk etanol eklenerek drnekler vortekslenmistir.
Santrifiij islemi neticesinde elde edilen pellet kurumaya birakilmistir. 30 pLL PCR suyu
ile ¢oziinen RNA oOrneklerinin safligi ve miktarlar1 260 ve 280 n dalga boyundaki

absorbanslar ol¢iilerek kontrol edilmistir.

Elde edilen RNA oOrnekleri, 4 uL 5x iScript reaksiyon mix, 1pL transkriptaz enzimi ve
total hacmi 20 pL’ye tamamlayacak miktarda ddH.O ile karigtirilmig ve 25 °C derecede
5 dakika, 46 °C derecede 20 dakika ve 95 °C derecede 1 dakika reaksiyonu takip eden
termal dongii cihazinda cDNA’lar1 elde edilmistir. Secilen he bir gen bolgesinin (Kaspaz
3, Bcl-2, CCND1, CCNEL1) ifade seviyesinin belirlenebilmesi i¢in ayr1 ayri olmak tizere
PCR reaksiyonu hazirlanmigtir. 10 pL olarak hazirlanan reaksiyon igerigine 5 pL 1x
SYBR Green Master mix, 1 pL primer ve 1 uL. cDNA eklenmis ve reaksiyon 40 dongiide
tamamlanmigtir. qPCR analizlerinde p-aktin kontrol geni olarak kullanilmis ve gen ifade
seviyesi esik dongiisii (CT) degerleri dikkate almarak 2°2¢%/(ortalama (2" 2T)) formiilii

kullanilarak hesaplanmaistir.

Cizelge 3.2 gPCR analizinde kullanilan genler ve primerlerin dizileri

Gen ileris— 3" Geri5— 3

Kaspaz 3 ACTGGACTGTGGCATTGAGA GCACAAAGCGACTGGATGAA

Bcl-2 CAGAATAACCAGAACTAAGGGTATGAAGGA CCAAACGGAGCTGCACT

CCND1 TCTGCGAGGAACAGAAGTGC GAAATCGTGCGGGGTCATTG
CCNE1 TGAGCAACACCCTCTTCTG TCGCCATATACCGGTCAAAGA
p-actin CCT GGC ACC CAG CAC AAT GCCGAT CCAchC GGAGTA
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 PM’lerin Hiicre Canhlig Uzerindeki Etkileri

PM’lerin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi neticesinde degerlendirilmistir
(Sekil 4.1). Elde edilen veriler, PM’lerin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri ile 48 saat
muamelesini takiben hiicre canliligini doza bagl olarak azalttigini gostermistir. Kontrol
hiicrelerinde ise 2000 pg/mL PM dozu disinda diger dozlarin hiicre 6liimiine neden
olmadiklar1 belirlenmistir (Sekil 4.1). Tim sonuclar degerlendirildiginde, 48 saat
inkiibasyonu takiben meme kanseri hiicreleri lizerinde segici sitotoksik etki sergileyen en
yiiksek iki doz (1000 pg/mL ve 1500 pg/mL) ile calismaya devam edilmesine karar

verilmistir.

4.2 PM’lerin Apoptoz Indiiksiyonuna Etkileri

PM (1000 pg/mL ve 1500 pg/mL) uygulamasini takiben meme kanseri hiicrelerine ve
sagliklr hiicrelere ait apoptoz durumu Annexin V-FITC/PI ile yapilan boyama neticesinde
hiicre akis sitometrisi kullanilarak analiz edilmistir. Analizler neticesinde, canli ile nekroz
ve apoptoza ugrayan hiicrelerin % dagilimlar1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler,
saglikli hiicrelerin PM uygulamasindan sonra en fazla % 15 oraninda apoptoza girdigini
gostermistir (Sekil 4.2). PM’ler ile 48 saat muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin ise PM dozuna bagli olarak saglikli hiicrelere kiyasla daha fazla oranda
apoptoza girdigi tespit edilmistir. 1000 pg/mL ve 1500 pg/mL konsantrasyon ile mumale
edilen MCF-7 hiicrelerinde % 30 ve % 39 (Sekil 4.3), MDA-MB-231 hiicrelerinde ise %
22 ve % 23 (Sekil 4.4) oraninda apoptoz gozlemlenmistir. Tilim verilere ait y1gin grafikleri

