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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MEME KANSERiI HUCRELERINDE MiRiSETININ KEMOTERAPI
DUYARLILIGI UZERINE ETKISi

Hediye TEKELIOGLU

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

Tez Danmismani
Dr. Ogr. U. Ozlem CESUR GUNAY
Aralik 2022, 82 Sayfa

Bu calismada meme kanseri hiicrelerinde mirisetinin kemoterapi duyarlilig1 iizerine
etkileri arastirllmistir. Bu arastirma yapilirken mirisetinin, doxorubisinin ve kombine
uygulamalarinin degisen dozlarda MCF-7 hiicrelerine uygulanip doza ve zamana
bagimli olarak hiicre canliliginin tespiti ve hiicrelerin %50’sinin yasadig1 dozu
bulmak i¢in XTT hiicre proliferasyon testi kullanilmistir. Gen diizeyinde ekspresyon
degerlendirmesi yapabilmek amaci ile kontrol ve doz gruplarinda RNA izolasyonu
TrizolReagent ile gerceklestirilmistir. Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve
saflign Nanodrop cihaziyla gerceklestirilmistir. Izole edilen total RNA’lardan PT-
PCR oOncesi cDNA sentezi AppliedBiosystems High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit ile 96 well plakalar kullanilarak StepOne Plus Real-Time PCR
cihaziyla gerceklestirilmistir. MCF-7 hiicre hattinda kontrole gére BAX, BCL-2,
MDR-1 ve STAT3 genlerinin mRNA diizeyindeki ekspresyon degisimleri Real-Time

Y



PCR ile arastirilmigtir. PT-PCR yontemi kullanilarak tespiti saglanan mRNA

ekspresyon degisimi sonucu elde edilen veriler AACT metodu ile analiz edilmistir.

Yaptigimiz calisma sonucunda mirisetinin ve doxorubisinin MCF-7 hiicrelerinde
artan doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Kombine
uygulamalarda mirisetin ile doxorubisinin sinerjistik etki gostermedigi tespit
edilmistir. Doxorubisinin kendi basina daha etkili oldugu belirlenmistir. RT-PCR
kapsaminda STAT3, MDR-1, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA ekspresyon
degisimleri aragtirilmigtir. Doxorubisinin ve mirisetinin IC50 degeri ve kombine
gruplarindaki gen ekspresyon degisimleri kontrol grubuna gore karsilastirilmistir.
Ozellikle STAT3 geni basta olmak iizere baz1 gen ifadelerinde anlamli degisimler

tespit edismistir.

Anahtar Sozciikler : Kanser, Meme kanseri, Mirisetin, Kemoterapi, MCF-7,
Doxorubisin, IC50
Bilim Kodu : 1090



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT OF MYRICETIN ON CHEMOTHERAPY SENSITIVITY IN
BREAST CANCER CELLS

Hediye TEKELIOGLU

Karabiik University
Institute of Graduate Programs

Department of Medical Biochemistry

Thesis Advisor
Dr. Asst. Prof. Ozlem CESUR GUNAY
December 2022, 82 Pages

In this study, the effects of myricetin on chemotherapy sensitivity in breast cancer
cells were investigated. During this research, myricetin, doxorubicin and their
combined applications were applied to MCF-7 cells in varying doses, and cell
proliferation test with XTT was used to determine the cell viability in a time and
dose dependent manner and to find the dose at which 50% of the cells lived. In order
to evaluate the expression at the gene level, RNA isolation was performed with
Trizol Reagent in the control and dose groups. The concentration and purity of the
isolated RNA were determined by Nanodrop. cDNA synthesis from isolated total
RNAs before PT-PCR was performed with Applied Biosystems High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit and StepOne Plus Real-Time PCR device using 96
well plates. Expression of BAX, BCL-2, MDR-1 and STAT3 genes at the mRNA
level in MCF-7 cell line compared to control were investigated by Real-Time PCR.

Data was analysed according to the AACT method.
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As a result of our study, it was determined that myricetin and doxorubicin decreased
cell proliferation in MCF-7 cells depending on the increasing dose. It was determined
that myricetin and doxorubicin did not show a synergistic effect in combined
applications. It was determined that doxorubicin was more effective on its own.
Within the scope of RT-PCR, mRNA expression changes of STAT3, MDR-1, BAX
and BCL-2 genes were investigated. The IC50 value of doxorubicin and myricetin
and the gene expression changes in the combined groups were compared with the
control group. Significant changes were detected in some gene expressions,

especially the STAT3 gene.
Key Word : Cancer, Breast Cancer, Myricetin, Chemotherapy, MCF-7,

Doxorubisin, IC50
Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

Kanser genetik ve cevresel faktorlerin etkisinde kalan hiicrelerin kontrolsiiz bir
bicimde bdliinmesi ve ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir. Hiicrelerin
boliinmesi ve ¢ogalmasi genlerin kontrolii altinda olmasina ragmen kanser temel
olarak genlerde olusan ve diizeltilemeyen hasarlarla baglar [1]. DNA dizilimi
sirasinda metabolizmay1 ve hiicre ¢ogalmasini kontrol eden yolaklarda meydana

gelen mutasyonlar metabolik ve anabolik anormalliklere neden olur [2].

Kalitimsal ve c¢evresel bircok etken kanserin nedeni olabilir. Normalde gen
ekspresyonu sirasinda meydana gelen kalitimsal bir hata sigara, alkol, radyasyon,
ultraviyole 1sinlar gibi cevresel faktorlerin etkisiyle bireylerin kansere yatkinligini
artirabilir [3-4]. Uluslararasi kanser aragtirma ajansinin (IARC) 2018 verilerine gore
kiiresel kanser yiikii 18,1 milyon yeni hasta ve 9,6 milyon kanserden 6liimiin oldugu
aciklanmigtir. Diinya genelinde her 5 erkekten biri ve her 6 kadindan birinin
yasamlarmin bir doneminde kansere yakalandiklar1 ve 8 erkekten birinin ve 11
kadindan birinin kanserden kaynakli 6ldiigii tespit edilmistir. Diinya ¢apinda 5 yillik
yayginlik olarak adlandirilan kanser teshisi konulduktan sonra 5 yil i¢inde hayatta

kalan insan sayisinin 43,8 milyon oldugu tahmin edilmektedir [5].

Kanser insidansi ve 6liim orani diinyada hizla artmaktadir [6]. Bulasic1 olmayan
hastaliklar (BOH) artik kiiresel Oliimlerin ¢ogundan sorumludur. Kanserin 21.
yiizyilda diinyadaki her iilkede 6liimlerin 6nde gelen nedeni ve artan yasam siiresinin
onlindeki en onemli engel olarak karsimiza ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2015 yilinda yapmus oldugu tahminlere gore 172 iilkeden
91'inde kadin ve erkeklerde 70 yasindan Once birinci veya ikinci Oliim nedeni
kanserdir [7-8]. Tliim diinyada artan niifus oran1 ve yasam siiresinin uzamasi yani sira

kotiiye giden yasam tarzi sebebiyle hastaliklar igerisinde kanser yiikii her gegen giin



artmaktadir. Geligsmis ya da gelismemis iilkelerde 60 yasindan sonra kansere
yakalanma oranlar1 goz Oniine alindiginda diinya niifusunun %49,5’ini olusturan

kadinlar i¢in bu oran oldukg¢a fazladir [9].

Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kimyasal maddeler verilerek yapilan
ve ayni zamanda malign tiimorlerin tedavisinde kullanilan ¢ok etkili olan bir
yontemdir. Kemoterapi tedavisinde bir ilag veya birkac ilag birlikte kullanilabilir.
Kemoterapinin genel amaci, hastaligin belirtilerini azaltmaktan iyilestirmeye dogru
yonelmistir. Hastaligin lokalize oldugu durumlarda cerrahi tedavi ve radyoterapi
tedavisi uygulanirken, kemoterapi tedavisinin 6n plana ¢ikmasindaki en 6nemli etken

metastaz durumlarinda da uygulanabilir olmasidir [10].

Kanser onleme {iizerine yapilan aragtirmalarda beslenme ile ilgili stratejilere yon
vermek amaciyla birgok besin karbonhidratlar, yag asitleri, vitamin ve mineraller,
karotenoidler, fitoostrojenler gibi besin igerikleri acisindan ele alinmaktadir. Meme
kanseri etiyolojisinde bazi spesifik besinlerin antioksidan igeriklerinin, kanser
epigenetigi lizerine etkisi, DNA onarimi, inflamasyon, genin diizenlenmesi ile ilgili
ekspresyon, biiylime faktorlerinin uyarilmasi gibi biyolojik siireglere olan etkileri
epidemiyolojik ¢aligmalarda ele alinmaktadir. Flavonoller arasinda mirisetinin
kansere karsi etkisi birka¢ yildir arastirma konusu olmustur ve timor baskilayici
olarak yararh 6zellikleri hemen hemen ortaya ¢ikmistir. Mirisetin ayrica farkli meme
kanseri hiicre dizilerinde kemoterapdtik molekiil olarak test edilmistir. Uglii negatif
meme kanseri (TNBC), toplam meme kanseri vakalarinin %15'ini temsil eder. Insan
TNBC hiicre hatti, MDA-MB-231’de, mirisetinin, apoptozu indiiklenmesiyle hiicre

bliylimesini azalttig1 tespit edilmistir.

Bu ¢aligmada, meme kanseri hiicrelerinde mirisetinin kemoterapi duyarlilig tizerine
etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu c¢alisma, literatiir taramas1 ve deneysel
caligmalar yapilarak hazirlanmistir. Deneysel ¢alismalarimiz sonucunda elde edilen
bulgular daha 6nce hazirlanmis olan ¢alismalardaki bulgularla neden-sonug iligkisi
icerisinde karsilastirilmistir. Son olarak ise deneysel ¢aligmalarimiz sonucu elde
edilen bulgular c¢alismanin sonucuna uygun bir sekilde degerlendirilerek

yorumlanmis ve sona erdirilmistir.



BOLUM 2

KANSER

Kanserin tanimi, M.O. 460-377 yillarinda ilk énce Hipokrat tarafindan organizma
icinde sifas1 bulunamayan yeni olusumlar1 belirtmek i¢in kullanilmistir. Hipokrat,
dokularda gelisen, saglikli hiicrelere gore farkli 6zellikleri olan, normal hiicrelerle
karsilastirildiginda daha yavas gelisen ve al renkli sisliklere “Carcinos” veya
“Carcinoma” adini vermistir. M.S. 2. yilizyilda Galen ise, normal dokuya gore farkli
yapisal Ozellik gosteren olusumlart yengece benzettigi i¢in “kanser” diye
adlandirmistir. Tarsuslu Osman Hayri Efendi Tiirk tip tarihinde kanser tanimim
“Kenz tissihhat iil-ebdaniye” adli kitabinda yapmistir. Agrili seyreden ve damarh

kiigiik yumru biiyiikliiglinde olusumlar1 anlatmak i¢in “seratan” ifadesini kullanmistir

[11].

Kanser, DNA hasarina maruz kalan hiicrelerin anormal bir sekilde kontrolsiiz
cogalmasi olarak tanimlanmaktadir. Kanser ve timor kelimeleri birbirlerinin yerine
kullamilsa da aslinda ayni yapisal bozuklugu bildiren kelimeler degildir. Iyi huylu
veya kot huylu olarak ikiye ayrilan tiimore kiyasla kanser kotii huylu oldugu kesin

bilinen tiimordiir [12].

Modern zaman hastaliklarmin arasinda yer alan kanser yirmi birinci yilizyilldan
itibaren ciddi saglik sorunlarindan biri olarak goriilmeye baslanmistir. Kanser,
yirminci ylizyildan itibaren modern zamanin hastaligi olarak nitelendirilse bile
kanserin canli yasamu ile birlikte var oldugunu gosteren kanitlarda mevcuttur [13].
Kanser biitiin diinyada giderek artan O6nemli bir sorun haline gelmekle birlikte
yaklasik olarak her yil 6 milyondan fazla insan bu hastaliga yakalanmaktadir [14].
Kanser gelisimine sebep olan etkenler, radyasyon, agir metaller, giinesten gelen
zararl ultraviyole 1sinlar1 ve sigarada bulunan kimyasal ve karsinojenik ajanlar

olarak siralanabilir. Bunlara ek olarak, antioksidan acisindan zengin igerikli



besinlerin yeteri kadar tiiketilmemesiyle birlikte bagisiklik sistemi mekanizmalari
zayiflar, hiicre hasar1 meydana gelir ve kanser gelisimi s6z konusu olur. Kanser,
diinyada ve iilkemizde %22’lik goriilme oraniyla kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra ikinci 6liim nedenidir. Oliim oranlarmin yiiksek olmasindan dolay1 bu konu &n
plana ¢ikmis olup erken tani ve tedavi ile kanserli hastalarin yasam kalitelerinin
artirtlmas1 ve yasam siirelerinde uzama saglanabilmistir. Sekil 2.1°de saglikli hiicre

ile kanserli hiicrelerin biiyiimeleri arasindaki fark gosterilmistir [15].

WL e 0B

Sadghkh hucreler; kontrollu olarak buyur.

A W X

Kanser Kanser Kanser Kanser Kanser
hicreleri; hucrelerinin;  hucrelerinin; hicreleri; hucreleri, farkh
kontrolsuzce sekillerinde  boyutlannda duzenli dokulara
buydr. dedisiklik dedisiklik goruntuye sigrayabilir
vardir. vardir. sahip (metastaz).
dedildir.

Sekil 2.1. Normal ve kanserli hiicreler arasindaki farkliliklarin karsilastirilmasi

Kanser, hiicrelerin normal sinirlar1 diginda biiylimesi kontrolsuz biiyiiyen hiicrelerin

saglikli hiicre ve diger organlara da yayilmasi kanserin en belirleyici 6zelligidir. Bu
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sekilde hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi, diger hiicrelere ve organlara
yayllmas: metastaz olarak adlandirilmaktadir. Kanser hiicreleri, birgok sebeple
degisim ge¢irmis, kontrolsiiz ¢cogalma ve hiicre proliferasyonu 6zelligine sahip olan
ve ayni zamanda viicudun ¢esitli bolgelerine yayilma 6zelligi gosteren hiicrelerdir
[16]. Kontrolsiiz olarak prolifreasyona ugrayan kanser hiicreleri, bulunduklar
bolgede bir kitle olusturduktan sonra bolgenin digina yayilma egiliminde degil ise
farkli bolgelere invaze olmayan kanserlere benign tiimor, ancak bulundugu bélgeden
farkli bolgelere yayilma egiliminde ise bu tiir kanserlere malign tiimor denilmektedir.
Malign tiimorler, kan, lenf veya viicut bosluklarini kullanarak primer
lokalizasyonlarinin digina ¢ikarlar farkli bolgelere metastaz yapip o bolgelerde de
gelismeye devam ederek oOliimciil bir hale gelirler [17]. Sekil 2.2’de metastaz

olusumu ve basamaklar1 gosterilmistir [18].

Primer timor olugumu Lokal invazyon intravazasvon Dolagimda sagkalim

A~
|0 | .

Mikrometastaz olugumu Ekstravazasyon

Klinik olarak tespit edilebilen
makroskopik metastaz Metastatik koloni olugumu

—— =
r

Sekil 2.2. Metastaz olusumu ve basamaklari

Kan, lenf ya da viicut bosluklarim1 aracilifiyla metastaz yapan, bagka organlara

sicrayan kanser hiicreleri, birbirine yapismaz, apoptoza ugramazlar ve diger
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hiicrelerden gelen sinyallere asla yanit vermezler. Metastaz, kanser nedeniyle

gerceklesen Oliimlerin 6nemli bir nedenidir[19].

Kanser olusumunun meydana geldigi hiicrelerin 6zelligine gore dort baslikta
incelenmektedir. ilk olarak karsinoma epitel hiicrelerden kaynaklanir. ikinci olarak
sarkoma bag doku ve hiicrelerinden kaynaklanir. Ugiincii olarak 18semi
hematopoietik hiicrelerden kaynaklanir ve son olarak lenfoma ise hematopoietik
hiicrelerden kaynaklanir ve lenf damarlarinda tutulma gosterir. Kanser gelisimi
gosteren bir dokunun olusumunu ve metastaz gelisimini kademeli olarak gdsteren alt1

adet belirte¢ oldugu belirtilmistir. Sekil 2.3’de kanser belirtecleri gosterilmistir.

Proliferatif Sinyallesmeyi
Siirdiirmek

D i"eﬂcﬁ Biiyiime Baskilayicilardan
Hiicre Oliimi Kagmmak

Anjiyogenezi Tnvazyon ve Metastazs
Indiiklemek Aktiv Etmek

Tekrarlayici Glﬁnlsﬁzlﬁgﬁ
Etkinlestirme

Sekil 2.3. Kanser belirtecleri



» Biiyiime ve sinyal otonomisi: Biiyiime faktér yolaginda meydana gelen
mutasyonlar ve kontrolsiiz biliyliimeye sebebiyle kanserli hiicreler biiyiime

faktor sinyalinden bagimsiz boliinmektedirler.

» Biiyiime inhibitor sinyallerinden ka¢inma: Mutasyona ugradiklari igin

kanser hiicreleri inhibitdr sinyallerine yanit vermez.

» Biiyiime ve sinyal otonomisi: Kanserli hiicrelerde telomerazin uzunlugu

korundugundan sinirsiz replikasyon yetenegi gelismektedir.

» Apoptotik hiicre o6liimlerinden kag¢inma: Apoptotik sinyallere yanit

kanserli hiicrelerde ger¢ceklesmemektedir.

» Anjiyogenez (Yeni kan damarlarmmin olusumu): Tiimoriin yasamasi ve
biliylimesi i¢in yeni kan damarlarinin olusumasi gerekli oldugundan kanser

hiicreleri anjiyogenezi uyarmaktadir.

> Invazyon ve metastaz: Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelerin aksine viicudun
diger bolgelerine yayilma egiliminde oldugundan, kanserden kaynakli

Oliimlerin en 6nemli nedenidir [20].

2.1. KANSER OLUSUMUNDA ETKIiLi FAKTORLER

Kanseri dnlemenin oncelikli yolu kansere neden olan etmenleri belirlemektir. Uluslar
aras1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC) ve ¢esitli ulusal saglik kuruluslarinda
kanserojen tespit programlar1 kanserojenlere maruziyeti engellemek i¢in miicadele
etmeye yonelik kamu ve 6zel kisi ve kurumlarin ¢abalaria bilimsel bir temel saglar

[21].