ise sekil 4.5°de sunulmustur.
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Sekil 4.2 HUVEC hiicrelerindeki apoptoz durumu (a) PM uygulamasi yapilmayan

kontrol grubu, (b) 1000 pg/mL ve (c) 1500 pg/mL PM uygulamasi yapilan test
gruplari
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Sekil 4.3 MCF-7 hiicrelerindeki apoptoz durumu (a) PM uygulamasi yapilmayan kontrol
grubu, (b) 1000 pg/mL ve (c) 1500 pg/mL PM uygulamasi yapilan test

gruplari
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Sekil 4.4 MDA-MB-231 hiicrelerindeki apoptoz durumu (a) PM uygulamasi yapilmayan

kontrol grubu, (b) 1000 pg/mL ve (¢) 1500 pg/mL PM uygulamasi yapilan test
gruplari
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Sekil 4.5 Apoptoz analiz sonuglarini igeren y1gin grafikleri
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4.3 PM’lerin Hiicre Dongiisiit Dagihmindaki Etkileri

PM (1000 pg/mL ve 1500 pg/mL) uygulamasini takiben meme kanseri hiicrelerine ve
saglikli hiicrelere ait hiicre dongiisti dagilimi PI ile yapilan boyamalar neticesinde hiicre
akig sitometrisi kullanilarak analiz edilmistir. Analizler neticesinde, kontrol gruplari ile
PM uygulamasi yapilan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir (Cizelge
4.1). Akis sitometresi sonrasinda elde edilen diyagramlar ise sekil 4.6-4.8°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1 Hiicre akis sitometri analizleri neticesinde elde edilen veriler (%)

Ornek FreqGl| Freq$S Freq G2 G2/G1 Freq Freq

Sub-G1 ([Super-G2
MDA-MB-231 (Kontrol) 40,61 41,58 14,01 1,93 3,47 0,32
MDA-MB-231 (1000 pg/mL PM uygulamasi) 42,35 39,15 12,6 1,92 5,6 0,3
MDA-MB-231 (1500 pug/mL PM uygulamasi) 37,82 42,76 13,51 1,92 5,42 0,49
MCF-7 (Kontrol) 46,23 37,09 15,29 1,93 0,18 1,21
MCF-7 (1000 pg/mL PM uygulamasi) 46,85 34,26 15,77 1,93 1,52 1,59
MCF-7 (1500 pg/mL PM uygulamasi) 43,79 34,73 15,77 1,92 4,16 1,56
HUVEC (Kontrol) 66,69 23,1 9,37 1,92 0,53 0,31
HUVEC (1000 pg/mL PM uygulamasi) 62,28 27,33 8,36 1,92 1,7 0,32
HUVEC (1500 pg/mL PM uygulamasi) 61,63 29,12 6,11 1,93 2,79 0,35

4.4 PM’lerin Hiicre Gocii (Migrasyon) Uzerine Etkileri

PM’lerin in vitro kosullarda meme kanseri hiicre hareketliligi tizerindeki etkinliklerini
belirlemek amaciyla yara modeli protokolii takip edilmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde, saglikli hiicrelerde kontrole kiyasla anlamli bir farklilik
gozlemlenmemesine ragmen (Sekil 4.9), PM ile muamelenin MCF-7 hiicre gogiinii 36.
saatin sonunda kontrole kiyasla % 18 (1000 pg/mL) ve % 28 (1500 pg/mL), MDA-MB-
231 hiicre gociinii ise 24. saatin sonunda kontrole kiyasla % 11 (1000 pg/mL) ve % 13
(1500 pg/mL) oraninda azalttigini tespit edilmistir (Sekil 4.10-4.12).
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Sekil 4.6 HUVEC hiicrelerine ait hiicre dongiisti dagilim1 (a) PM uygulamasi yapilmayan
kontrol grubu, (b) 1000 pg/mL ve (c) 1500 pg/mL PM uygulamasi yapilan test

gruplari
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Sekil 4.7 MCF-7 hiicrelerine ait hiicre dongiisii dagilimi (a) PM uygulamasi yapilmayan
kontrol grubu, (b) 1000 pg/mL ve (c) 1500 pg/mL PM uygulamasi yapilan test
gruplari
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Sekil 4.8 MDA-MB-231 hiicrelerine ait hiicre dongiisii dagilimi (a) PM uygulamasi
yapilmayan kontrol grubu, (b) 1000 pg/mL ve (c) 1500 ng/mL PM uygulamasi
yapilan test gruplari
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0. saat

6. saat

18. saat 12, saat 9, saat

24, saat

Sekil 4.9 PM’lerin HUVEC hiicre hareketliligi tizerine etkilerine ait mikroskop
goriintiileri
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36. saat 24, saat 12. saat 6. saat 0. saat

48, saat

Sekil 4.10 PM’lerin MCF-7 hiicre hareketliligi {izerine etkilerine ait mikroskop
goriintiileri
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Sekil 4.11 PM’lerin MDA-MB-231 hiicre hareketliligi iizerine etkilerine ait mikroskop
goriintiileri
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(ns: anlamli degil; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001)
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4.5 PMlerin Klonojenik Aktivite Uzerindeki Etkileri

PM’lerin  anti-proliferatif etkilerini belirlemek amaciyla klonojenik analizler
gerceklestirilmistir. 48 saat boyunca PM’ler (1000 ug/mL ve 1500 ug/mL) ile muamele
edildiginde HUVEC hiicrelerine kiyasla MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni

olusumunun 6nemli 6l¢giide azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Kontrol 1000 pg/mL 1500 pg/mL

HUVEC

MCF-7

MDA-MB-231

Sekil 4.13 PM’lerin hiicre koloni olusum aktivitesi {izerine etkisi
(koloni olusumunun temsili mikroskop goriintiileri)



7 glin PM muamelesini takiben HUVEC hiicre koloni sayisinda herhangi bir degisiklik
olmazken MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri koloni sayilarinda istatistiksel olarak
anlaml bir azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.14). HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin hesaplanan sagkalim fraksiyonlar1 sekil 4.15, kaplama verimliligi ise sekil

4.16’da sunulmustur. Koloni olusumunun temsili mikroskop goriintiileri de sekil 4.17°de

verilmigtir.
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Sekil 4.14 7 giinliik muamele neticesinde olusan koloni sayilari
(ns: anlamli degil; ***: p<0.001)
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Sekil 4.15 7 giinliik muamele neticesinde hesaplanan sagkalim fraksiyon yiizdeleri
(ns: anlamli degil; ***: p<0.001; ****: p<0,0001)
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Sekil 4.16 7 giinliik muamele neticesinde hesaplanan yilizde kaplama verimliligi
(ns: anlamli degil; ***: p<0.001)

4.6 PM lerin ROS Uretimine Etkileri

PM’lerin meme kanseri hiicreleri tizerindeki hidrojen peroksit (H202) kaynakli oksidatif
hasar1 DCFDA boyast kullanilarak akis sitometri analizi ile belirlenmistir. MCF-7
hiicrelerinde 1500 pg/mL, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise hem iki doz PM
uygulamasinin ROS iiretimini 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir. Saglikli
hiicrelerde ise 1000 pg/mL PM uygulamasi sonucunda ROS firetiminde anlamli bir
farklilik gozlenmezken 1500 pg/mL PM uygulamasi sonucunda meme kanseri

hiicrelerine kiyasla oldukga az oranda ROS iiretimi gézlemlenmistir (Sekil 4.18-21).
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Sekil 4.17 PM’lerin hiicre koloni olusum fizerine etkilerinin temsili mikroskop

goriintiileri
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Sekil 4.18 HUVEC hiicrelerindeki ROS miktarlarini gésteren akis sitometri diyagramlari

(a) PM uygulamasi yapilmayan kontrol grubu, (b) 1000 ug/mL ve (c) 1500
pg/mL PM uygulamasi yapilan test gruplar
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Sekil 4.19 MCF-7 hiicrelerindeki ROS miktarlarin1 gosteren akis sitometri diyagramlari