Kanser olusumu son derece karmasik bir olaydir. Kansere neden olan i¢c ve dis
faktorler, kanserde risk faktorleri olarak adlandirilmaktadir. Kanserin ¢esidine gore

risk faktorleri farklilik gosterdigi gibi kanserin risk dereceleri de farklilik



gostermektedir. Cizelge 2.1’de de gosterildigi gibi kansere neden olabilecegi

belirlenen pek ¢ok i¢ ve dis etken vardir [22].

Cizelge 2.1. Kansere neden olan i¢ ve dis faktorler

> I¢ Faktorler > Dis Faktorler

e Yas e (Cografi Faktorler
¢ Cinsiyet e Yetersiz ve Dengesiz Beslenme
e Kalitim e Toplumsal Faktorler
o Irk e Biyolojik (Viriis ve Parazitler)
e Hormonal Sistem e Radyoaktivite
e Bagisiklik e Kimyasal Karsinojenler

2.2. MEME KANSERI

Memedeki siit kanallarini olusturan hiicrelerin ya da siit bezi hiicrelerinin kontrolsiiz
bir sekilde c¢ogalmasi sonucu olusan kanser tiirli, meme kanseri olarak
tanimlanmaktadir. Meme kanseri patolojisi, hastaligin seyri hakkinda bilgi verdigi
gibi tedavi yontemini belirlemede de ¢ok 6nemli bir faktordiir. Meme kanserinin
yaklasik %80’ini invaziv duktal karsinom (IDK) ve %14’{inii ise invaziv lobuler
karsinom (ILK) olusturmaktadir. Cok sik rastlanmayan ve prognozu daha iyi olan
musindz, meduller ve tubuler kanser gibi nadir rastlanan tiimor ¢esitleri de
bulunmaktadir. Meme tarama ve tan1 yontemlerinin gelistirilmesiyle invaziv olmayan

(in-situ) kanser tiplerinde artis oldugu tespit edilmistir [23].

» Lobuler karsinoma in situ (LCIS): Kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin siit
bezlerinin disina metastaz yapmayan kismi lobuler karsinoma in situ olarak
adlandirilmaktadir. Mikroskop altinda incelenebilen bir lezyon oldugu i¢in
el ile muayene yoOntemiyle anlasilmasi miimkiin degildir ve tiimor

olusturmamaktadir. Bu nedenle insidansi tam olarak tespit edilememektedir.



» Duktal karsinoma in situ (DCIS): Kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin siit
kanallarinin digina metastaz yapmayan kismi duktal karsinoma in situ olarak
adlandirilmaktadir. Farkli tiirlerden olusan lezyon grubunu olusturmaktadir.
Duktal karsinoma in situ ile lobuler karsinoma in situ’nun ortak ozelligi
malign karakterdeki hiicrelerde membranla c¢evrili bosluklar i¢inde

gerceklesen sinirl proliferasyondur.

> Invaziv duktal karsinom (IDK): Kontrolsiiz cogalan hiicrelerin siit
kanallarinin digina metastaz yaparak boliinmesi sonucu olusan kanser tiirii
invaziv duktal karsinoma olarak adlandirilmaktadir. Meme kanseri tiirleri
arasinda goriilme siklig1 en ¢ok olan fakat invaziv karsinomlarin herhangi
bir tipine uymayan malign tiimordiir. Invaziv duktal karsinomda nekroza
cok fazla rastlanilmamaktadir. Genel olarak bu tiir vakalarin yaklasik olarak

%60’1nda kalsifikasyona rastlanmaktadir.

» Medullar karsinoma: Meme kanseri tiirlerinden biri olan medullar
karsinoma meme kanserlerinin %5-7’sini  olusturmaktadir. Medullar
karsinomada makroskopik (biyopsi) inceleme yapilmaktadir. Genel olarak
metastaz durumu sinirlart belli olan, yumusak kivama sahip, homojen bir
kesit yiizeyi olan ve grimsi renkte tiimorlerdir. Bu tip kanserde sik sik
kanamalara rastlanmaktadir ve nekroz goriilmektedir. Klasik medullar
karsinomalarda tiimériin boyutu biiylik olmasina ragmen prognoz genel

olarak daha iyidir [24].

Meme kanserleri igerisinde en yaygin olarak goriilen kanser tipi duktal kanserdir.
Genel olarak duktal kanser meme kanserlerinin %75’ini olusturur. Duktal kanser
metastaz yaparak meme dokusu haricinde Oncelikle koltuk altinda bulunan lenf
bezlerinde tutulum gostermektedir. Sekil 2.4’de meme kanserinin metastaz

kademeleri gosterilmistir [25].
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Sekil 2.4. Meme kanserinin metastaz kademelerini gésteren sema
2.2.1. Meme Kanseri Tam Yontemleri

Meme kanserinde anamnez, fiziki muayene, inspeksiyon, palpasyon, mamografi ve

biyopsi gibi yontemlerle tan1 konulabilmektedir.

» Anamnez: Hastanin yasi, aile dykiisii, menstiirasyon Oykiisii, dogum yasi,
meme ile ilgili gecirdigi hastaliklar, menopoz yas1 gibi bircok faktér goz

oniinde bulundurularak hastalik 6ykiisii genel hatlartyla belirlenmelidir.

» Fiziki Muayene: FElle muayene yapilarak meme dokusundaki
degisikliklerin gézlemlenmesi sonucu lezyon ve kitlelerin tespit edilmesini

saglamaktadir.

> Inspeksiyon: Memelerin goriiniimiine, biiyiikliigiine, simetrisine, deride

renk degisikligine ve meme baslarina bakilir.
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» Palpasyon: Hastanin meme dokusundaki farkliliklarin varsa kitlenin tespit
edilmesi i¢in yatar pozisyonda yapilan elle muayene yontemidir. Memede

dolgunluk, yogunluk veya nodiil olan bolge diger tarafla kiyaslanir.

» Mamografi: Meme kanserinin tanisinda kullanilan en énemli yontem olan

mamografi memenin rontgenini ¢ekerek gerceklestirilir.

» Sitoloji: Meme ucundan gelen akitinin mikroskobik olarak incelenmesidir.

» Ultrasonografi: Yiksek ses dalgalar1 kullanilarak meme dokusunun

icerisindeki lezyonlarin tespit edilmesini saglayan yontemdir.

» Biyopsi: Memeden alinan kii¢iik bir doku veya meme ucundan gelen sivinin
patoloji laboratuarlarinda incelenerek teshis konulmasi meme biyopsisi

olarak adlandirilmaktadir [26].

Meme kanserinin erken evrelerinde tani konulmasi, uygulanacak tedavi
yontemlerinin sayisini, tedavinin basarili olmasini ve sagkalim oranini Snemli
derecede arttirmaktadir. Meme kanseri vakalarinda ilerlemis evrelerde tam
konulmasiyla 5 yillik hayatta kalma olasilig1 %10 oraninda iken, erken donemde tani
konulan vakalarda ise bu oran %80’e ¢ikmaktadir. Meme kanseri i¢in erken tani

yontemi olarak birbirini tamamlayici {i¢ yol vardir. Bu yollar;

» Kendi Kendine Meme Muayenesi — KKMM

» Fiziki Meme Muayenesi

» Mamografi [27].

2.2.2. Meme Kanserinde Tarama Yontemleri

Meme kanserini tespit etmede kullanilan tarama ydntemleri sayesinde hastaligin
erken teshisi ile erken tedavi sansi arttirmakta ve tedavi sonrasi yapilan kontrol

programlar1 sayesinde diger kanser tiirlerine kiyasla meme kanserinden kaynakli
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mortalite ve morbiditenin azalmasi1 hedeflenmektedir[28]. Erken evrede teshis edilen
meme kanseri i¢in daha bagarili tedavi yonteminin de belirlenmesi s6z konusu olur.
Tespit edilen birgok meme kanseri vakasinin engellenemez olusu, meme kanseri
kaynakl1 6liimlerin 6niine gegmesi ve ameliyat sonucu memenin alinmasi yonteminin
azaltilmas: yoniindeki beklentiler, hastaligin erken donemde teshisi ile tedavi
edilmesine katkida bulunan tarama yontemlerinin kullanilmasi agisindan 6énemli bir
strateji haline gelmistir. Cizelge 2.2°de Amerikan Kanser Birligi’nin 6nermis oldugu
meme kanseri tarama rehberinde meme kanseri tarama yontemleri ve uygulama

sikliklart gosterilmistir [29].

Cizelge 2.2. Amerikan Kanser Birligi’nin 6nermis oldugu meme kanseri tarama
yontemleri ve uygulama sikliklar

Yas Grubu Yontem Uygulama Sikhigi
2039 KKMM Ayda 1
Klinik Muayene 3Yidal
KKMM Ayda 1
40-49 Klinik Muayene Yilda 1
Mamografi 2 Yilda 1
KKMM Ayda 1
50 + Klinik Muayene Yilda 1
Mamografi Yilda 1

2.2.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, kadinlarda goriilme siklig1 en ¢cok olan kanser tiiriidiir. Kolon kanseri
ve akciger kanseri ile birlikte diinya genelinde en yaygin goriilen ii¢ kanserden
biridir. 2012 yilinda, diinya genelinde yaklasik 1,7 milyon kisi meme kanseri teshisi
almis ve yaklasik yarim milyon kisi bu hastaliktan kaynakli hayatim1 kaybetmistir
[30]. 2013 yilinda diinya ¢apinda yarim milyon insan meme kanserinden 6lmiis ve
kanserden kaynakli 6liimlerin %15’inin meme kanseri kaynakli oldugu belirlenmistir

[31]. Amerika Birlesik Devletleri’nin 2019 yilinda yapmis oldugu ulusal kanser
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istatistik raporuna gére ABD'li kadinlarda yaklasik 268,600 yeni invazif meme
kanseri vakasi ve 48,100 erken evreli meme kanseri (DCIS) vakasi teshis edilmis ve
41,760 kadin bu hastaliktan 6lecegi belirlenmistir [32]. Meme kanserinin en ¢ok
tespit edildigi yas araligi 55-64 yastir ve medyan yas 61 olarak belirlenmistir. 40
yasin altinda goriilme oram1 %5’tir ve ¢ogu malignitede oldugu gibi risk yas ile
birlikte artar [33]. Kiiresel kanser insidansi da giderek artmaktadir. 1980°de 641,000
olarak belirlenen vaka sayis1 yilda %3,1 oraninda artarak 2010 yilinda 1,6 milyonun
tizerinde oldugu belirlenmis ve 2030 yilina kadar diinya ¢apinda yilda 3,2 milyon

meme kanseri vaka sayisinin olacagi beklenmektedir [34].

Meme kanserinin goriilme sikligir gelismis iilkelerde daha fazla olmasina ragmen
erken teshis ve gelismis tedavi imkanlar1 sayesinde Oliim oranlar1 gelismemis
iilkelere gore daha azdir [35]. Arastirmalar, hastalarda sag kalimin tiimdriin
ozelliklerinden ¢ok tanmi siliresine ve tedavi olanaklarma erisime bagli oldugunu
gostermektedir. Gelismis iilkeler arasinda olan Amerika'da meme kanserine bagh
Oliimler, daha iyi tedavi ve teshis olanaklarina erisim nedeniyle azalmistir [36].
Diinya niifusunun %60’ min yasadigir gelismekte olan Asya iilkelerinde ise meme
kanseri insidansi giderek artmaktadir. Meme kanseri vakalarinin en yiiksek oldugu
Asya iilkelerinin basinda Cin, Hindistan, Japonya, Endonezya ve Pakistan
gelmektedir. Bu iilkeler arasinda meme kanseri vaka sayisi ve meme kanserine bagh
0liim oranlar1 kiyaslandiginda gelismekte olan iilkelerde kanser vaka sayisi fazlayken

az gelismis iilkelerde kanserden 6liim oraninin fazla oldugu tespit edilmistir [37].

Tirkiye’de 1987-2008 yillar1 arasinda yaklasik 23,000 meme kanseri kaynakli 6liim
gerceklesmistir. Bu yillar arasinda ortalama 6liim orani1 100,000 kadinda 9,2°den
14,9’a yiikselmistir [38]. 2007°de 44,253 olan meme kanseri vaka sayist 2012°de
51,990 olmustur [39]. Meme kanseri riskinin yas ile birlikte arttigi gbéz Oniine
alininca Tirkiye’nin gen¢ demografik yapisi nedeniyle Tiirk kadinlar diisiik risk
grubunda yer almaktadir. 20’li yaslarda meme kanserine yakalanma riski %0,05’iken

bu oran 60’11 yaslarda %3,45’e yiikselmektedir [40].
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2.2.4. Meme Kanseri Etiyolojisi ve Patogenezi

Meme kanseri etiyolojisi ve patojenik ozellikleri agisindan oldukg¢a heterojendir.
Olgularin bazilarinda prognoz yavas ilerlerken birgok olguda da prognoz oldukca
agresif olabilmektedir [41]. Meme kanserinin en Onemli nedeni meme epitel
dokusunda malign hiicrelerin kontrolsiiz biiyiiyiip ¢ogalmasidir. Meme kanserinin
kesin teshisi, epitel dokuda meydana gelen doku bozulmasinin fiziki muayene

ardindan laboratuar testleriyle somutlagsmasiyla olmaktadir [42].

Kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasiyla tiimdrler olusmakta ve tiimdrlerin siniflandirilmasi
iyi veya kétii huylu olup olmadiklarma gore belirlenmektedir. Iyi huylu tiimérler
olustuklar1 dokudan kan veya lenfatik damarlar yoluyla baska bir dokuya metastaz
yapmaz. Bunun aksine kotlii huylu tiimdrler kendilerine yakin veya uzak doku ve
organlara metastaz yaparlar [43]. Meme kanserinin baslangict ve hastaligin
ilerlemesi i¢in iki teori ortaya atilmistir. Bunlardan ilki kanserde kok hiicre teorisi
ikincisi ise rastlantisal teoridir. Ilk olarak kok hiicreyi hedef alan teoriye gére tiim
timor alt gruplarinin aym1 kok hiicreden tiiretildigi varsayilir. Rastlantisal teoriye
gore ise her timor alt grubunun tek bir hiicre tipinden (kok hiicre, dnciil hiicre ve
farklilasmis hiicre) meydana geldigi varsayilir. Herhangi bir meme hiicresinde
meydana gelen rastgele mutasyonlar kademeli olarak birikebilir ve biriken
mutasyonlarin diizeyi yeterli hale geldiginde timor olusturabilir. Kok hiicre igin
yapilan tanim, viicutta ¢ok uzun bir silire bdliinmeye devam eden, kendini
yenileyebilen ve bu sayede farklilasmis hiicreler olusturabilen hiicre seklindedir.
Baska bir ifadeyle kok hiicre farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline sahip
ve kendisini yenileyebilme giicli olan hiicrelerdir. Aldiklar1 sinyale gore baska hiicre
tiplerine doniisebilmektedirler [44]. Kok hiicrenin farkli bir hiicreye doniisiimii “kok
hiicre plastisitesi” gelisimsel ve embriyonik kok hiicre aragtirmalarinda iyi bilinen
bir olgudur ve hiicrelerin farklilasmis ve farklilasmamis durumlari en iyi
embriyodaki epitel hiicrelerin farklilasarak “epitelden mezenkimale ge¢is (EMT)”
mezenkimal 6zellik kazanmalariyla tersine ¢evrilebilir islemle gosterilmektedir [45].
Meme kanseri genellikle siit kanali hiicrelerinin hiperpoliferasyonu ile baglar.
Bozulmaya kars1 koyamayan hiicreler gesitli karsinojenlerin de etkisiyle iyi huylu

veya metastasik tiimorlere doniisiir [46]. Meme kanserinde kok hiicrelerin olusumu
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bazal kok hiicrelere kiyasla liimen epitel kok hiicrelerden olugma olasiligi daha

fazladir [47-48].

Kanser kok hiicre teorisine gore; kanserlerin, kok hiicre 6zelliklerine sahip bir kotii
huylu hiicre alt kiimesinden gelisti§i meme kanseride dahil g¢esitli malignitelerin
gelisimini hesaba kattig1 one siiriilmiistiir. Bu kanser kok hiicreleri, kendi kendini
yenileme, asimetrik hiicre boliinmesi, apoptoza direng, bagimsiz biiyiime, timor
olusumu ve metastatik potansiyele sahip olmalar1 bakimindan hem kok hiicrelerin

hem de kanser hiicrelerinin 6zelliklerine sahiptir [49].