(a) PM uygulamas1 yapilmayan kontrol grubu, (b) 1000 ug/mL ve (c¢) 1500
ug/mL PM uygulamasi yapilan test gruplari
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Sekil 4.20 MDA-MB-231 hiicrelerindeki ROS miktarlarin1 gosteren akis sitometri

diyagramlari (a) PM uygulamasi yapilmayan kontrol grubu, (b) 1000 ng/mL
ve (c¢) 1500 pg/mL PM uygulamasi yapilan test gruplari
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4.7 Gen ifadeleri Uzerindeki Etkileri

PM uygulamasi sonucunda HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin gesitli gen
ifade seviyeleri uygulama yapilmayan kontrol gruplari ile karsilastirilarak analiz
edilmistir. Meme kanseri hiicrelerinde anti-apoptotik Bcl2 gen ifade seviyesinde (Sekil
4.22) ve hiicre proliferasyonunu yonlendiren siklin CCNE1 (Sekil 4.23) ve CCND1 (Sekil
4.24) gen ifade seviyelerinde doza bagli olarak azalma gozlemlenmistir. MCF-7
hiicrelerinde kaspaz-3 gen ifadesinde doza bagli olarak anlamli bir artis gozlemlenirken,
MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz-3 gen ifadesinde bir artis gozlemlenmemistir (Sekil
4.25).
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Sekil 4.22 PM uygulamasinin hiicrelerdeki Bcl-2 gen ifadesi {lizerine etkisi
(ns: anlamli degil; *: p<0.05; **: p<0.01)

77



CCNE1

3 Kontrol
3 1000 pg/mL
= 1500 pg/mL

= 5_ * %

E -

U

o> 4

)

D *

T 37

X

g -

°

I

— 14 NS ns

s L (06 Mae

© 0 I I |T| I__r-l
HUVEC MCF-7 MDA-MB-231

Sekil 4.23 PM uygulamasinin hiicrelerdeki CCNEL1 gen ifadesi lizerine etkisi
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Sekil 4.24 PM uygulamasinin hiicrelerdeki CCND1 gen ifadesi iizerine etkisi
(ns: anlamli degil; *: p<0.05; **: p<0.01)
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Sekil 4.25 PM uygulamasinin hiicrelerdeki Kaspaz3 gen ifadesi iizerine etkisi
(ns: anlamli degil; *: p<0.05; **: p<0.01)
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser tedavi edilmesi olduk¢a zor olan karmasik bir hastaliktir (Dalkic vd. 2010).
Ozellikle kadinlar arasinda siklikla tanis1 konulan meme kanseri ise diinya ¢apinda ¢ok
sayida Oliime neden olmaktadir. Giiniimiizde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gibi
geleneksel tedaviler tehlikeli yan etkilerine ragmen halen meme kanseri tedavi siirecinde
uygulanmaktadir. Giiniimiizde daha giivenli, dogal ve etkin bir alternatif yaklasimin kesfi
ise olduk¢a ©nemli kabul edilmektedir (Dasari vd. 2017, Khorrami vd. 2019).
Mikrobiyota bilesimi ile meme kanseri arasinda kurulan iliskiler, bagirsak ve meme
mikrobiyotasindaki disbiyozun meme karsinomunun baslatilmasinda, gelismesinde,
ilerlemesinde ve metastazinda anahtar bir role sahip oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla, mikrobiyota modiilasyonunu hedefleyerek terapotik etkiler saglamak

glinlimiizdeki yeni stratejiler arasinda 6nem kazanmaktadir (Ciernikova vd. 2023).