2.2.5. Meme Kanseri ile Iliskili Genler

2.2.5.1. BRCA-1 ve BRCA-2 Genleri

Meme kanseri ile iligkisi olan genlerin incelenmesi tespit edilen vakalarda kanser
olusumunun kalitimsal olup olmama durumlarinin degismesinden dolay1 oldukc¢a
zordur. Meme kanserine yatkin olan genlerin tespiti i¢in ailelerde meme kanserinden
etkilenmenin nesilsel aktarimi olmalidir. Nesilsel aktarimin ele alinmaya baslandigi
1994 yilinda BRCA-1 geni ardindan 1995°te BRCA-2 geninin tespiti ile meme
kanseri riskinin altinda yatan molekiiler genetik ortaya c¢ikarilmaya baglanmistir.
BRCA-1 ve BRCA-2 tiimor baskilayict gen tiirleridir; hiicrelerde hasarli DNA'y1
onarmak icin gereken 0zel proteinler iiretir. Bu genlerdeki bazi mutasyonlar hasarl
DNA'nin onarimini1 engeller. BRCA-1 ve BRCA-2 genleri tiimor baskilayict gen
olarak kodlanmislardir, DNA hasar1 s6z konusu oldugunda onarim yolunda sinyal
iletimi saglayarak genomik biitiinliigiin korunmasini saglarlar. Buna karsilik,
onartlmamig DNA'min varligi, kanserin gelisimine katkida bulunan diger
mutasyonlarin edinilmesi riskini artirir [50-51]. BRCA-1 ve BRCA-2 genleri,
homolog rekombinasyonla tamir edilen c¢ift sarmalli DNA kiriklarinin onariminda
aktif bir role sahiptir [52]. Bununla birlikle meme kanseri insidansinin goriildiigi
birgok ailede BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde mutasyon saptanamamistir ve bu
durum daha bagka meme kanseri genlerinin oldugunu diisiindiirmiistiir [53]. BRCA-1
ve BRCA-2 genlerinde mutasyona sahip olan kadinlarda aile 6ykiisiine bakilmaksizin

meme kanserine yakalanma riskinin yaklasik %80 oldugu bildirilmistir [54-55].
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Kadinlarda tek basina BRCA-1 geninde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle meme
kanserine yakalanma riskinin yagam boyu %60-70 olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte tek basina BRCA-2 geninde meydana gelen mutasyonlarin ise %40-60
oraninda meme kanseri riski ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Nadirden de olsa ¢ok
az sayida bireyde hem BRCA-1 hem de BRCA-2 genlerinde mutasyon oldugu
belirlenmistir [56]. BRCA-1, kromozom stabilitesini ve tiimor baskilamasini
korumadaki roliine katkida bulunan ¢oklu protein kompleksleri olusturabilen ¢oklu
onarim proteinleri ve hiicre dongiisii diizenleyicileri ile iligkilidir [57]. BRCA-1,
DNA hasar tepkisini kontrol eden merkezi DNA hasar1 tepki kinazlart ATM (ataksi
telenjiektazi mutasyona ugramis) ve ATR' nin (ataksi telanjiyektazi ve Rad3 iliskili
protein) bir substratidir. BRCA-2 birincil islevi DNA’da ¢ift iplik kiriklar1 oldugunda
ve iplik istilas1 rekombinaz RADS51'e baglanma kabiliyetine dayanir. BRCA2, her
biri RAD51'i DNA hasar1 bolgelerine baglayabilen ve bunlara katilabilen sekiz BRC
tekrar1 icerir. BRCA1 ve BRCA2, DNA onariminin kismen saglanmasi, hiicre
dongiisii kontrol noktasinda bulunma, mitotik asamalar veya hiicre boliinmesi
adimlarinin diizenlenmesiyle genom biitlinliigliniin korunmasinda rol oynar. Bu
nedenle, her iki proteinin de tam islev kaybi, genomik dengesizlikte olumsuz bir
artisa yol acar. BRCA-2 yapisal olarak BRCA-1'den farkli olsa da ¢esitli ¢aligmalar,
BRCA1 ve BRCA2 ekspresyonunun, hiicre dongiisii ilerlemesi sirasinda ve DNA

hasarina yanit olarak birlikte diizenlendigini géstermektedir [58].

2.2.5.2. HER? Geni

Epidermal biliyiime faktorii reseptorleri (EGFR) ailesinin bir iiyeside insan epidermal
bliylime faktorii reseptorii 2 (HER2)’dir. Bu reseptorler ayrica meme kanserinde
cogalmayi, gogii ve istilayr yonlendiren HER1, HER2, HER3 ve HER4'U igerir.
HER2 onkogeni, hiicre i¢i tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran
glikoprotein reseptoriinii kodlamaktadir [59]. Meme kanseri vakalarinin ¢ogunda,
HER?2 asir1 ekspresyonu nedeniyle olusur. HER2 asir1 ekspresyonu, HER2'nin diger
EGFR ailesi iiyeleri ile homodimerizasyonunu veya heterodimerizasyonunu tesvik
eder, bu da hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii bozulmasi ve ¢esitli hiicre sinyal
yollarinin aktivasyonu ile apoptoz inhibisyonu gibi olaylar1 hizlandirir [60]. Tiim

meme kanserlerinin yaklasik %20'st HER2 pozitiftir [61]. EGFR ailesi iiyelerinden
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ozellikle HER1 ve HER2’nin asir1 ekspresyonu meme kanseri hastalarinda hayatta

kalma siirelerinin azalmasi ile iliskilidir [62].

2.2.5.3. TP53 (p53) Geni

Tiimdr supresor protein kodlayan p53 geni, meme kanseri de dahil olmak {izere ¢ogu
insan kanseri tiiriinde en sik mutasyona ugramis gendir [63]. p53 “genomun
koruyucusu” olarak bilinen ¢ok onemli bir tiimor supresér gendir. DNA hasari s6z
konusu oldugunda hasarin oldugu kisimda hasar1 onarmak ya da apoptozu baslatmak
icin p53 geni bir kontrol noktasi olarak gorev alir. p53 genindeki germ hatti
mutasyonlar1, ailesel bir kanser yatkinligina neden olur. Mutasyonlu p53 geni
tastyicilarinda kansere yakalanma riski oldukga yiiksektir. Hasarl1 geni tasiyanlarda
genellikle goriilen maligniteler yumusak doku sarkomalart ve kadinlarda meme
kanseridir [64]. Erken baslangicli meme kanseri, Li-Fraumeni sendromu (LFS)
olarak bilinen nadir otozomal dominant kalitsal malignite 6rnegidir. Li-Fraumeni
sendromu (LFS), p53 transkripsiyon faktoriinii kodlayan gen olan p53'teki germ hatti
mutasyonlarinin neden oldugu nadir bir kanser yatkinligr durumudur. Meme kanseri,
germ hattinda p53 mutasyonlar1 olan kadinlar arasinda en yaygin timordiir. LFS’1i
kadinlarda meme kanseri riski, 60 yasina kadar yaklasik % 49'dur ve mutasyonlu p53

genine sahip kadinlar 40 yagindan dnce 6nemli risk tasir [65-66].

2.2.5.4. ER Genleri

Ostrojen reseptdrleri ER-a ve ER-B, Ostrojenlerin hedef dokulardaki etkilerine
aracilik eden niikleer reseptor siiper ailesinin iki liyesidir. Meme bezinde ER genleri,
hormon baglanmasina yanit olarak gen ekspresyonunu kontrol ederek hiicre
biiyiimesini ve farklilagmasini diizenler. DNA'ya ya dogrudan ostrojen yanit
elemanlarinda hedef genlerin transkripsiyonel diizenleyici bolgelerinde ya da
DNA'ya bagl diger transkripsiyon faktorleri araciligiyla baglanirlar [67]. Aktif ER
genleri, spesifik DNA dizilerinde transkripsiyon faktorleri olarak islev goren farkli
koreseptor ve koaktivatorleri etkileyerek gen ekspresyonunu kontrol edebilirler. Pek
cok kanit dizisi, Ostrojen sinyallemesinin bozulmasi ile kanserin baglamasi, ilerlemesi

ve tedaviye yanmit vermesi arasinda bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir.
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Ostrojenlerin  ¢esitli etkileri ve ER-o/ER-B varyasyonu ile birlikte meme,
endometriyal ve prostat kanserinde Ostrojen-ER baglanmasmin rekabetei
inhibitorlerinin bu dokulardaki oranlari, ER alt tiplerinin kanser biyolojisi ve

tedavisinde farkl islevlere sahip oldugunu gostermektedir [68].

Ostrojenler, normal meme bezindeki bilyiime ve farklilasmanin  6nemli
diizenleyicileridir ve ayni zamanda meme karsinomunun gelisimi ve ilerlemesinde de
onemlidir. Teshis aninda tiim meme kanserlerinin yaklasik tigte ikisi ER+
oldugundan, reseptoriin ekspresyonunun meme kanseri biyolojisi ve tedavisi i¢in

onemli etkileri vardir [69].

2.2.5.5. PR Geni

PR (progesteron reseptor), niikleer hormon reseptor ailesinin liganda bagiml
transkripsiyon faktorlerinin bir iiyesidir, ya progesteron yanit elemanlar1 (PRE'ler)
araciligiyla spesifik hedef genlere baglanarak ya da DNA'ya bagh diger
transkripsiyon faktorlerine baglanarak islev goriir [70]. Progesteron, meme bezi kok
hiicre gelismesinde Oonemli bir aracidir. Progesteron, menstiiral dongiiniin ikinci
yarisinda veya luteal fazda oOncelikle yumurtaliklarda bulunan korpus Iuteum
tarafindan iiretilen bir steroid hormondur. Ostrojen varliginda hem otokrin hem de
parakrin mekanizmalariyla proliferasyonu indiiklemek i¢in ER'in neden oldugu PR
ekspresyonu gereklidir. PR ekspresyonu, Ostrojene duyarli dokularda ER’e bagh
yonlendirilir. Bu nedenle ER, PR ve progesteron islevleri i¢in izin veren gen

durumundadir [71].

PR geninin PR-A ve PR-B olmak iizere iki adet izoformu vardir. PR-B, tam
uzunluktaki reseptorii ifade ederken, PR-A, N-terminal kismindan kesilmis olan bir
versiyondur. PR-B’ye gore PR-A’da ilk 164 amino asit kesilmis durumdadir [72].
PR-B tipik olarak, hormonla uyarilan hedef genler iizerindeki PR-A'ya gore daha
giiclii bir transkripsiyon faktorii olarak hareket eder [73]. PR geninin iki izoformuda
genellikle memede benzer oranda eksprese edilir ancak oran, PR-A izoformunun
baskin oldugu meme tiimorlerinde degisebilmektedir. Farelerde spesifik izoform

mutantlar1 olusturulmus ve PR-B'nin meme bezinde fonksiyonel olarak énemli bir
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form oldugu, PR-A'nin ise yumurtalik fonksiyonu i¢in 6nemli oldugu ortaya

cikartlmistir [74].

2.2.5.6. MDR-1 Geni

Coklu ilag direnci geninin tanimi yapilirken yapisal benzerlige sahip olmayan,
molekiiler hedefler lizerinde farklilik gosterebilen ve farkli ilacglara yonelik es
zamanl bir diren¢ olusumuna sahip olan gen ifadeleri kullanilir. Coklu ilag direnci,
hiicre i¢inde belli etkilesimlere sahip olan ilaglarin hiicre digina akisininda oldugunu
tespit eden bazi biyokimyasal diren¢ mekanizmalariyla belirlenebilmektedir [75].
Kansere karsi etsisi olan ilaglarin hiicreden disar1 aktigi bu mekanizmalar, ATP-
baglayici1 Kaset (ATP-binding Cassette, ABC) tasiyici protein siiper ailesinin bir
iyesi olan ABCBI1 veya ¢oklu ilag¢ direnci 1 (multidrug resistance 1, MDR-1) geni
olarak adlandirilan gegirgenlik glikoproteini (permeability glycoprotein, P-gp) gibi

proteinlerle diizenlenir [76].

MDR-1 geni i¢in 50 adetten fazla sayida tek niikleotid polimorfizmi (SNPs) tespit
edilmistir. Bunlarin iginde, 26. ekzonda (C3435T SNP) olusan sessiz mutasyon
MDR-1’in ekspresyon diizeyini ve buna bagl olarak da hiicrelerin ila¢ direncini
etkilemektedir [77]. Insan genomunda MDR-1 ve MDR-2 olmak iizere iki tane MDR
geni vardir. Her iki MDR geni periplazmik aktif tagimayr ve eksport sistemi
kodlayan genlerle benzerlik gostermektedir. Sadece MDR-1’in insan kanser
hiicrelerinde ilag direnci ile iliskisi oldugu tespit edilmistir. MDR’in klasik formu,
MDR-1 geninin ve MDR-1 geninin {iriinii olan P-glikoproteininin (P-gp) asiri

derecede ekspresyonudur [78].

MDR-1 geninin ifade ettigi diizenleyici mekanizmalar olduk¢a karmasiktir ve halen
tam olarak anlagilmamistir. MDR-1 gen ekspresyonunu hem translasyon hem de
transkripsiyon diizeyinde arttiran aktivatorlerin ilaca direnci arttiran protein kinaz C
(PKC) geni oldugu bilinmektedir. Sitotoksik ilaglardan bazilarina uzunca bir siire
maruz kalinmast MDR-1 geninin asir1 miktarda eksprese edilmesine neden
olmaktadir [79]. Tanim1 oldukga iyi yapilmis olan mitojen aktive edici protein kinaz

kaskadinin (MAPK) onemli iiyelerinden biri de c-Jun NH2-ucu protein kinaz

19



(JNK)’dir. Insan karsinoma hiicrelerinde bircok farkli antikanser ilacla muamele
sonucu, JNK’nin aktive olmasi ve bu aktivasyon sonucunda MDR-1 geninde
ekspresyon diizeyinin artmasmin da oldugu belirlenmistir. Boylece JNK’nin ¢oklu

ilag direnci geninin aktive edilmesinde rol aldigi tahmin edilmektedir.

JNK, heterodimer 6zellikte olan transkripsiyon faktorii (AP-1) yarisini meydana
getiren c-jun’un fosforilizasyonunu ve aktivasyonunu saglamaktadir [80]. MDR-1
geninde gen DNA’s1 {izerinde transkripsiyonu baglatan AP-1 baglanma bdélgeleri
bulunmaktadir, bu sebeple MDR-1 transkripsiyonuyla AP-1 aktivasyonu arasinda
pozitif bir baglant1 oldugu belirlenmistir. MDR-1 gen ekspresyonunun uyarilmasi,
JNK  aktivasyonuna bagli olarak AP-1 transaktivasyonu araciligiyla
gerceklesmektedir. Ozetle JNK ve diger protein kinaz kaskadlarmi aktiflestiren

ajanlarin da MDR-1 gen ekspresyonunun diizeyini de etkiletigi gorilmustiir [81].

2.2.5.7. BCL-2 Geni

BCL-2 protein ailesinin belirlenen ilk iiyesi BCL-2’dir ve ilk kez insan B hiicresi
folikiiler lenfomas: (BCL)’nda gosterilen, kromozomal translokasyonu olan, BCL-2
geninin asir1 ekspresyonunu indiikleyen ve apoptozu inhibe ederek programli hiicre
Oliimiinii diizenleyen bir proteindir. BCL-2 geni iizerinde yapilan ¢aligmalardan elde
edilen verilere gore BCL-2 ailesi iiyeleri, evrimsel diizeyde korunmus bir a-heliks
BCL-2 homolojisi (BH) bolgesi bulundurmalarindan dolay1 yapisal veya fonksiyonel
benzerlikler gostermektedir. BCL-2 ailesi, sahip olduklar1 yapisal ve fonksiyonel
benzerlikler g6z Oniine alinarak pro-apoptotik ve anti -apoptotik proteinler olarak iki

gruba ayrilmaktadir [82].

Anti-apoptotik proteinler grubu iyeleri arasinda BCL-2, BCL-xL (BCL2I1 uzun
izoform), BCL-w (BCL212), MCL-1 (miyeloid hiicre 16semisi-1, BCL213) ve BFL-
1/A1 (BCL215) proteinleri bulunmaktadir. Bu proteinlerin dort BH bolgesi ve Al
disinda bir karboksil terminal transmembran bolgesi vardir. Bu proteinler genellikle
dis mitokondriyal zar (outer mitochondrial membrane, OMM) iizerinde
bulunmaktadir. Tiim anti-apoptotik proteinler bes veya alt1 heliksten meydana gelen

tersiyer bir yapiyla BH1-3 bolgelerini ¢evrelemektedir. Bu tersiyer yap1 sayesinde,
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BCL-2 ailesinin pro-apoptotik iiyeleriyle etkilesiminde gorev alan hidrofobik bir
baglantt kismi1 olusturmaktadir. Bazi hiicre tiplerinde anti-apoptotik BCL-2
proteinlerinin asir1 ekspresyonu, pro-apoptotik BCL-2 proteinlerinin direkt sinyal
iletimi baskilanmaktadir. Boylece hiicrelerde apoptoza karsi direng gelismekte
dolayistyla immiin hastaliklara ve kanserli hiicrelerin olusumuna yol agilabilmektedir

[83].

Pro-apoptotik BCL-2 proteinleri kendi aralarinda fonksiyon ve yapilarina gore iki
grupta incelenmektedir. Bu alt gruptan birinci sinifi, BCL-2 antagonist katili (Bak)
ve BCL-2 ile iligkili X proteini (BAX)’ ni bulundurmaktadir. BCL-2 antagonist katili
ve BCL-2 ile iligkili X proteininin ii¢ BCL-2 homoloji (BH) bdlgesi vardir ve bunlar
dis mitokondriyal zar (OMM)’inda bulunan proteolipid porlar1 igine oligomerize
olmuslardir [84]. Bu proteinlerin apoptotik sinyal iletimi sonucu konformasyonu
degistigi i¢in mitokondriyal zarlar arast bosluga salinimi olmaktadir. Bunun
sonucunda ise sitokrom ¢, Omi/HtrA2, Smac/DIABLO gibi oldiiriicii etkiye sahip
olan efektorlerin  mitokondriden sitozole salinmasiyla apoptotik siirecin

diizenlenmesini saglayan mitokondriyal dis zar gecirgenligi (MOMP)’ne neden

olmaktadir [85].

Pro-apoptotik BCL-2 proteinlerin ikinci siifinda ise, yalnizca bir adet BH bolgesi
oldugundan BH3 proteinleri olarak adlandirilmaktadir. BH3 proteinleri, BCL-2
modifiye edici faktdr (Bmf), BCL-2 ile etkilesen hiicre Oliimiiniin diizenleyicisi
(Bim), BCL-2 hiicre 6lim antagonisti (Bad), p53 ile regiile edilen apoptoz
diizenleyici (Puma), BCL-2 ile etkilesen katil (Bik), Noxa, Harakiri (Hrk) ve BH3 ile
etkilesen bolge Oliim agonisti (Bid)’ni barindirmaktadir. Yalnizca bir adet BH3
bolgesi olan bu proteinler dogrudan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlere
baglanabildikleri gibi bunlar1 da diizenleyebilmektedirler. Hiicrelerin mitokondriyal
yolaga girip girmeyecegini anlamak i¢in antagonistik BCL-2 proteinlerinin oranina

bakilmas1 gerekmektedir [86].

BCL-2 proteinleri apoptozda ve bazi hiicresel siireglerde de yer almaktadir. Hiicresel
aktiviteye Ornek olarak niikleer zarla iligkili olan BCL-2 fraksiyonu, hiicre

cekirdeginde transkripsiyon faktorlerinin lokalize olmasini 6nler ve aktivasyonlarini
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engeller. Bir diger ornekte ise BCL-2 proteinleri hiicre dongiistiniin, G1 fazinda
uzamasina neden olmakta, Gy fazinda kalmasini saglamakta ve biiyime faktorleriyle
aktive edilen hiicrelerin hiicre dongiisiine girmesini geciktirmektedir. Bu durum
BCL-2 geninin anti-apoptotik roliinden bagimsiz olarak gerceklesen hceresel
stireclerdir [87]. Tiim bu orneklere ek olarak BCL-2 ailesi, niikleer DNA tamirinde
de rol almaktadir. Endoplazmik retikulumda hiicre i¢i Ca®" akismnimn diizenlenmesinde
BCL-2’nin gorev aldigi bilinmektedir. Ca®>" akisimin diizenlenmesinde BCL-2 geni
apoptozu baslatmasi yani sira hiicre fizyolojisinin normal kosullarda kalmasini

saglanmasi rolii agisindan 6nemlidir [88].

2.2.5.8. BAX Geni

Canlilarda stres kaynakli apoptoz indikasyonu, BCL-2 ailesi proteinleri tarafindan
kontrol edilmektedir. Apoptozun baslamasinda aktif bir rolii olan BAX geni, BCL-2
ailesinin 6nemli bir iiyesidir [89]. Normal hiicrelerde BAX, g¢ogunlukla hiicre
sitozolinde inaktif kiigiik yapilar halinde; daha diisiik oranlarda ER’da ve OMM’de
gevsek durumda bulunmaktadir. Yapisal olarak sadece tek bir BH3 bdlgesi olan
proteinlerin aktivasyonuyla BAX yapilsal degisiklige ugrar, mitokondriye go¢ eder
ve mitokondride baska proteinlerle kompleks olusturarak apoptozu saglamak igin
MOMP’a neden olur. Bu islevi sayesinde sitokrom c gibi mitokondriyal apoptotik
proteinler ve ROS’un mitokondriden serbest birakilmasini saglamakta ve kaspaz

aktivasyonunu baslatmaktadir [90].

BAX geni hiicresel yap1 acisindan diger BCL-2 ailesi iiyeleriyle benzer 6zelliklere
sahiptir. BAX proteini 9 a-heliksten olusur ve bu heliks yap1 kisa iplikler ile birbirine
baglanmistir. BAX’1n OMM ile etkilesiminde a5, a6 ve 09’un, katkida bulundugu
ongoriilmektedir. Lipid ¢ift tabakasinda por olusumuna neden oldugunu bilinen a5
ve a6 tipkr bakteriyel toksinler gibi sag¢ tokasi seklindeki amfipatik heliks yapilari
ihtiva etmektedir [91]. a5 veya a6 heliks mutasyonlari, BAX geninin zar
gecirgenligini artmasima neden olmkta dolayisiyla BAX’m apoptozu baslatma
0zelligini ortadan kaldirmaktadir. a5 ve a6 heliksleri, bir boliimlerinde al ve o2
heliksleri, diger boliimlerinde a3 ve a4 heliksleri, yukar1 boliimlerinde ise a7 ve a8

heliksleriyle ile cevrelenmistir [92]. BAX geninin ilk a-heliksi (al), normal
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hiicrelerde BAX’m konformasyonunun sabit kalmasini dolayisiyla homo-
oligomerizasyonun inhibe olmasini saglamaktadir. tBid, Puma gibi tek BH3 bdlgesi
olan aktivatérler BAX’1n homo-oligomerizasyona ugramasi i¢in genin ol heliksine
direkt baglanip N- ve C-terminal bdlgelerininin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
al heliks kalintis1 D33, Bax’in tBid ve Puma ile etkilesiminden sorumludur ve K21
kalintis1 da Bax’m BH3 bolgesinin Bim ile etkilesiminden sorumludur. Bu
kalintilardaki mutasyonlar BAX’1n tek bir BH3 aktivatoriiyle etkilesimini engeller
dolayisiyla BAX aktivasyonunun zayiflamasini saglayip apoptoza neden olmaktadir

[93].

BAX’in mitokondriyal gocii icin N-terminal bolgesi, proteinin inaktif formunda
tutulmasinda gorevlidir ve bu go¢ icin BAX proteininde bu bolgenin hareket etmesi
gerekmektedir. Bu bolge islevi goz onilinde bulundurularak Hedeflemenin Apoptotik
Diizenlenmesi (ART) olarakta adlandirilmaktadir. BAX’in N-terminal bodlgesinde
meydana gelen degisiklikler, sadece BAX 1 aktiflesmesi ve mitokondriye gociinii
gerceklestirmekte yetersizdir [94]. BAX 1n hidrofobik yapiya sahip a-heliks (a9)’un
C-terminal bolgesi, BH bolgelerinden olusur ve transmembran tutucu gibi gorevi
vardir. Bu heliksin baskilanmasi proteinin zara tutunmasii engellemektedir. Bu
nedenle heliksin harekete baglamas1 BH bolgelerinde, a5 ve a6 hidrofobik sa¢ tokasi

yapisini olusturararak dimerizasyon ve oligomerizasyona sebep olmaktadir [95].

BAX’in aktivasyon mekanizmasi heniiz kesin belirlenememis olsada iki goriis
tistinde durulmaktadir. Direkt olmayan goriise gore, BAX, BCL-2 hayatta kalim
proteinleriyle tutulmaktadir. Bu proteindeki BH3 bolgesi, BAX proteininin BCL-2
ailesi proteinleriyle etkilesimini ve homo-oligomerizasyonu diizenler. BAX
proteininde baz1 BH3 kalintilari, hayatta kalim proteinleri ile iliskisini diizenler [96].
BAX’1n ihbibasyonunu kolaylastirmak i¢in tek BH3 bdlgesi olan proteinler BCL-2
hayatta kalim proteinlerine apoptoz esnasinda baglanir. Direkt goriise gore ise tBid,
Bim ve Puma gibi tek BH3 bolgesi olan aktivatorler direkt olarak BAX’a baglanir ve
BAX’mn konformasyonunu degistirir. Diger tek BH3 bolgesi iceren aktivatorler de
BCL-2 hayatta kalim proteinlerine baglanip geriye kalan tek BH3 bolgesi olan
aktivatorlerin  salinmasim1  saglamaktadir. Yapilan son c¢alismalar, BAX’mn

aktivasyonunda bu iki modelin de yer alabilecegini gostermistir [97].
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2.2.5.9. STAT-3 Transkripsiyon Faktorii

Sinyal doniistiirlicii ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT, signal transducer and
activator of transcription), yedi iiyeden (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a,
STATS5b ve STAT6) olusan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon
faktorleri, hiicrelerin  sagkalimi, farklilasmast ve hiicre  biiylimesinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. STAT transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu,
sitoplazmik tirozin kinazlar olan Janus kinazlar1 (JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK?2) ile
olur. Uyarilmamig hiicrelerde bu kinazlar aktif degildir. JAK’lar Reseptor-ligand
etkilesiminden sonra sitoplazmada inaktif haldeki STAT proteinlerini Src homoloji 2
(SH2) boliimiindeki spesifik tirozin rezidiilerinden fosforilleyerek aktifleslestirir.
Homodimer veya heterodimer olusturarak niikleusa go¢ edip aktive olan STAT

transkripsiyon faktorleri ve ilgili genlerin transkripsiyonunu saglar [98].

TAM ve MDSC’ler timdrde yaygin olarak bulunan immiin baskilayicilardir ve aktif
Ozellik kazanmalart STAT3 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu sayesinde
gerceklesir. Bu hiicrelerde STAT3 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu immiin
baskilayic1 olarak ortaya ¢ikmaktadir dolayisiyla bu hiicrelerin olgunlagmalar
engellenir [99]. STAT3 aktivasyonunda ektisi olan faktdrler arasinda IL-6 ailesi
iiyeleri (IL-6, IL-11, Onkostatin M, Kardiyotrofin-1, Losemi inhibitor faktorii,
Siliyer norotrofik faktor) dahil olan kanser hiicreleri ve mikro ¢evrede bulunan
immiin hiicreler tarafindan tretilen farkli etkenler yer almaktadir. STAT3’iin aktive
olmasiyla; IL-6, IL-1pB, makrofaj-koloni uyarici faktér (M-CSF), siklooksijenaz-2
(COX2) ve PGE2 gibi tiimor gelisimini destekleyen mikrogevrenin olusumu
gergeklesir. Ayn1 zamanda Bcl-xL, c-myc, siklin D ya da survivin gibi genler
aracilifiyla hiicre canliigini  ve hiicre proliferasyonunu desteklemektedir.
Anjiyogenez ve invazyona aracilik etmeleri i¢in VEGF, HGF, bFGFve matriks
metalloproteazlarin (6zellikle MMP-2 ve MMP-9) iiretimi gergeklestirilir. 1L-6, IL-
10 ve TGF-B iiretimini uyarilmasim saglar ve IFN-y, IL-12, MHC-II, CD80 ve CD86
ifadesini onler bdylece tiimor-iligkili makrofajlarin tam olgunlagmasini engelleyerek

immiin baskilayic1 6zellik kazanmaktadir [100].
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Kanser tedavisinde STAT3 transkripsiyon faktorii proteinini hedefleyen stratejilerin
gelistirilmesine yol agan faktorler arasinda bu proteinin inflamatuar mikrogevre
olusturabilmesi, hiicre c¢ogalmasini uyarmasi, hiicre sagkalimini desteklemesi,
anjiyogenezi uyarmasi, invazyonu saglamasi ve miyeloid hiicre karakteri iizerine
etkilerinin olmast gosterilmektedir. Dogrudan ve dolayli olarak iki yol STAT3
inhibisyonu belirlenmistir. Dogrudan yol i¢cin STAT3 inhibisyonunda; dimerizasyon
engellenmekte, STAT3 mRNA’sinin sec¢ici inhibisyonu olmakta, STAT3-DNA
etkilesimi ve transkripsiyon durdurulmasi séz konusu olmaktadir. Dolayli yol icin
STAT3 inhibisyonunda; sitokin ve biiyiime faktorlerinin ilgili reseptorlerine
baglanmasi engellenir, JAK tirozin kinaz fosforilasyonu engellenir, STAT3’{i negatif
olarak diizenleyen proteinlerin aktivasyonu saglanir, STAT3 {in niikleositoplazmik
gecisi engellenir ve protein tirozin kinazlar inhibe edilmesi s6z konusu olmaktadir
[101]. Pre-klinik calismalarda elde edilen verilere gore STAT3 inhibisyonu igin
transkripsiyon faktoriiniin gen diizeyinde susturulmasi anti-timor yanitlar
destekleyerek timor olusumunu engellemektedir. STAT3’iin gecici inhibasyonuyla
timor olusumunu destekleyen inflamasyonun anti-tiimér immiiniteye dogru
ilerlemesi saglanmaktadir. STAT3 proteininin kii¢iik molekiillerde dimerizasyonu ve
DNA baglanmasini inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu etkisinden dolay1 tiimorlii hiicre
cogalmasimi engelleyip ve apoptozu uyardigi belirlenmistir [102]. FDA onayh
STAT3’i direkt inhibe eden bir ajan belirlenmemistir. Fakat bu transkripsiyon
faktorii i¢cin solid ve hematopoetik gibi bazi kanser tiirleri i¢in faz-1 ve faz-II
caligmalar: stirmektedir. Dolayli yoldan STAT3’lin inhibisyonunda FDA onayli JAK
inhibitorleri (Tofacitinib, Ruxolitinib) iimit verici olmaktadir. Diger yandan FDA
onayl1 diger tirozin kinaz inhibitorleri de (Sorafenib, Sunitinib) STAT3’iin dolayh
yoldan inhibe edilmesini saglamaktadir. Dolayli da olsa hiicre dongiisliniin durmasi
ve apoptozun aktive edilmesi s6z konusu olmaktadir. Ayn1 zamanda bu ajanlarin bir
diger etkileri tiimor iligkili immiin hiicrelerde STAT3 aktivitesini engellemek ve
tiimordeki immiinolojik mikrogevreyi kanser tedavisine uygun duruma getirmektir.

STAT3 aracili kanser tedavilerinde gérev almalar1 bu sekilde olmaktadir [103].

25



2.2.6. Meme Kanseri Hiicre Hatlar:

Meme kanseri tek bir hastalik degildir. Bunun yerine, ¢esitli histopatolojilere, genetik
ve genomik varyasyonlara ve klinik sonucglara sahip bir meme hastaliklar
koleksiyonudur. Meme kanseri hiicre hatlari, meme kanserinin ilerlemesi sirasinda
proliferasyon, apoptoz ve gociin nasil diizensiz hale geldigini arastirmak icin en
yaygin olarak kullanilan oOlgiitler olmustur. Hiicre hatlariin kullanimi, bu siirecleri
diizenleyen genler ve sinyal yollar1 hakkinda zengin bir bilgi birikimi saglamstir.
Yerlesik hiicre hatlari, genetik etkenler ve iyi tanimlanmis deneysel kosullar altinda
kolayca ¢ogaltilir, goreceli olarak izlenebilir 6zelliktedir, genellikle tekrarlanabilir ve
Olciilebilir sonuglar vermektedirler. Bundan dolayr meme kanseri aragtirmalari igin

meme kanseri hiicre hatlar1 temel 6l¢iit olmustur.

Meme kanseri, bir slire¢ boyunca gelisen, genetik ve genomik olarak heterojen bir
hastaliktir. Sekil 2.5°de meme kanserinin gelisim asamalar1 gosterilmistir. Normal
meme hiicresi terminal duktal lobiiler iinitesi (TDLU), liimen ve miyoepitelyal
hiicrelerden meydana gelen iki katmanli bir epitelden olusan lobiiller ve kanallar
icerir. Atipik duktal hiperplazi (ADH), kanal veya lobiil i¢indeki anormal hiicre
katmanlar ile karakterize premalign bir lezyondur. ADH'nin anormal hiicreler igeren
invazif olmayan bir lezyon olan erken evreli meme kanseri (DCIS) karsinomunun
onciisii oldugu diisiinilmektedir. Her asamada, koétii huylu veya invazif meme
kanseri (IBC) gelistirme riski artar. DCIS, IBC'ye yol agabilir (bu durum bir DCIS
lezyonuna bitisik mavi bir yildizla gosterilmistir), ancak hangi lezyonlarin
ilerleyeceginin nasil tahmin edildigi ac¢ik degildir. Hiicre istilas1 bir kez
gerceklestiginde, metastaz gelistirme riski onemli Ol¢iide artar. Lenf diigiimleri,
meme kanseri metastazi (MET) icin birincil bolgedir (MET; mavi bir yildizla
gosterilmistir). Sekil 2.5°de Meme kanserinin genomik degiskenligi gosterilmistir

[104].
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Sekil 2.5. Meme kanserinin biyolojisi

Meme kanseri hiicre hatlari, meme kanseri fizyolojisinin anlasilmasina, ilag kesfi ve
toksisite caligmalar1 gibi diger uygulamalara 6nemli 6l¢iide katkida bulunmustur
[105]. Yakin ge¢miste, DNA mikrodizisi calismalari, farkli gen ekspresyon
modellerinde DNA kopya sayis1 degisiklikleri ile iligkili klinik sonuglara dayali
olarak meme kanserinde bes ana alt tipi belirleyerek bir siiflandirma 6nermistir
[106]. Simiflandirma; histolojik tip, tiimor derecesi, lenf diigiimii durumu, ER ve
insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) gibi belirteglerin olduguna
dayanmaktadir. DNA mikrodizileri kullanilarak molekiiler profilin gelistirilmesi ile
gen ekspresyon profili, ER-a, PR ve HER2'nin immiinohistokimyasal ekspresyonu
ile meme kanserinin en az bes alt tipte siniflandirilabilecegini kanitlanmistir. Bunlar
luminal-A, luminal-B, HER2, normal ve bazal alt tiplerdir. Cizelge 2.3’de meme
karsinomunun hiicre hatlar1 ve alt tiplerine gore molekiiler siniflandirilmasi

gosterilmistir [107].
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Cizelge 2.3. Meme karsinomunun hiicre hatlar1 ve alt tiplerine goére molekiiler

siniflandirilmasi

Hiicre Hatti Alt tipi ER PR HER2
MCF-7 Luminal A + + -
T-47D Luminal A + + -
MDA-MB-361  Luminal B + - +
HCC1954 HER2 - - +
SK-BR-3 HER2 - - +
MDA-MB-468  Basal A - - -/+
BT-20 Basal A - - -

MDA-MB-231 Basal B - - -

BT-549 Basal B - - -

MCEF-7 hiicre hatt1, insan meme kanseri ile ilgili ¢alismalar i¢in kullanilan yaygin bir
in vitro modeldir. Bu hiicre hatt1 Ostrojen reseptorlerini ifade eder ve MCF-7
hiicrelerinin biiyiimesi hormona baglidir. MCF-7'nin meme kanserinde onemi,
Ostrojen reseptdriiniin ekspresyonu yoluyla dstrojen duyarliligina baglanabilir, bu da
hormonlarin hiicre proliferasyonu ve protein sentezi iizerindeki etkisini incelemek
icin ideal bir yol olusturur [108]. MCF-7'nin tiiretilmesinin ve izolasyonunun
anlasilmasi, bu tek hiicre hattindan meme kanseri ile ilgili temel kavramlar
gelistirildigi i¢in kritiktir. MCF-7 hiicre hatti genomik ¢alismalar i¢in referans olarak
kullanilmaktadir. Bunun nedeni ise MCF-7 hiicre hattinin sinirsiz oranda DNA ve

RNA iiretebilmesinden kaynaklanmaktadir [109].

2.3. MEME KANSERINDE TEDAVi YONTEMLERI

Meme kanseri tedavi yontemi ve iyilesme asamasi, hastaligin ne kadar ilerledigi yani

kanserin kacinci evrede olduguyla dogrudan ilgilidir. Meme kanseri, tan1 yontemleri
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ile teshis edildikten sonra ameliyat ile kanserli bolgenin alinmasi gerekir. Meme
kanseri olan hastanin hormon tedavisinden yararlanip yararlanamayacagina karar
verebilmek i¢in kanserli dokuda progesteron ve 0Ostrojen reseptOrlerine bakilmasi
gerekmektedir. Patoloji sonucunda tiimoriin boyutu, progesteron ve Ostrojen
reseptorlerinin varligi, kanserli hiicrelerin goriiniimii, lenf bezlerinin kanser hiicreleri
tarafindan tutulup tutulmadigi gibi tiimore ait bir¢ok 6zellige bakilir ve bu sayede
tedavi planini belirlemede yol gosterici rol iistlenir. Ayrica bu 6zellikler kanserin
evresini belirler. Patoloji raporundaki timdriin ve hastanin genel 6zellikleri g6z
onlinde bulundurularak genel cerrahlar, radyasyon onkologlari ve medikal
onkologlar1 tarafindan bir kurul halinde degerlendirilerek cerrahi islem sonrasinda

yapilacak olan tedavi yontemine de karar verirler [110].