Denge durumunda ve c¢esitliligi fazla olan mikrobiyota konak sagligimma olumlu katkilar
sunmaktadir (Zhu vd. 2021). Dolayisiyla bagirsak mikrobiyotasinit hedeflemek, kanser
tedavisinde hastanin durumunu iyilestirmek ve klinik faydalar saglamak yeni bir stratejik
yaklagimi temsil etmektedir. Saglikli bir mikrobiyotada bulunan mikroorganizmalar
tarafindan iretilen postbiyotik mediatorlerin  bagirsak mikrobiyotasit bilesimini
diizenlerken kanser hiicreleri tizerinde apoptoz, anti-proliferatif ve anti-inflamatuvar
yolaklart uyarma yoluyla anti-kanser etkiler sergiledigi bilinmektedir. Postbiyotik
mediatorlerin sergiledigi anti-kanser etki, postbiyotik eldesi igin segilen probiyotik susa,
postbiyotigin tiirline/icerigine ve kanserli hedef organin tiiriine gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin, geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen ve potansiyel olarak
yeni bir probiyotik tiirli olarak L. brevis susu tarafindan salgilanan proteinlerin meme
kanseri hiicrelerinde BAX, BCL-2 ve BCL2L11 gen ifadelerinde degisikliklere neden
olarak sitotoksik aktiviteyi ve apoptoz indiiksiyonunu destekledikleri bildirilmektedir
(Pourbaferani vd. 2021). Farkli bir postbiyotik kaynagi olarak deniz bakterisi olarak
bilinen Bacillus velezensis’den elde edilen ekzopolisakkaritlerin meme kanseri
hiicrelerinde Kaspaz-3 aktivasyonunu ve sitokrom C seviyesinde artisi indiiklemesi
sonucunda apoptoza neden oldugu bilinmektedir (Mahgoub vd. 2018). Anti-kanser

etkinlige sahip postbiyotik mediatérlerin dogal ve giivenilir kaynakli olmasi, uzun raf
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omrii, disiik hazirlama maliyeti ve diisiik toksisitesi kanser tedavisindeki
kullanilabilirligini desteklemektedir. Ancak, postbiyotik takviyelerinin optimal dozunun

ve uygulama sikligini belirlemek olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen in vitro analizler neticesinde elde edilen
veriler, kansere direncli kor kostebek faresi Spalax sp. bagirsak mikrobiyotasindan izole
edilen Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 susu kaynakli postbiyotik mediatorlerin
meme kanseri tedavisinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Sonuglar, postbiyotik
mediatdrlerin meme kanseri hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre gé¢ii ve koloni olusum
potansiyelini azaltirken saglikli hiicrelerde anlamli bir farklilik olusturmadigini
gostermektedir.  Postbiyotik mediatér uygulamasi sonucu apoptoz durumlari
incelendiginde MCF-7 hiicrelerinin % 30 (1000 pg/mL) ve % 39 (1500ug/mL) apoptoza
girdigi, MDA-MB-231 hiicrelerinin ise % 22 (1000 pg/mL) ve % 23’iiniin (1500 pg/mL)
apoptoza girdigi gozlemlenmistir. Saglikli hiicrelerin ise kanser hiicrelerine gore daha
diisiik oranlarda apoptoza girdigi tespit edilmistir. Postbiyotik mediatdr uygulamasi
sonrasinda belirlenen ROS miktarlar1 incelendiginde MCF-7 hiicrelerinde 1500 pg/mL
PM uygulamas1 sonrasinda, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise hem 1000 pug/mL hem de
1500 pg/mL PM uygulamasi sonrasinda goézlemlenen ROS {iretimindeki artis meme
kanseri hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli hasarin meydana geldigine isaret etmektedir.
Gen ifadesi analizleri géz oniinde bulunduruldugunda MCF-7 hiicrelerinde apoptotik
kaspaz-3 gen ifadesinde artis, anti-apoptotik Bcl-2 gen ifadesinde ise azalma oldugu tespit
edilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise hiicre proliferasyonunda énemli role sahip,
hiicre dongiisiinlin ilerlemesini saglayan siklinlerin ifadesinde azalma oldugu tespit

edilmistir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular g6z 6niinde bulunduruldugunda kansere direngli kor
kostebek faresi Spalax sp. bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen Ligilactobacillus
animalis EIR/SpX-1 susu kaynakli postbiyotik mediat6érlerin meme kanseri hiicreleri

izerinde segici sitotoksisite sergiledigi tespit edilmistir.
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