Meme kanseri olan kadinlarin bir¢ok tedavi yontemi vardir. Bunlar;

» Lokal Tedavi
e (Cerrahi Tedavi

e Radyoterapi

» Sistematik Tedavi
e Kemoterapi

e Hormonal Tedavi

e Hedefe Yonelik Tedavi [111].

2.3.1. Lokal Tedavi

2.3.1.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi meme kanseri olan hastalarda kullanilan en yaygin tedavi

yontemlerinden biridir. Cerrahi islem 3 farkli sekilde yapilmaktadir.

» Meme Koruyucu Cerrahi Tedavi: Memenin tamaminin alinmadig1 sadece
kanserli bolgenin alindigr cerrahi miidahaleye meme koruyucu cerrahi

tedavi denilmektedir. Genellikle cerrahlar koltuk altinda bulunan lenf
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bezlerinde kanserli hiicrelerin tutulup tutulmadigini anlamak icin lenf
bezlerini de alirlar. Genellikle cerrahi islemden sonra meme bolgesinde
kanserli hiicre kalma ihtimaline karsilik kanserli hiicreleri yok etmek icin

radyoterapi tedavisi de uygulanmaktadir.

» Mastektomi: Lenf bezlerinin bir kismmin veya tamaminin, memenin ise
tamaminin alindig1 cerrahi operasyonlara mastektomi denir.

» Onkoplastik Cerrahi: Cerrahi operasyon sirasinda kanserli bolge ile alinan
memenin bir kisminin veya tamaminin alinmasindan sonra estetik olarak

diger memenin benzerinin yapildigi cerrahi islemdir [112].

2.3.1.2. Radyoterapi

Radyoterapi, kanserli hiicrelerin ¢ogalmalarini engellemek ve onlar1 yok etmek i¢in
yiiksek enerjili 1sinlarin (x-1sinlar1 gibi) kullanildig tedavi yontemidir. Radyoterapi
tedavisinde genel amag kanserli hiicrelere tahrip ederken saglam hiicrelere minimum
diizeyde hasar vermektir. Radyoterapi tedavisi genellikle cerrahi islem sonrasi 6 ay
icinde yapilir. Bu tedavi yaklasik olarak 3 hafta slirmektedir ve genellikle hastalarin
hastanede yatmasina gerek kalmadan ayakta tedavi uygulanir. Radyoterapi sonrasi
hastalarda genellikle; halsizlik, istahsizlik, memede 6dem kaynakli agirlik hissi,

memenin seklinde degisiklik vb. sikayetler goriilmektedir [113].

2.3.2. Sistematik Tedavi

2.3.2.1. Kemoterapi

Kemoterapi tedavisi, antikanser ilaglar1 kullanarak kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
onlenmek veya bu hiicrelerin kontrol altina alinmasini saglamak igin
uygulanmaktadir. Kemoterapi, genellikle kontrolsiiz ¢ogalan kanserli hiicrelere karsi
oldirticii etkileri olan dogal veya sentetik biyolojik, kimyasal ajanlar ve hormonlarla
yapilan tedavi yontemidir [114]. Kemoterapi tedavisinin nasil bir etki olusturdugunu
anlamak i¢in hiicre siklusunun bilinmesi gerekir. Hiicre siklusunun 6nemli olan 5

faz1 vardir. Bunlar;
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» Gy Faz1: Mitoz sonrasinda hiicrelerin hiicre bolinmesindee aktif olmadiklar

evredir. Bu fazda kemoterapoétik ajanlar ¢ok fazla etki etmemektedir.

» Gy Fazi: Bu faz uyarilma sonucu baslamaktadir ve hiicrenin tiremeside etkili
olan RNA, proteinler ve enzimler sentezlenir. Bu fazda hiicre kemoterapiye

kars1 duyarhidir.

» S Fazi: Bu fazda yeni bir DNA sentezi baglar ve hiicre boliinmesi igin
hazirlik yapilir. Bu fazda kullanilan ilaglara karst hiicre hassasiyeti

artmaktadir.

» G; Fazi: Bu fazda mitoz icin gerekli olan RNA ve proteinlerin sentezi

hizlanmaktadir.

» M Fazi: Bu faz mitoz fazi olarak gecer ve dort asamada yeni iki hiicre
olugsmaktadir. Olusan iki hiicre ya G, fazinda hiicre siklusuna girer ya da

kemoterapiye direncli olarak Gy fazinda dinlenir [115].

Saglikli ve kanserli hiicrelerin hiicre sikluslar1 birbirine benzemektedir. Saglikli
hiicre ile kanser hiicresi arasindaki en 6nemli fark kanser hiicrelerinde proliferasyonu
durduracak bir mekanizmanin olmamasidir. Kanserli hiicrelerde proliferasyonunu
durduracak mekanizma olmadigindan dolay1 bu proliferasyon organizmanin 6liimii
ile sonuclanabilir. Hiicrelerin proliferatif donemde olmasi kemoterapdtik ajanlarin
etkisinin daha fazla olmasi ve bu sayede ilag gelisiminin daha spesifik yapilmasi igin
onemlidir. Bu sayede hiicre siklusunun tek fazinda spesifik etkili ilaclar (faz spesifik)
ya da bitin fazlarda etkili olan (faz spesifik olmayan) ilag gelisimi
saglanabilmektedir. Hiicre siklusunda faz spesifik olmayan alkilleyici kemoterapotik
ilaglar Gy fazindaki hiicrelere karsida etki etmektedir ve yalnizca aktif olarak boliinen

hiicrelere degil yavas biiyiliyen tiimdorlerin bir kismina da etki etmiglerdir [116].

Kemoterapinin amaci metastazin Onlenmesi, kanserli hiicrelerin 6ldiirtilmesi ve
kanserli hiicrelerin sebep oldugu yakinmalar1 minimum diizeye indirmektir.

Kemoterapi genellikle diger tedavi yontemlerini tamamlayict olarak uygulanir.
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Kemoterapi, el veya koldaki kiiciik damarlara damar yolu agilarak veya biiyilik
damarlara port denilen viicut i¢i araglar yardimiyla uygulanir. Kemoterapinin bir
diger uygulama yontemi ise kas, deri alt1 veya tiimor bolgesine dogrudan enjekte
edilerek uygulanir. Bunlarin yani sira hap veya surup olarak oral yolla uygulanabilir.
Kemoterapi kan dolasimi aracilifiyla biitiin viicuda yayilip doku ve organlarin
hepsini etkilediginden dolay1 cerrahi islem ve radyoterapi gibi lokal tedavi

yontemlerine gore daha farklidir [117].

Meme kanserinde kemoterapi tedavisi uygulanan hastalarda tedaviden dolay1 goriilen
yan etkiler bazi etkenlere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Yan etkilerin
farklilik gosterme nedenleri arasinda verilen ilaglarin tiirleri, verilme siireleri ve
miktarlar etkilidir. Kemoterapi tedavisinin mide bulantisi, sa¢ dokiilmesi (alopecia),
halsizlik, tat alma duyusunda kayiplar, agiz yaralari, istahsizlik, enfeksiyon riskinin

artmast, deri rahatsizliklari, ishal veya kabizlik gibi bir¢ok yan etkisi vardir [118].

Kemoterapi tedavisinde uygulanan ilaglar 2 grupta incelenir.

» Hiicre siklusuna bagimh ilaclar

e Antimetabolitler: Hiicre metabolizmasint ve DNA sentezini bozarak
etki eden ilaglardir. S fazinda etkili olan ilaglardir.

¢ Bitki Alkoloidleri: Ana hiicreden iki kii¢iik hiicre olusmasini engelleyen
ilaclardir. M fazinda etkili olan ilaglardir.

e Antitiimor antibiyotikler: RNA, DNA ve protein sentezini etkileyen

ilaclardir. G, fazinda etkili olan ilaglardir.

» Hiicre siklusundan bagimsiz ilaclar

o Alkilleyici ajanlar: Hiicre ¢ekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkileyen
ilaglardir. Kontrolsiiz ve hizli bir sekilde ¢ogalan hiicrelerin 6liimiine yol
acarlar.

e Hormonlar: Protein sentezini bloke ederler ve timér ortamini

degistirerek biiylime ve cogalmay1 engellerler.
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e Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarak hiicrelerin hizli bir sekilde

cogalmasini engellerler [119].

2.3.2.2. Hormonal Tedavi

Meme kanseri dahil bir¢cok kanserin olusumunda ve gelisiminde hormonlarin 6nemli
bir rolii vardir. ABD’de yapilan bir arastirmada erkeklerde goriilen kanser tiirlerinin
%20’s1 kadinlarda goriilen kanser tiirlerinin %40’1 hormonlardan kaynakli olarak
gelismektedir. Meme kanseri gelisiminde rol oynayan en 6nemli iki hormon 0strojen
ve progesterondur [120]. Meme kanseri olan hastalarin hormonal tedaviye
duyarliligmmi etkileyen en onemli faktor kanserli hiicrede hormon reseptorlerinin
olmasidir. Hormonal tedavi planlanirken immiinohistokimyasal yontemiyle bakilan
Ostrojen ve progesteron reseptorleri rol oynamaktadir. Hormonal tedavi sirasinda
Ostrojen hormonu bloke edilerek kanserli hiicrelerin ¢ogalmasin1 engellenmesi

hedeflenmektedir [121].

Hormonal tedavinin amaci; en basta gergeklestirilen cerrahi tedavi, kemoterapi veya
radyoterapi tedavilerinden sonra viicudun herhangi bir kisminda kalabilecek olan
kanserli hiicrelerin yok edilmesidir. Hormonal tedavi, invazif olmayan meme
kanserlerinde tedaviden sonra biiyiik tiimdrlerin kiigiiltiilmesi, yeni kanser olusumu

riskini azaltmak i¢in uygulanabilir [122].

2.3.2.3. Hedefe Yonelik Tedavi

Hedefe yonelik tedavinin tanimi kanser ile iliskisi bulunan yolaklarin, reseptorlerin
ve genlerin spesifik olarak tedavi edilmesi yontemi olarak belirtilmektedir. Bu tedavi
yonteminde apoptoz, anjiogenez, migrasyon, hiicre dongiisii gibi kanserle ilgili olan
ozelliklere gore tedavi hedeflenmektedir. Hedefe yonelik tedavi yontemi

uygulanirken kullanilan birtakim ilaglar bulunmaktadir. Bunlar;

» Trastuzumab: Kimerik monoklonal bir antikordur. Metastatik meme

kanserinde HER-2 proteinini hedef alir.
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» Bevacizumab: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriine karsi (VEGF)
gelistirilen rekombinant monoklonal bir antikor tiriidiir. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii, endotelyal poliferasyonunu ve migrasyonunu

artirarak damarlagmay1 uyarir ve apoptozu inhibe eder.

» Lapatinib: Tirozin kinaz inhibitori olarak rol oynar. Hem epidermal
bliylime faktor reseptorii (EGFR) hem de HER-2/ErbB2’yi inhibe

etmektedir.

» Pertuzumab: HER-2 spesifik, rekombinant ve humanize monoklonal bir
antikordur. HER-2/HER-2 homodimerini, HER-2/HER-2 ve HER-2/HER-3
heterodimerlerini inhibe etmektedir [123].

2.4. MEME KANSERINDE BESLENMENIN ETKIiSi

Kilo yonetimi ve yiiksek kaliteli diyet gibi saglikli yasam davraniglarina sahip olmak
hem meme kanseri riskini hem de tan1 koyulduktan sonraki durumu etkiler. Temelde,
yiiksek kalorili gidalarin (seker, doymus yaglar vb.) fazla miktarda aliminin yan1 sira
giivenilir gidalarin (omega-3 yag asitleri, dogal antioksidanlar, lif igeren) diisiik alimi
ile karakterize olan hareketsiz yasam tarzi ve beslenme aligkanliklar1 obeziteye yol

acar [124].

Ozellikle menopoz sonrasi kadinlarda goriilen obezitenin yan etkileri ile meme
kanseri insidansini, ilerlemesini ve Oliim oranmi artirir. Menopozdan sonra, yag
dokusu Ostrojen tretimi i¢in 6nemli bir bdlge haline gelir ve bu da obez kadinlarda
tiimor biliylimesine neden olabilir. Kilo alimi, menopoz sirasinda ¢ok yaygindir,
¢linkli yumurtalik Ostrojeninin kaybi hipotalamustaki leptin duyarliligini azaltir ve
bdylece asir1 beslenmeyi tesvik eder. Meme kanserinde menopoz sonrasi obez olan

bireylerde risk diizeyini artirmaktadir [125-126].

Kanser onleme iizerine yapilan aragtirmalarda beslenme ile ilgili stratejilere yon
vermek amaciyla birgok besin karbonhidratlar, yag asitleri, vitamin ve mineraller,

karotenoidler, fitodstrojenler gibi besin icerikleri agisindan ele alinmaktadir. Meme
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kanseri etiyolojisinde baz1 spesifik besinlerin antioksidan iceriklerinin, kanser
epigenetigi lizerine etkisi, DNA onarimi, inflamasyon, genin diizenlenmesi ile ilgili
ekspresyon, biiylime faktdrlerinin uyarilmasi gibi biyolojik siireclere olan etkileri

epidemiyolojik ¢alismalarda ele alinmaktadir [127].

2.4.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde fenilpropanoid yolu ile sentezlenen sekonder polifenolik
metabolitlerin bir sinifidir [128]. Bitkilerde renk, tat ve farmakolojik aktivitelerde
gorevli biyoaktif ikincil metabolitler olarak sentezlenen polifenolik bilesiklerdir
[129]. Flavonoidlerin bitkilerde biyosentezi kloroplast, tonoplast ve ¢ekirdekte tespit
edilmistir. Ayrica endoplazmik retikulumun (ER) sitozolik tarafi flavonoidlerin
biyosentezi i¢in bolme olarak kabul edilmistir. Bitki hiicrelerinde flavonoidlerin
genis dagilim1 ve ER'nin sitozolik yliziinde var olan biyosentetik bolgeler, bitkilerin
bu metabolitleri membranlar arasi bélmeler boyunca iletmek i¢in etkili flavonoid
tasima sistemlerine sahip oldugunu gosterir. Bitkilerde flavonoid biyosentezi
bagimsiz bilesenlerin bir araya gelmesiyle degil biiytlik, karmasik ve siki bir sekilde

diizenlenmis bir metabolomik agin isleyisiyle olusur [130].

Sagligi korumak ve hastaliklar1 6nlemek i¢in uygun bir diyet ve yasam tarzinin
gerekli oldugu bilinmektedir. Bitkilerden elde edilen gidalarda (6rnegin sebzeler,
meyveler ve igecekler) bol miktarda bulunmalar1 ve potansiyel antioksidan
aktiviteleri nedeniyle, flavonoidler, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak
tizere diyabet, kanser ve biligsel bozukluklar gibi hastaliklara neden olan risk
faktorlerini azaltmada adjuvanlar olarak son yillarda onemli 6l¢iide incelenmistir

[131].
2.4.1.1. Flavonoidlerin Biyoyararlanimi
Biyoyararlanim, Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan "etkin bilesenin veya bir

kisminin emilme ve kullanilabilir hale gelme hiz1 ve kapsami" olarak tanimlanir.

Farmasotik bilimler tarafindan biyoyararlanim genellikle absorpsiyon derecesi olarak
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hesaplanir. Biyoyararlanim bir bilesigin viicut tarafindan ne 6l¢tide kullanilabildigini

gosteren Olgtttiir [132].

Bagirsak mikrobiyomu, flavonoidlerin emilimi ve metabolizmasi i¢in ¢ok énemlidir.
Bagirsak veya kolon mikroflorasi, flavonlar, izoflavonlar, flavonoller ve
antosiyaninler gibi glikozile edilmis flavonoidleri ilgili aglikonlarina hidrolize
edebilir. Bu sebeple, flavonoid glikozitler, absorpsiyondan 6nce bagirsak liimeninde

ya da epitelde pargalanirlar [133].

Flavonoidler diger besinlerle etkilesime girebilirler, karbonhidrat hidrolizasyon
enzimleri (a-amilaz ve a-glukozidaz) ve glikoz tastyicilarinin baskilanmasi nedeniyle
glikoz emilimini azaltabilirler. Diabetes mellitus prevalansinin artmasi, genel olarak
karbonhidrat sindirimine dikkat ¢ekmis ve tokluk hiperglisemiyi azaltici stratejilerin
arastirilmasina neden olmustur. Bu kapsamda flavonoidlerin sindirim sisteminde
karbonhidrat hidrolize edici enzimleri inhibe ederek glikoz emilimini geciktirme
etkisi arastirilmistir. Cesitli polifenollerin, 6zellikle flavonoidlerin, bu enzimleri

inhibe ettigi rapor edilmistir [134].

Yagdan zengin diyet, flavonoid biyoyararlanimini artirir ve misellerle birlesimin
saglanacagl safra tuzlarinin salgilanmasini arttirma yoluyla bagirsak flavonoidlerin
emilimini arttirir. Bununla birlikte, proteinden zengin diyet hem antioksidan etkinligi

hem de flavonoid biyoyararlanimini azaltabilir [135].

2.4.1.2. Flavonoidlerin Kansere Kars1 Etkileri

Flavonoidlerin kanser ve metabolik hastaliklar1 6nleme ve iyilestirmesindeki etkisi,
biiyiik dl¢lide bu bilesiklerin antioksidan kapasiteleri ve biyolojik sistemlerin serbest
radikal aracili bozulmasini engelleme potansiyellerinin varligindan kaynaklanir. Son
on yilda, flavonoidlerin ¢ogunlukla geleneksel antioksidanlar gibi davranmadigi,
ancak diger oksidan egilimli kisimlarin yani sira protein kinazlar1 ve redoks duyarl
sisteinleri icerenler gibi ¢oklu sinyal yollarinda yer alan enzimatik hedeflerde
antioksidan etkiler gosterebilecedi yoniinde ortaya ¢ikan bir goriis vardir [136].

Aragtirmalar, flavonoidlerin prooksidan aktivitesinin kanser hiicrelerinde sitotoksik
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ve proapoptotik etkilerinden sorumlu olabilecegini gostermektedir. Bdylece,
flavonoidler ya normal hiicreleri antioksidan ajanlar olarak oksidatif stresten
koruyabilir ya da sitotoksik pro-oksidanlar olarak hareket ederek kanser veya
premalign hiicrelerin nekrotik Oliimiini tetikleyebilir. Artan sayida antikanser
stratejisi, bu tiir stratejiler i¢in hedef olma potansiyeli, diger hiicresel elemanlar yani
sira, tim timor hiicrelerinde degismez bir sekilde mevcut olmalart gergeginden
dolayr mitokondriye odaklanmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin
altinda yatan mekanizmalardan biri, mitokondriyal membran akiskanligini
azaltmalariyla birlikte serbest radikal reaksiyonlarmin kinetiginde bir azalma
olugmasidir. Kanser hiicreleri daha yliksek igsel reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyeleri gosterir ve bu nedenle normal hiicrelere gore daha diisiik antioksidan
kapasite gosterir, bu da onlar1 oksidatif stresi daha da artiran ajanlara kars1 daha az
direncli hale getirir [137]. Tiimdr hiicrelerinin bir baska metabolik 6zelligi, gelismis
ROS iiretimidir. Mitokondri, hiicre i¢i ROS {iretimi i¢in ana organellerinden biridir.
Kanser hiicrelerinde oksidatif metabolizma gelistirildiginden, mitokondriyal elektron
tasima zinciri (ETC) tarafindan yiiksek miktarlarda ROS firetilir, bu da kanser
hiicresi proliferasyonunu destekleyen mitokondri sisteminin yakininda bulunan

sinyal yollarin1 daha da aktive eder [138].

Flavonoidlerin hiicre biiylimesini inhibe etti§i ve antikanser ajanlar1 olarak gorev
yaptig1 bilinmektedir. Flavonoidler ¢ok cesitli antikanser etkileri uygularlar. Bunlar
ROS siipiiriicii enzim aktivitelerini modiile etmek, hiicre dongiisiinii durdurmaya
katilmak, apoptozu indiiklemek, otofajiyi indiikklemek, kanser hiicresi

proliferasyonunu ve invazivligini baskilamaktir [139].

2.4.1.3. Flavonoidlerin Oksidatif Strese Etkisi

Oksidatif stres, tiretilen ROS miktar1 ile karakterize edilir ve DNA'daki oksidatif
lezyonlari neden oldugu kanser gibi bazi hastaliklarin gelisimi ile yakindan ilgilidir.
Bir organizmadaki tiim biyolojik siire¢ler homeostazda kalmalidir. Pro-oksidan yiik
ve antioksidan savunma dengesiz oldugunda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iretilir ve
serbest radikaller tiretilir. Bununla birlikte, organizmalar1 oksidasyona kars1 koruyan,

iyi beslenme de dahil olmak iizere bagska mekanizmalar vardir. Bu durum
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flavonoidler gibi antioksidan aktiviteye sahip bilesiklere olan ilgiyi arttirmistir. /n
vitro ve in vivo olarak flavonoidlerin gii¢lii antioksidan aktivitesini gosteren kanitlar
vardir ve bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma, diyet flavonoidlerinin oksidatif stresi
azaltmadaki etkilerinden dolay1 daha diisiik kanser insidansi ile iligkili oldugunu
gostermistir [140]. Flavonoidler, ROS'u dogrudan temizleyebilir ve fenolik hidroksil
gruplarinin varlig1 nedeniyle serbest radikalleri stabilize etme yetenekleri sayesinde
metal iyonlar1 ile kompleks olusturabilir. Flavonoidlerin antioksidan etkileri,
antioksidan enzimlerin aktivasyonu, pro-oksidan enzimlerin baskilanmasi,
antioksidan enzimlerin ve faz II detoksifikasyon enzimlerinin olusumunun
uyarilmast ile ilgilidirr Hem antioksidan hem de pro-oksidan aktiviteler
flavonoidlerin oksidatif stresi Onleyip hiicreyi kansere karsi korumayi sagladigini

gostermektedir [141-142].

2.4.1.4. Flavonoidlerin Apoptoza Etkisi

Apoptoz, sinyal iletim kaskadlar1 ve hiicresel proteinler tarafindan diizenlenen,
yogun bir bi¢imde organize olan bir siirectir. Kanser, AIDS, diyabet ve Parkinson
sendromu gibi bircok baska hastalik, apoptotik yolaklardaki dengesizlikler ve
anormal mekanizmalar sonucunda ortaya ¢ikar. Kanser hiicreleri, genellikle bir dizi
sinyal iletim yolu ve pro-apoptotik proteinler (kaspazlar ve Bcl-2 ailesi proteinleri)
tarafindan indiiklenen programlanmis bir hiicre 6liimii olan apoptoza kars1 direnglidir
[143]. Karsinojenez siirecinde flavonoidler, ¢oklu sinyal iletim yollarina miidahale
eder boylece proliferasyonu, anjiyogenezi ve metastazi sinirlar veya apoptozu arttirir
[144]. Pro-oksidanlar olarak hareket eden flavonoidler, epidermal biiylime faktorii
reseptOrii, mitojenle aktive olan protein kinaz, fosfatidilinositid 3-kinazlar (PI3K),
protein kinaz B ve niikleer faktdr kappanin inhibisyonu yoluyla kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilayabilir [145]. Sekil 2.6’da flavonoidlerin hiicre i¢i ve dist
apoptoz yollarindaki etkisi gosterilmistir [147].
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Sekil 2.6. Flavonoidlerin hiicre i¢i ve dis1 apoptoz yollarindaki etkisi

2.4.1.5. Flavonoidlerin Siniflandirilmasi

Flavonoidler fenolik bilesiklerin ana grubudur ve bitkilerde yaygin olarak bulunan en

cesitli ikincil metabolitlerdir. Yapisal olarak 15 karbonlu bir iskeletten yapilirlar ve 3

karbonlu baglant1 zinciri ile birbirine baglanan iki benzen halkasindan (A halkas1 ve

B halkasi1) olusurlar. Bu nedenle, C6-C3-C6 bilesikleri olarak temsil edilirler. Bir¢cok

flavonoidde, baglanti zinciri ayrica heterosiklik bir piran veya piron halkasit (C

halkasi) olusturmaktadir. Bu iiglincii halka sisteminin (C halkas1) yoklugunda,

flavonoidler kalkonlar olarak adlandirilir ve ¢ogunlukla ¢esitli flavonoid siniflarinin

onciileri olarak hizmet eder. Flavonoidlerin biyosentezi iki farkli yoldan ilerler.

Birinci yol, asetat yoludur (A halkasi) ve ikinci yol sikimat yoludur (B halkasi ile

C6-C3 bilesenini olusturan baglant1 zinciri C halkas1). Sekil 2.7°de flavonoidlerin

temel yapis1 gosterilmistir [146].
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Sekil 2.7. Flavonoidlerin temel yapisi

A halkasi, glikozun doniisiimleri yoluyla tretilen ti¢ malonil-CoA molekiiliinden
sentezlenirken, B halkasi, sikimat yolu yoluyla fenilalanin'den tiretilen 4-kumaroil-
CoA'dan sentezlenir. A ve B halkalarinin yogunlagsmasi, daha sonra flavanon
olusturmak {izere izomeraz katalizli siklizasyona ugrayan kalkon firetir. Sonraki
bilesik, diger flavonoidlerin sentezi i¢in baslangi¢ bilesigi olarak kullanilir. Bilinen
tim flavonoid bilesikler, yaklasik 7000, bu ortak biyosentetik yola sahiptir ve bu
nedenle ayni temel yapisal iskeleti paylasir. Yapisal farkliliklari nedeniyle
flavonoidler temel olarak flavanonlar, flavanoller, flavonlar ve flavonoller gibi farkli
gruplara ayrilir. Diger flavonoid bilesikleri smiflar1 arasinda izoflavonlar,
biflavonoidler, flavonolignanlar, prenilflavonoidler, flavonoid glikozidoesterler,

auronlar ve kalkonlar bulunur [146].

Dogada flavonoid bilesikler, bitkilerden elde edilen iiriinlerdir ve bitkinin gesitli
yerlerinde bulunurlar. Cizelge 2.4’de diyette genel olarak bulunan flavonoidler
gosterilmistir [147]. Sekil 2.8’de ise flavonoidlerin siniflari, alt siniflart ve dogal
kaynaklar gosterilmistir [147]. Sekil 2.9°da flavonoidlerin temel yapilar1 ve siniflar

gosterilmistir [148].
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Cizelge 2.4. Diyette genel olarak bulunan flavonoidler
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Sekil 2.8. Flavonoidlerin temel iskelet yapilar1 ve siniflari
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Sekil 2.9. Flavonoidlerin siniflari, alt siniflar1 ve dogal kaynaklari

2.5. MiRiSETIN

Mirisetin (3, 5, 7, 3', 4', 5'-heksahidroksiflavonol) orijinal olarak Myrica rubra
agacinin kabugundan izole edilmistir. Ag¢ik sar1 kristallerden olusan ve metanol,
asetonitril, etanol ve diger polar c¢oziicilerde kolayca ¢Oziinen bir
polihidroksiflavonol bilesigidir. Meyvelerde, sebzelerde, balda, kirmizi sarapta,
cayda ve birgok besinde onemli bir aktif bilesen olarak bulunur [149]. Mirisetin
yapisal olarak kuersetin, morin, kaempferol ve fisetin gibi iyi bilinen birka¢ fenolik

bilesikle benzer 6zelliktedir. Mirisetin bilesigi, kuersetin ile yapisal benzerliginden
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dolay1 hidroksikuersetin olarak adlandirilir. Mirisetinin nutrasotik ve antioksidan
ozellikleri ¢ok degerlidir. Bilimsel kanitlar, bu bilesigin anti-inflamatuar, analjezik,
antitimor, hepatoprotektif ve antidiyabetik aktiviteler dahil olmak iizere ¢esitli
farmakolojik aktiviteler gosterdigini iddia etmektedir. Baz1 ¢alismalar mirisetinin,
cesitli DNA polimerazlar, RNA polimerazlar, ters transkriptazlar, telomerazlar,

kinazlar ve helikazlara kars1 etkinligini gostermistir [ 150].

2.5.1. Mirisetinin Meme Kanserine Karsi Etkisi

Flavonoller arasinda mirisetinin kansere karsi etkisi birka¢ yildir arastirma konusu
olmustur ve tiimor baskilayici olarak yararli 6zellikleri hemen hemen ortaya
cikmigtir. Mirisetin ayrica farkli meme kanseri hiicre dizilerinde kemoterapotik
molekiil olarak test edilmistir. Uclii negatif meme kanseri (TNBC), toplam meme
kanseri vakalarinin %15'ini temsil eder. Insan TNBC hiicre hatti, MDA-MB-231"de,
mirisetin, apoptozu indiiklenmesiyle hiicre biliylimesini azalttigi saptanmistir. Bir
baska hiicre hatt1 olan MDA-MB-468'de 50 uM mirisetin konsantrasyonunda ER+,
MCF-7 ve insan epitelyal biliylime faktorii reseptorii 2 (HER2) biiylime
inhibisyonunu sagladig1 ve bu etkinin kanser kemoterapisinde kullanilan bir ilag olan
doxorubisine ¢ok benzer bir etkinlige sahip oldugu bildirilmistir. MCF-7'de50 pM
mirisetin kullanilarak, telomerazin asir1 eksprese edildigi insan telomeraz revers
transkriptaz (TERT) gen ekspresyonunu yaklastk %90 oraninda bastirdigi
gozlemlenmistir. Bu etki mirisetinin, insan TERT gen ekspresyonunu dogrudan
kontrol eden bir transkripsiyon faktorii olan c-Myc aktivitesini diizenleyen farkli

yollar iizerindeki inhibitor aktivitesiyle baglantili olabilecegi belirtilmistir [151].

Mirisetinin meme kanseri hiicre biiylimesi tizerindeki etkisini degerlendirmek igin,
TNCB hiicre hatlarindan MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 iizerinde, ER+, MCF-7
ve HER2'yi asir1 eksprese eden SK-BR-3 hiicre hattinda, mirisetinin farkl
konsantrasyonlarda yoklugunda ve varliginda 24 saat boyunca kiiltliir ortami
olusturulmustur. Ardindan hiicre sayisinin bir gostergesi olarak asit fosfataz
aktivitesi belirlenmistir. Mirisetin varliginda test edilen tiim insan meme karsinomu
hiicre hatlar1 i¢in fosfataz aktivitesi doza baglh bir azalma ile sonu¢lanmistir. Bu

durum meme kanseri hiicre biliylimesi {iizerinde mirisetinin inhibitér etkisini
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gostermektedir. Bununla birlikte, SK-BR-3 hiicrelerinin mirisetine diger meme

kanseri hiicre hatlar1 kadar duyarli olmadig1 belirlenmistir [152].

2.5.2. Mirisetinin Apoptoza Etkisi

Cok hiicreli organizmalarda dokulardaki hiicre sayisi, programlanmis hiicre 6liimii
apoptoz siireci tarafindan yakindan kontrol edilir. Apoptoz, hiicre dongiisiinde
homeostazi saglayan hayati bir siirectir. Bu nedenle, bu siirecteki herhangi bir
dengesizlik, kanser dahil olmak iizere ¢esitli patolojik duruma yol agmaktadir.
Ancak, tlimorijenezde genellikle apoptozdan kacinilir. Kanser hiicrelerinin bu
kacisina katkida bulunan mekanizmalar arasinda antiapoptotik proteinlerin asiri
ekspresyonu, proapoptotik proteinlerin diisiik ekspresyonu, kaspaz ekspresyonunda
azalma, apoptoz inhibitdr proteinlerinin (IAP’ler) ekspresyonunda artis ve tiimor
baskilayict proteinlerde islevsel bozukluk bulunur. Bu nedenle, kanser tedavisinin
ana hedefi, apoptoz mekanizmasinin restorasyonu ve kanser hiicrelerinin eliminasyon
ile ortadan kaldirilmasidir. Mirisetinin bir¢ok kanser hiicresi tiiriinde apoptotik hiicre

Olimiinii destekledigi gosterilmistir [153].

Hepatoseliiler karsinom HepG2 hiicrelerinde mirisetin, niikleer fragmanlar ve
yogunlastirilmis kromatin olusturarak apoptozu oOnemli derecede indiiklemistir.
Mitokondriden sitokrom C'nin serbest birakilmasini saglaylp mitokondriyal
membran potansiyelini azaltip apoptozu saglamistir. Ek olarak mirisetin,
antiapoptotik proteinlerin BCL-2 ve BCL-2 ile iligkili X proteini (BAX) seviyesini
distirmiistiir ve mitokondride proapoptotik proteinin (Bad) ekspresyonunu
arttirmistir.  Mirisetinin apoptozu Onleyici etkisi proapoptotik proteinin (Bad)

fosforilizasyonununda 6nlenmesi ile karakterizedir [154].

Mirisetinin, kadinlarda uterus ve overlerde erkeklerde de testiste yerlesim gdsteren
maling karakterde kotii prognozla seyreden koryokarsinom hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini gosteren baska bir calismada degisen dozlarda mirisetin kullanilarak
JAR ve JEG-3 hiicrelerinin proliferatif aktivitesi mirisetine yanit olarak doza baglh
bir sekilde oOnemli Ol¢iide azaldigi tespit edilmistir. Calismada JAR hiicreleri

tizerinde 5 mM'de ve JEG-3 hiicreleri iizerinde 50 mM'de mirisetin konsantrasyonu,
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hayatta kalma oranlarint %350'nin altina diiglirdiigii goriilmiistiir. Yapilan bu
calismada, mirisetinin iki koryokarsinom hiicre hattinin (JAR ve JEG-3)
proliferasyonunu azalttigin1 ve ayrica JAR ve JEG-3 hiicrelerinde doza bagli bir
sekilde apoptozu ve dilizenlenmis hiicre dongisii ilerlemesini destekledigini
dogrulanmistir. Sekil 2.10°da Doz miktarina baghi olarak mirisetinin JAR
hiicrelerindeki hiicre canlilig1 tizerine etkisi ve Sekil 2.11°de ise Doz miktarina bagl
olarak mirisetinin JEG-3 hiicrelerindeki hiicre canlilig1 iizerine etkisi gosterilmistir

[155].
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Sekil 2.10. Doz miktarina bagl olarak mirisetinin JAR hiicrelerindeki hiicre canlilig
lizerine etkisi
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Sekil 2.11. Doz miktarina bagli olarak mirisetinin JEG-3 hiicrelerindeki hiicre
canlilig1 {izerine etkisi

2.5.3. Mirisetinin Kemoterapiye Etkisi

Mirisetinin, kanserin ilerlemesi ve proliferasyonunda yer alan anahtar enzimlerin
ekspresyonunu diizenleyerek kanser biiylimesinin inhibisyonunda yer aldig
bildirilmistir. Kolon kanseri iizerinde yiiriitiilen bir calismada mirisetinin insan kolon
kanserinin HCT15 hiicre dizilerinde doza baglh bir sekilde apoptozu indiikledigini
bildirilmistir. Doza bagimli (5-100 pM) mirisetin varligi, BAX/BCL-2 oranini
arttirmis ve sonugta apoptotik mekanizmanin devreye girmesine ve sonug¢ olarak
HCT-15 hiicrelerinde hiicre oliimiine yol agmistir. Mirisetin, BCL-2 ile iligkili X
Proteini (BAX) gibi apoptotik genleri aktive ederek HCT-15 hiicrelerinde
sitotoksisiteyi destekledigi goriismiistiir. Mirisetinin DNA replikasyonu ve onarimi
icin sorumlu olan bir endoniikleaz olan insan fab endoniikleaz 1 (hFEN1)’in
aktivasyonunu sagladigi belirlenmistir. Boylece mirisetin kanserli hiicrelerin
cogalmasini engelleyici yolaklarda gérev yapmaktadir. Mirisetin'in ayrica yumurtalik
kanseri hiicre hatlarinda anjiyogenezi baskiladig1 da bildirilmistir. /n vitro ve in vivo
yaklasimlar1 kullanan bir ¢alisma, mirisetinin OVCAR-3 hiicrelerinde doza bagl bir

sekilde anjiyogenezi inhibe ettigini gostermistir. Bagka bir yumurtalik kanseri hiicre
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dizisi SKOV-3'te mirisetin, hiicre canliligini doza bagli bir sekilde dogrudan
etkilemistir. 40 pg/ml'lik bir dozda mirisetin, endoplazmik retikulum stresinin
aktivasyonu ve DNA c¢ift sarmal kirilmalar1 yoluyla SKOV-3 hiicrelerinde apoptozu
tetiklemistir [156].
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEMLER

3.1. HUCRE KULTURU

Meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerinin %1 L-glutamin, 100 U/ml
penisilin ve 0,1 mg/ml streptomisin ve %10 FBS ile zenginlestirilmis DMEM besi
ortamlarint igeren T-75 yassi siselerde kiiltlirleri yapilmistir. Pasaj oncesi yassi
siselerde treyen hiicrelerin 151k mikroskobunda yogunlugu ve morfolojileri
incelendikten sonra, %80-90 konfliient kiiltiir derecesine ulastiklarinda ortalama her
3-4 giinde bir pasajlart yapilmistir. Bunun i¢in, eski besi ortami yassi sigelerden
uzaklastirilarak, hiicreler 1x PBS ile yikandiktan sonra 2x Tripsin-E DTA ile
37°C’de 5-10 dk. muamele edilip, adherent hiicrelerin yiizeyden siyrilmasi
saglanmistir. Daha sonra besi ortami eklenilerek Tripsin noétralize edilmis ve
hiicrelerin i¢inde bulundugu soliisyon, steril falkon tiiplerinde toplanmistir. Hiicre
siispansiyonunun 1/10’u yassi sise icerisine geri transfer edilip besi ortami1 (DMEM)
ilave edilerek hiicre kiiltiirliniin devamlilifi saglanmistir. Hiicreleri igeren yassi
siseler nemli bir inkiibator igerisine yatay pozisyonda yerlestirilmistir (37°C; 5%
CO,). Hiicrelerin sayimi i¢in hemositometre kullanilmistir. Hiicrelerin kiiltiir
siselerinde gelisimi sirasinda goriintiileri alinmistir. Ayrica mirisetin ve doxorubisin

uygulamasi sonrasinda da goriintiileri alinmstir.

3.2. XTT TESTI

2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) suda
¢Ozilinen tetrazolyum tuzlaridir. Hiicre canliliginin spektrofotometrik olarak
belirlendigi bu testlerde de uygulama yapilmayan hiicrelerin canlilifi %100 kabul
edilir ve uygulamanin yapildig1 hiicrelerin canliligi bu hiicrelere gore yiizde (%)

olarak alinir.
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XTT testi ile boyama yonteminin dezavantajlart ise; MTT testine gore daha pahali
olmast ve ortamim pH’si, iyon konsantrasyonu (kalsiyum, potasyum, sodyum),
cevresel faktorler (nem, 1s1) ve hiicre sikluslariin siireleri XTT testinin sonucunu
etkileyebilir. Ayrica hiicreler XTT testi ile ortalama 2 saat inkiibe edilirler;
bekletildikleri siire icinde XTT testinin hiicre canliligin1 ne kadar etkileyebilecegi

bilinmemektedir.

Mirisetinin, doxorubisinin ve kombine uygulamalarmin degisen dozlarda MCF-7
hiicrelerine uygulanip zamana ve doza bagimli olarak hiicre canliligin tespiti ve
hiicrelerin yiizde ellisinin (%50) yasadigi dozu bulmak i¢in XTT ile hiicre
proliferasyon testi kullanilmistir. Calismada kullanilan mirisetin ticari olarak satin
alinmistir. Bu test suda eriyebilen bir bilesik olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'yi canli hiicrelerde turuncu renkli

formazon bilesenlerine indirgenmesi prensibine gore islemektedir.

Mirisetinin, doxorubisinin ve kombine uygulamalarinin sitotoksik etkisi, doz ve
zamana bagli etkisi “Cell ProliferationAssaywith XTT Reagent-Cell Proliferation Kit
(Cat # 20-300-1000-Biological Industries)” ile yapilmigtir. Maddelerimiz c¢esitli
dozlarda %10 serumlu tam besi ortaminda binde bir oraninda DMSO ig¢inde
¢Ozililmiis ve konsantrasyonlar1 etkisi arastirilmisti. DMSO oranlar1 binde bir
oraninda ayarlandig1 icin DMSO kontrol grubuna ihtiyag duyulmamustir. Secilen
konsantrasyon araligi literatiir bilgileri dikkate alinarak belirlenmistir. Test, kit

protokoliine gore gerceklestirilmistir.

MCEF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarinda 2x10*/kuyucuk miktarinda
ekilmistir. Hiicrelerin ylizeye yapigmasi i¢in 24 saat beklenmistir. Mirisetinin10 pM,
25 uM, 50 uM, 100 pM, 150 uM’lik ¢alisma konsantrasyonlar1 ve doxorubicinin 10
nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM 1000 nm’lik %10 serumlu tam besi ortami ile
hazirlanmigtir. Kontrol grubuna tam besi yeri icerisinde etken madde olmaksizin
uygulanmistir. Belirlenen konsantrasyondamaddelerin uygulamasi sonrasinda hiicre
proliferasyonu “Cell ProliferationAssaywith XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat
# 20-300-1000-Biological Industries)” ile saptanmistir. Ayni zamanda zamana

bagimli etkinin arastirilmasi amaciyla test islemi 24 ve 48 saatlerde calisilmistir. Bu
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saatler sonunda her bir kuyucuga 100 pL besi ortam1 koyulduktan sonra 50 pL aktive
edilmis XTT soliisyonu (49 pL XTT ReagentSolusyonu ve 1 pLAktivator
Soliisyonu) eklenmistir. Madde eklenmesinden 4 saat sonra caligilan gruplarin
absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda (Multiskan GO, Thermo) 450 nm dalga
boyunda ve 630 nm referans aralifinda okunmustur. Hiicre canlilig1 yiizdesi her bir
kuyucukta 6l¢iilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi

ve yliz ile ¢carpilmasi ile hesaplanarak hiicre canliligi (%) oranlar1 belirlenmistir.

Olgiilen optik dansite degeri:

Olgiilen optik dansite degeri

% Hiicre Canlilig1 = x100

Kontrol optik dansite degeri

IC50 doz orani online IC50calculator platformu kullanilarak

(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator) belirlenmistir. IC50 dozlari

belirlendikten sonra kombine uygulamalara gecilmis ve hiicre canlilik oranlar

belirlenmistir.

3.2. RNA iZOLASYONU

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz

gruplarinda RNA izolasyonuTrizolReagent ile gerceklestirilmistir.

> 3x10° hiicre olacak sekilde 6'lik well plakalara hiicre ekimi,

» Kontrol grubu ve mirisetinin XTT ile tespit edilen dozlarin uygulamasi ve

inkiibasyonu,

» Hiicreler 6'lik kiltiir kaplarindan bir plaka basina 500 pl olacak sekilde
Trizol ve scraper kaziyici ile hiicreler tamamen kaldirilip, ependorf tiiplere
(1 ml'lik) transferi (dondurulmus ise yaklasitk 10 dk c¢oziilmesi igin

inkiibasyon),
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» Her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten

sonra tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibasyon,

» Sogutmali santrifiij ile +4°C” de 15.000 g’de 20 dk santrifiij ve renksiz olan

ist fazin toplanip, ayr1 ependorf tiiplere alinmasi,

» Toplanan iist fazin tizerine 500 pl izopropanol eklenip, pipetlenmesi ve 10

dk oda sicakliginda inkiibasyon,

» +4°C’de 15.000 g’de 30 dk santrifiij

» Peletin tizerine %70’lik etanol konulmasi ve +4°C’de 12.000 g’de 10 dk

santrifiij,

» Siipernatant atilip, pelet kisa bir siire hava ile kurutulmasi,

» Pellet 40 ul RNase-DNasefree su ile ¢oziinmesi basamaklarini igerir.

izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi (Thermo) yardimi
ile gerceklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6l¢iilmesi isleminde dncelikle
uygun konsantrasyonlarda (cihazin 6lg¢ebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000
ng/pl'dir) sulandirilan RNA &rnekleri, 1ul RNAsefree su ile Nanodrop cihaz kaidesi
izerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi ile kor

alindiktan sonra, 1l olacak sekilde pipetlenip 230, 260, 280 nm'de okunmustur.

3.3. cDNA SENTEZi

cDNA, 6zel bir enzim olan ters transkriptaz ile mRNA'dan olusturulur. Ilk olarak
retroviriislerden izole edilmistir. mRNA kalip olarak kullanilir, ters transkriptaz tek

zincirli DNA molekiiliinii sentezler. Bu molekiil de daha sonra ¢ift zincirli DNA'y1

sentezlemek i¢in kalip olarak kullanilir.
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Izole edilen total RNA’lardan RT-PCR &ncesi, cDNA sentezi AppliedBiosystems
High-CapacitycDNAReverseTranscription Kit (ABD, Cat.no: 4368814) ile firetici
firmanin  belirtmis  oldugu prosediir dogrultusunda 96 well plakalar
(AppliedBiosystems™  MicroAmp™ Fast Optical 96-Well ReactionPlate)
kullanilarak StepOne Plus Real-Time (AppliedBiosystem, ABD) PCR cihaz ile
gerceklestirildi. cDNA sentez karisim prosediirii total RNA son konsantrasyon 2 pg
olacak sekilde ayarlandi. cDNA sentez karsimi Cizelge 3.1.’de verilmistir. Karigim
hazirlandiktan sonra kit protokolii dogrultusunda, cDNA sentezi i¢in 25°C’ de 10
dakika, 37°C’ de 120 dakika inkiibe edilmis ve siire sonunda, enzimi inhibe etmek
icin 85°C’de 5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, gruplar arasindaki
mRNA ekspresyon degisimini tespit etmek amaciyla Real-Time PCR (Polimeraz

Zincir Reaksiyonu) yapmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentez karsimi

Hacim

Total RNA Degisken
10X Random Primers 2 ul
25X dNTP Karigimi 0,8 ul
10X RT Tamponu 2 ul
RNAaz igcermeyen su Degisken
MultiScribe ™ReverseTranscritase I ul
Son Hacim 20 pl

3.4. RT-PCR TESTI

MCF-7 hiicre hattinda kontrole gore BAX, BCL-2, MDR1 ve STAT3 genlerin
mRNA diizeyindeki ekspresyonlar1 degisimleri Real-Time PCR (AppliedBiosystem,
StepOne Plus Real-Time PCR) ile arastirilmistir. GAPDH normalizasyon amaglt
housekeeping olarak kullanilmistir. Genlerin reverse ve forward dizileri Cizelge

3.2.’de verilmistir. Calismamizda AmplicqonRealQPlus 2X Master Mixgreen (Cat
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No: A325402) kullanmilmis ve ilgili SyberGeeen Master Mix protokolii

uygulanmigtir.

Reaksiyon kosullar1 her bir kuyucukta 5,5 ul sybergreen, 6,5 ul niikleaz icermeyen
su, 2 ul (IReverse+1 forward) primer ve 1 ul cDNA olacak sekilde 96-kuyucuklu
plakada kurulmus ve plakanin yiizeyi seffaf yapiskan etiketle (AppliedBiosystems™
96-Well ReactionPlateseal) kapatilmistir. StepOne Plus ger¢ek zamanli PCR cihazina
yiiklenen plaka, 1 dongii 95°C’de 15 dakika denatiirasyon, 40 dongii olacak sekilde,
95°C’de 15 sn ve 60°C’de 30 sn ve 72°C 30 saniye olacak sekilde olarak amplifiye
edilmigtir. Reaksiyona ayrica 1 dongli Meltingcurve basamagi da eklenmistir

(95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika).

Cizelge 3.2. Calismamizda kullanilan genlere ait forward ve reverse sekans bilgileri

Gen Forward Reverse
GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC TGGTGAAGACGCCAGTGGA
BCL-2 TGCACCTGACGCCCTTCAC AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG
BAX TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
STAT3 GGCATTCGGGAAGTATTGTCG GGTAGGCGCCTCAGTCGTATC

MDRI1 GCTCATCGTTTGTCTACAGTTCGT ACAATGACTCCATCATCGAAACC

RT-PCR kapsaminda STAT3, MDRI1, BAX, BCL-2 genlerinin mRNA ekspresyon
degisimleri arastirilmigtir. Doxorubisinin IC50 degeri, Mirisetin IC50 degeri ve
kombine gruptaki (Doxorubisinin IC50 + Mirisetin IC50 53 uM) gruplarindaki gen

ekspresyon degisimleri kontrol grubuna gore karsilastirilmistir.
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ
RT-PCR ile tespit edilen mRNA ekspresyon degisimi ile elde edilen verilerin

analizinde AACT metodu kullanilmigtir. Web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array

Data Analysis* (https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-
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center-overview-page/) programinda ekspresyon degerleri £3SD karsilagtirilmasi

temeline bagli olarak analiz edilmistir ve gruplar arasindaki istatistiksel degisim
“Student t-testi” ile karsilastirilmistir. Kat degisimi degerleri (Foldchange ve
Foldregulation) de AACT tabanli olarak belirlenmistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada meme kanseri hiicrelerinde mirisetinin kemoterapi duyarlilig: tizerine
etkileri arastirilmigtir. Bu arastirma yapilirken mirisetinin, doxorubisinin ve
kombine uygulamalarmin degisen dozlarda MCF-7 hiicrelerine uygulanip zamana
ve doza bagli olarak hiicre canliliginin tespiti ve hiicrelerin %50’sinin yasadig1 dozu
bulmak i¢in XTT hiicre proliferasyon testi kullanilmistir. Gen diizeyinde ekspresyon
degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz gruplarinda RNA izolasyonu
TrizolReagent ile gerceklestirilmistir. izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve
safligt Nanodrop cihazi yardimi ile gerceklestirilmistir. Izole edilen total
RNA’lardan PT-PCR oOncesi ¢cDNA sentezi AppliedBiosystems High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit ile 96 well plakalar kullanilarak StepOne Plus
Real-Time PCR cihazi ile gerceklestirilmistir. MCF-7 hiicre hattinda kontrole gére
BAX, BCL-2, MDR-1 ve STAT3 genlerinin mRNA diizeyindeki ekspresyon
degisimleri Real-Time PCR ile aragtirilmistir. RT-PCR ile tespit edilen mRNA

ekspresyon degisimi ile elde edilen verilerin analizide AACT metodu kullanilmistir.

Calismamizda mirisetin, doxorubisin ve kombine uygulamalarinin degisen dozlarda
MCF-7 hiicrelerine uygulanmig olup zamana ve doza bagl hiicre canliliginin tespiti
amaglanmistir. Calismada kullanilan MCF-7 hiicrelerinin ekim yapilmasini takiben
48 saat sonraki 151k mikroskop goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir. Bu calismada
mirisetinin10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM’lik calisma konsantrasyonlari ve
doxorubisinin 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM 1000 nm’lik konsantrasyonlar1 %10
serumlu tam besi ortami ile hazirlanmistir. Kontrol grubuna tam besi yeri igerisinde

etken madde olmaksizin uygulanmistir.
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Sekil 4.1. Calismada kullanilan MCF-7 hiicrelerinin 48 saat sonraki 151k mikroskop

goriintilisii (4x)
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Sekil 4.2. Mirisetinin MCF-7 hiicrelerindeki 24 ve 48 saat sonundaki hiicre canlilig1

uzerine olan etkisi

Mirisetinin MCF-7 hiicrelerinde artan doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu

azalttig1 gozlenmistir. IC50 degeri 24. saat icin 141,9 yM, 48.saat i¢in ise 53,3 yM
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olarak tespit edilmistir. 48. saatte daha diisiik dozda etki gosterdigi icin 48. saatteki

53,3 UM doz ve zaman ile calismaya devam edilmistir.
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Sekil 4.3. Doxorubisinin MCF-7 hiicrelerinde hiicre canlilig1 lizerine etkisi

Doxorubisinin MCF-7 hiicrelerinde artan doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu

azalttig1 tespit edilmistir. IC50 degeri 24 saat i¢in 242,03 nM, 48. saat i¢in ise 69,6

nM olarak tespit edilmistir. 48. saatte daha diisiikk dozda etki gosterdigi i¢in 48.

saatteki 69,6 nMUM doz ve zaman ile ¢alismaya devam edilmistir.
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicrelerinde doxorubisin ve mirisetinin 24 saat ve 48 saatteki IC50
degerlerinin tespit edilmesi. Doxorubisinin24 ve 48. saat IC50 degerleri
strastyla 242,0323 nM (A) ve 69,6911 nM (B) ve mirisetinin 24 ve 48. saat
IC50 degerleri sirasiyla 141,9663 uM (C) ve 53,3855 uM (D)

Kombine uygulamalarda, doxorubisinin IC50 69,6 nM dozu ile mirisetinin ¢esitli
konsantrasyonlarda 48 saat kombine uygulamasi ile hiicre canliliginin nasil

etkilendigini belirlemek i¢in XTT testi tekrar yapilmustir.

58



150

£
S 100
= Em 48h
3]
O
& 504
[ ]
=
G
u_'u
S F S
T & & s
Q',Q_Q_hh
TF I
F S S
i & S &
o N L & o
ey
& £ o F o
L & & e f

Sekil 4.5. Kombine (Doxorubisin IC50 ve Mirisetin dozajlar1) uygulamalarin MCF-7
hiicrelerinde hiicre canlilif iizerine etkisi

Kombine uygulamalarda doxorubisinin IC50 degeri ve mirisetin ile IC50 degerinin
altindaki ve tstlindeki degerlerde kombine muamelelerde mirisetinin doxorubisin ile
sinerjistik etki gostermedigi Sekil 4.5°de goriilmektedir. Artan mirisetin dozunun
doxorobisin etkinligini degistirmediginden dolayr kombine grupta her iki maddenin
de IC50 (mirisetin 53uM; doxorubisin 69,6 nM) degeri almarak PCR deneyine
kombine grup olusturulmustur. Doxorubisin IC50, mirisetin IC50 ve kombine
doxorubisin (IC50) ve mirisetin (IC50) uygulanmis MCF-7 hiicre deney gruplarinin

48. saatteki mikroskop goriintiileri Sekil 4.6’da gdsterilmistir.
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Doxo IC50 Doxo (IC50) + Mirisetin (IC50)

Sekil 4.6. MCF-7 hiicrelerinin kontrol (herhangi bir uygulamaya maruz
birakilmamais) (A), mirisetin IC50 degeri 53 pM ile muamele edilmis
(B), doxorubisin IC50 degeri 69,6 nM ile muamele edilmis (C) ve
kombine doxorubisin IC50 ve mirisetin IC50 uygulanmis (D) 48. saat
4x mikroskop gorintiileri.

Mirisetinin degisen dozlara ve zamana bagl olarak hiicre canlilig1 lizerinde etkisi
oldugu calismamizda goriilmiistiir. Kemoterapotik ajan doxorubisininde tipki
mirisetin gibi degisen dozlarda ve zamana bagli olarak hiicre canliligini azatligi
caligmamizda tespit edilmistir. Mirisetin ve doxorubisinin kombine olarak
uygulandig1 uygulamalarda doxorubisinin etkinligini arttirip arttirmadigi incelenmis
ancak elde edilen veriye goére kombine uygulamada doxorubisinin etkinliginin

artmadigr gorilmiustiir.

60



Cizelge 4.1. Doxorubisin IC50, Mirisetin IC50 ve kombine grubun gen ekspresyon
degisimlerinin karsilastirilmasi

KOMBINE
Genler Doxorubisin IC50 Mirisetin IC50 (DOXO IC50 + MR
1C50)
Kat Kat Kat
P Degeri P Degeri P Degeri
Degisimi Degisimi Degisimi
BAX 16.9 0.033251 3.00 0.145012 0.13 0.649458
BCL2 0.66 0.932953 0.21 0.084791 0.50 0.709186
STAT3 3.37 0.338456 1.81 0.583510 15.15 0.000695
MDRI1 4.64 0.376382 1.51 0.502913 12.70 0.212369

Doxorubicin ve mirisetin IC50 doz konsantrasyonlari (sirasiyla 69,6 nM ve 53 pM)
tek baslarina uygulandiginda ve doxorubisin ve mirisetin kombine uygulandiginda
belirli gen ifadelerinde yani belirli genlerin mRNA ekspresyonlarindaki degisim
Real-Time PCR metoduyla calisilmis ve kontrol olarak kullanilan GAPDH gen
ifadesine gore normalize edilerek AACT metodu ile analiz edilmistir. Cizelge 4.1°de
goriilecegi gibi doxorubisin tek basina MCF-7 hiicrelerine uygulandiginda Bax gen
ifadesinin 16,9 kat arttig1 tespit edilmistir (p=0.033251). Diger genlerin (BCL2,
STAT3 ve MDR-1) ifadesinde anlamli bir degisim tespit edilmemistir. Mirisetin tek
basina MCF-7 hiicrelerinde uygulandiginda BAX ifadesinin 3 kat artmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Diger genlerin (BCL2, STAT3 ve MDR-
1) ifadesinde anlamli bir degisim gozlenmemistir. MCF-7 hiicrelerine Doxorubisin
ve mirisetinin IC50 degerleri kombine uygulandiginda ise STAT3 gen ifadesinde 15
kat artis gozlenmis olup, bu artisin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir (p=0,000695). Benzer sekilde MDR-1 geninde de 12 kat artis goriilse de
bu anlamli bulunmamigtir. Kombine grupta diger genlerin ifadelerinde (BAX ve
BCL-2) de anlamli bir degisim gdriilmemistir. Primerlerin erime egrileri Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Caligmada belirli gen ifadelerinin tespiti i¢in kullanilan primerlere ait
erime egrisi analizleri. GAPDH (A), BAX (B), BCL-2 (C), MDR-1 (D)
ve STAT3 (E) gen primerlerine ait erime egrilerinde erime (Tm)
sicakliklarmin sirasiyla 83,45°C, 83,9°C, 84,94°C, 77,48°C ve 85,09°C
oldugu goriilmektedir.

Mirisetinin antikanser aktivite ile iliskili oldugu ve tiirevlerinin telomeraz inhibisyon
Ozelligine sahip oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, mirisetinin intramolekiiler
telomerik dizisine baglanmasinin, sonu¢ olarak telomeraz aktivitesinin inhibe
edilmesinin, antitiimor aktivitesinin makul bir mekanizmasi olabilecegini bildiren bir
calismada, insan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, TRAP tahlilinde ve
Molekiiler Dinamik Simiilasyonunda artan mirisetin uygulamasi iizerine hTERT
aktivitesinin azalmasini degerlendirmek i¢cin RT PCR bazli tahlil ile birlikte cesitli
biyofiziksel teknikler yoluyla mirisetinin insan telomerik dizisi ile etkilesimi

bildirilmistir. Sonug¢ olarak, mirisetinin insan meme adenokarsinomu (MCF-7)
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hiicrelerinde 24 saatlik tedaviden sonra doza bagl bir sekilde hTERT ekspresyonunu

aktivitesini azalttig1 gosterilmistir [157].

Mirisetin  kaynakli kanser hiicresi apoptozunun altinda yatan mekanizmalar
aciklanmaya devam etmektedir. Mirisetinin mitokondriyal yoldan apoptozu
indiikledigini gostermistir Bununla birlikte apoptoz, endoplazmik retikulum (ER)
stresi ve DNA c¢ift sarmal kirilmalar1 (DSB'ler) dahil olmak iizere diger klasik
yollarla da indiiklenebilir. Mirisetinin apoptozu indiikledigini géstermek amaciyla bu
iki klasik apoptotik yolun SKOV3 yumurtalik kanseri hiicrelerinde mirisetin kaynakl
hiicre o6liimiine dahil olup olmadigint goéstermek icin yapilan bir caligmanin
sonucunda, mirisetin ile tedavinin SKOV3 hiicrelerinin canliligini doza bagh bir
sekilde inhibe ettigini ortaya koyulmustur. S6z konusu bu calismada SKOV3
hiicreleri 24 saat boyunca degisen dozlarda mirisetin ile muamele edilmistir.
Mirisetinin, SKOV3 hiicrelerinin canlilifini doza bagli bir sekilde inhibe ettigi tespit
edilmistir. Ek olarak, mirisetin tedavisinin ardindan SKOV3 hiicre morfolojisindeki
degisiklikler de belirgin bir sekilde goriilmiistiir. Mirisetin ile tedavi edilen hiicreler,
kontrol grubu ile karsilastirlldiginda daha yuvarlak ve kiiclilmiis oldugu
belirlenmistir [158].

Mirisetinin insan mesane kanseri hiicrelerinde (T24) hem in vitro hem de in vivo
potansiyel antikanser aktivitesi inceleyen bir ¢alismada insan mesane kanseri T24
hiicreleri tizerindeki mirisetin kaynakli hiicre yasayabilirliginin etkisi degisen
mirisetin konsantrasyonlari ile belirlenmistir. Bu ¢aligmada hiicre canlilig1 iizerinde
bir etkisi olan en diisiik mirisetin konsantrasyonu 48 saat boyunca 20 puM’dir.
Calismada 20-100 uM konsantrasyonlarda mirisetin tedavisinden 12 saat sonra hiicre
canlilifinda azalma %2,6 ila %61 arasinda degisirken, 24 saat ve 48 saat sonra
strastyla %2,9 ila %70 ve %3 ila %80 arasinda degismistir. Bu ¢alismada mirisetinin
T24 hiicrelerinde apoptozu indiikleyip indiikleyemeyecegini incelenmistir. 40 veya
80 uM mirisetin ile muamele edilmis T24 hiicreleri, apoptozun 6nemli gostergesi
olan niikleer pargalanma sergilemistir. Hiicre canliiginin ve morfolojik
degisimlerinin mirisetin tarafindan inhibisyonu doza ve zamana bagli oldugu tespit

edilmistir [159].
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Mirisetinin MDA-Mb-231Br hiicre canlilii, gocii, istilas1 ve akciger metastazinin
fare modelleri iizerindeki etkisini aragtirildigi bir calismada, mirisetin ile tedavi
edilen fareler, 50 mg/kg mirisetin ile tedaviden sonra kontrol grubu farelerine kiyasla
daha kiictik timor nodiilleri sergilemistir. Sonug¢ olarak mirisetin, bir fare modelinde
MMP-2/9 protein ekspresyonunu ve STO6GALNACS ekspresyonunu ve ayrica
akciger metastazin1 baskilayarak meme kanseri hiicrelerinden MDA-Mb-231Br
hiicrelerinin istilasin1 6nemli 6lciide bloke edebildigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada
mirisetinin meme kanseri i¢in potansiyel bir terapotik aday olarak gelistirilmesi
gerektigi bildirilmistir. Cesitli konsantrasyonlarda (2,5, 5,0, 10,0, 20,0 ve 40,0 uM)
mirisetin ile 24 ve 48 saat muamele edilen MDA-Mb-231Br hiicrelerinin canliligini
Olcen bu g¢alismada mirisetinin hiicre canlilifin1 doza bagh bir sekilde azalttigini
gostermektedir. Mirisetin, 20 ve 40 puM dozda MDA-Mb-231Br hiicrelerinin
biiyiimesini dogrudan inhibe ederken, 0 ila 10 pM mirisetin, hiicre proliferasyonu
tizerinde belirgin sitotoksisite etkisi gostermemistir. Bu ¢alismada mirisetinin in vivo
antimetastatik potansiyelini degerlendirmek i¢in bir 4T1 fare akciger metastazi
modeli kullanilmistir. Mirisetin ile tedavi edilen fareler, kontrol grubu farelerine
kiyasla 25 ve 50 mg/kg mirisetin ile tedaviden sonra daha az sayida tiimor nodiilii
sergilemigtir. Mirisetinin meme kanseri metastazini 6énemli dl¢iide azalttigini tespit
eden bu calismada mirisetin (50 mg/kg) ile tedavinin etkili bir sekilde farelerde
meme kanseri akciger metastazin1 inhibe ettigi bildirilmistir. Sonu¢ olarak bu
caligmada mirisetinin MDA-Mb-231Br hiicrelerinin gogiinii ve istilasini MMP-2/9
protein ekspresyonunu ve STOGALNACS ekspresyonunu ve ayrica meme kanserinin
akciger metastazin1 baskilayarak onemli Ol¢iide engelleyebilecegini gosterilmistir

[160].

Flavonoidlerin hiicre poliferasyon inhibisyonu faktorleri olarak rol oynadigi
bilinmektedir. Mirisetinin de dahil oldugu flavonoid sinifi {iyelerinin antikanser ajan
olarak etkileri 6zellikle kontrolsiiz hiicre poliferasyonunun baskilanmasi basta olmak
lizere apoptotik yolaklarin kontrol altinda tutulmasinin saglanmasindan ileri
gelmektedir. Mirisetinin meme kanseri hiicre hattt MCF-7 iizerine -etkilerini
gbzlemledigimiz bu calismamizda Ozellikle zamana ve doza bagli olarak hiicre

canliligini azaltma etkileri kanserle ilgili hiicre hatlarin1 baz alan literatiirde var olan
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caligmalara benzer sekilde agikca goriilmiistiir. Calismamizda mirisetin 6zellikle 48.

saatte hiicre canlig1 iizerinde etkisinin gii¢lii oldugu tespit edilmistir.

Doxorubisin ¢ok iyi bilinen ve faydali bir anti-kanser kemoterapi ilact olmasina
ragmen, yan etkileri kullanimimi ciddi sekilde kisitlamaktadir. Ayrica, kullanilacak
doxorubisin dozlarin1 azaltmak, ilaca bagli olugsmasi muhtemel yan etkileri de
belirgin sekilde onleyecektir. Calismamizda doxorubisinin sitotoksik aktivitesinin,
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde mirisetin ile birlikte tedavide
kullanilabilirligini test ettik. Ancak doxorubisin ve mirisetinin kombine
uygulamalarinda sitotoksisitenin sinerjik bir sekilde artmadigimi gozlemledik.
Dolayisiyla, mirisetinin, doxorubisinin yan etkilerini azaltabilecek potansiyel bir
tedavi olarak kullanilmasi muhtemel gorinmemektedir. Elde ettigimiz veriler
1s181inda MCF-7 hiicre hattinda mirisetinin tespit edilen IC50 degerinin BAX, BCL-2,
STAT3, MDRI1 genlerinden bazilar1 i¢in gen ifadelerinde anlamli degisiklikler
sagladigin1 gozlemledik. Bcl-2 diizeyindeki azalmalar, mitokondriyal bozulmanin
aracilik ettigi apoptotik hiicre Oliimii ile yakindan iligkilidir [161]. Aksine,
mitokondride BAX (proapoptotik Bcl-2 ailesinin bir iiyesi) seviyelerindeki artislar,
apoptotik hiicre 6liimiiniin bir gostergesidir [162]. Bu ¢alismada, doxsorubisinin tek
basina uygulanmasinin Bcl-2 diizeylerini azathigini ve BAX diizeylerini arttirdigini
gozlemledik (Cizelge 4.1.). Bu durum doxorubisin tedavisinin, Bcl-2 seviyesini
azaltip BAX'!n mitokondriye translokasyonunu indiikleyerek mitokondriyal
biitiinliigli bozup hiicre Olimiine neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ayni etki

mirisetin tek basina uygulandiginda ya da kombine uygulamalarda gozlenmemistir.

Mirisetinin BRCA1-GADDA45 yolunu kullanarak MCF-7 meme kanseri hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkilerini uyguladigint gosteren bir ¢alismada, MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinin mirisetin ile tedavisini takiben apoptoz iliskili genlerin
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Calismada kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX
/Bcl-2  oranmin ekspresyon seviyeleri ile p53, BRCAI, GADDA45 genlerinin
ekspresyonu 6nemli olgiide arttirtigi bildirilmistir. Bu ¢alismada mirisetinin 1C50
dozu 54 puM olarak tespit edilmistir. Calismada mirisetinin, hem hiicre i¢i hem de
hiicre dis1 yollar1 harekete gecirerek MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerindeki

apoptotik etkisinin oldugu ve kaspaz-3, -8 ve -9 genlerinin asir1 ekspresyonunu
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sagladig1 belirlenmistir. Bu calismanin bulgularina dayanarak mirisetinin, MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde apoptozu etkili bir sekilde indiikledigi, hem digsal hem de
igsel apoptotik yollara karistigi, BRCA1-GADD45 yolunu indiikleyerek MCF-7
hiicreleri lizerindeki apoptotik etkilerinin oldugu sonuglarma varilmistir. Ayrica
calismada, MCF-7 hiicrelerinin mirisetin ile muamele edilmesinin ardindan BAX
geni asir1 eksprese edilirken, Bel2 ekspresyonu azalarak BAX/Bcl2 oraninda bir
artisa yol actigr belirlenmistir [163]. Bu calismanin aksine c¢alismamizda elde
ettigimiz sonuglara gore mirisetinin Bcl-2 ve BAX gen ifadelerinin degisiminde
anlamli bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Ancak kombine uygulamalarda
STAT3 gen ifadesinin anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir. STAT3
ifadesinin yilikselmis olmasi1 Bax/Bcl-2 apoptotik yolaginin inhibe edilmesine neden
olmus olabilir. Ayrica bizim caligmaya dahil etmedigimiz kaspaz bagimli ya da
bagimsiz diger apoptotik yolaklarin (death reseptor yolagi, ER stres yolagi gibi)
tetiklenmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Doxsorubisin ile kombine uygulamalarinda
Ozellikle STAT3 iizerindeki etkisi mirisetinin olasi sinerjetik etkisinin her gen icin

benzer olmadig1 goriisiinii gliclendirmistir.

STAT3 c¢ok sayida hiicresel fonksiyonu diizenleyen pleiotropik bir molekiildiir.
Tirozin 705 (Tyr705) kalintisinin fosforilasyonu sonucunda STAT3 dimerize olarak
cekirdege transloke olur ve burada hiicre biiyiimesinde, proliferasyonunda,
farklilasmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynayan 6zellikle anti-apoptotik genlerin
ekspresyonunu diizenler [164]. STAT3, meme kanseri de dahil olmak {izere bir¢ok
kanserde yapisal olarak aktive edilir [165]. Ornegin, IL-6/STAT3 sinyal yolagi, kok
hiicre benzeri meme kanseri biiyiimesine katkida bulunur [166]. Ayrica STATS3,
birka¢ mitokondriyal proteinin gen ekspresyonunu azaltarak redoks homeostazini
kontrol eder. Bunun sonucunda ise elektron tagima zincirinin olugmasini ve
aktivitesini azaltir; dolayisiyla da ROS fretimi azalir [167]. ROS seviyelerini
diisiiriip redoks homeostazin1 koruyarak, manganez siiperoksit dismutaz (Mn-SOD
veya SOD2) gibi bazi1 antioksidan genlerin ekspresyonunu indiikler. Bu c¢alismada,
doxorubisin ve mirisetinin kombine uygulamalarinda STAT3 gen ifadesinin anlamli
bir sekilde arttig1 gosterilmistir. Dogal polifenol ailesinden ¢ok sayida bilesik
kemoprotektif veya kemopreventif 6zelliklerini énemli 6l¢iide kanitlamistir. Bunlar

arasinda bazi molekiiller spesifik olarak STAT3'i hedeflemektedir. Mirisetinin de
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direkt olarak STAT3’e baglanabildigi ve aktivitesini diizenleyebildigi bilinmektedir
[168]. Mirisetinin c¢alismalarda genel olarak STAT3 aktivitesini inhibe edici
Ozelliginden bahsedilmistir [169]. Biz c¢alismamizda 06zellikle kombine
uygulamalarda STAT3’iin upregiile oldugunu tespit ettik. Bu da JAK/STAT3/IL-6
yolagindaki upstream ve downstream genlerin (NF-kB, TNF-alfa, IL-15 gibi)
ifadelerinin daha detayli incelenmesi ile daha ileri diizeyde arastirilabilir [170].
Mirisetinin bu etkisinin altinda antioksidan 6zelliginin bulunmasi1 énemli olabilir.
Dolayistyla, MCF-7 hiicrelerinde mirisetinin antioksidan aktivitesi test edilerek SOD,
GSH, iNOS ve Cox-2 gibi antioksidan gen ifadelerindeki degisimler analiz edilebilir.
Calismamiz, mirisetinin kanserle ilgili olan gen ifadelerini nasil etkiledigini tespit

etmek amaciyla yapilacak ileri aragtirmalara yol gosterici olmaktadir.
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