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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI MEME KANSERI HUCRE HATLARININ KEMOTERAPI
DUYARLILIKLARININ KARSILASTIRILMASI VE POTANSIYEL
MEKANIZMALARIN ARASTIRILMASI

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGIiTiM ENSTIiTUSU
BiYOLOJi ANABILiM DALI
TEZ DANISMANI:DOC. DR. ERCAN CACAN

Meme kanseri diinya genelinde kadin 6liimlerine sebep olan, kadinlarda en sik goriilen kanserler
icerisinde yer almaktadir. Tedavi stratejileri molekiiler alt tlire gore, kanserin tiiriine ve
yayginligina bagl olarak degigsmektedir. Meme kanseri tanist alan kisiler i¢in genellikle tedavi
sekli olarak; cerrahi miidahale, kemoterapi, hormonal tedavi, immiinoterapi ve radyasyon
terapisi kullanilmaktadir. Tedavilere genel yanit orani yliksek olsa da, yanit siiresi nispeten
kisadir ve baslangicta yanit veren tiimorleri olan ¢ogu hasta, ilaca diren¢ fenotipini
yasamaktadir. Bu nedenle kanser kemoterapisini ve kanser yonetimini iyilestirmek icin
kemodiren¢ alaninda bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan caligmalarda siklikla tercih edilen
meme kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 ve MDA-MB-231dir. MCF-7, diisiik metastatik potansiyele
sahip oldugu diisiiniilen zayif agresif ve invazif olmayan ostrojen reseptdr pozitif (ER™ ve
progesteron reseptorii (PR+) pozitiftir ve liiminal A molekiiler alt tipine ait bir hiicre dizisidir.
Ostrojen reseptdr pozitif meme kanseri, en yaygmn meme kanseri alt tipidir. ER+ meme
kanserinin tedavisi, Ostrojen iiretimini baskilayan ve / veya dogrudan ER'yi hedefleyen
miidahaleleri icerir. MDA-MB-231 ise Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR)
ekspresyonunun yani sira insan epidermal biiylime faktorii reseptorii (HER2) icermediginden
oldukga agresif, invaziv ve zayif diferansiye li¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir.
Bu calisma kapsaminda, her iki meme kanseri hiicre hatti arasindaki kemoterapi duyarliligi
farkin1 ortaya koymak adina, Sispilatin, Epirubisin, 5-Florouracil, Vorinostat ve 5-Aza-2dC gibi
kemoterapi ajanlar1 kullanilarak sitotoksik etki MTT teknigi kullanilarak ortaya konuldu.
Sonrasinda, immunojenik bir ajan olarakta bilinen proteozom inhibitorii, bortezomibin timor
nekroz faktor reseptoril siiper ailesinin {iyeleri olan, T hiicre yanitinda énemli rol oynayan ve
timor hiicresi lizerinde ifade edilebilen 4-1BBL ve OX40L molekiillerinin protein ve mRNA
ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkileri flow sitometri ve gRT-PCR ile ortaya konuldu. Elde
ettigimiz bulgular gosterdiki, kullanilan kemoterapi ajanlart her iki hiicre hattinda farkl
sitotoksik etki gdsterirken, proteozom inhibisyonunun 6zelikle MDA-MB-231 hiicre hattinda 4-
1BBL ve OX40L ekspresyon seviyelerini arttirarak potansiyel bir immunojenik etki olusturdugu
gozlemlendi. Sonu¢ olarak, meme kanseri tedavisinde molekiiler fenotipe bagli bir tedavi
seklinin 6nerilmesi klinikte daha fazla bagar1 saglayacag: fikri bizde hasil olmustur.

2021, 67 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Meme Kanseri, , MCF-7 Hiicre Hatti, MDA-MB-231 Hiicre Hatt,
Kemoterapi, Immiinoterapi, Uclii Negatif Meme Kanseri, 4-1BBL, OX40L



ABSTRACT

COMPARISON OF CHEMOTHERAPY SENSITIVITY OF DIFFERENT BREAST
CANCER CELL LINES AND INVESTIGATION OF POTANTIAL MECHANISMS

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ERCAN CACAN

Breast cancer is one of the most common and deadly cancers in women. Treatment strategies
change depending on molecular subtypes and metastasis status. Standard treatment options
for Dbreast cancer patients include surgery, chemotherapy, hormonal treatment,
immunotherapy and radiotherapy. Although most patients respond to initial treatment in a
relatively short time, most patients ultimately experience chemoresistance, leading to
therapeutic failure. Therefore, many studies were carried out to better understand
chemoresistance in order to improve chemotherapy and the management of breast cancer.
Most frequently used cell lines in these studies are MCF-7 and MDA-MB-231. MCF-7 cell
line corresponds to ER (estrogen receptor)- and PR (progesterone receptor)-positive breast
cancer which belongs to luminal A molecular subtype and it has low invasion and metastasis
potential. ER-positive breast cancer is the most common subtype of breast cancer and its
treatment includes interventions to target ER or to limit estrogen production. MDA-MB-231
cell line is a triple negative breast cancer cell line which does not have ER, PR and HER2
expression, and therefore it is highly aggressive, invasive and poorly differentiated. In this
study, the cytotoxic effect of several chemotherapy agents such as Cisplatin, Epirubicin, 5-
Fluorouracil, Vorinostat and 5-Aza-2dC was determined by MTT assays in order to reveal
the differences in chemotherapy sensitivity between both breast cancer cell lines. We also
tested protein and mRNA expression levels of two members of the TNF receptor family, 4-
1BBL and OX40L, which are known as important molecules for T cell responses following
treatment with an immunogenic agent, bortezomib by using flow cytometry and qRT-PCR.
Our findings revealded that the chemotherapy agents used showed different cytotoxic effects
in both cell lines, while proteosome inhibition was observed to have a potential immunogenic
effect by increasing the expression levels of 4-1BBL and OX40L, specifically in the MDA-
MB-231 cell line. As a result, we have come up with the idea that recommending a treatment
modality depending on the molecular phenotype in breast cancer treatment will provide more
clinical success.

2021, 67 PAGE

KEYWORDS: Breast Cancer, MCF-7 Cell Line, MDA-MB-231 Cell Line, Chemotherapy,
Immunotherapy, Triple Negative Breast Cancer , 4-1BBL, OX40L
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1. GIRIS

Meme kanseri diinya genelinde kadin oliimlerine sebep olan, kadinlarda en sik goriilen
kanserler icerisinde yer almaktadir. Meme kanseri ¢ok etkenli bir hastalik olup, nedenleri
icerisinde dogurganlikla iligkili, hormonal, genetik ve sosyo-ekonomik faktorler en
onemlileridir (Turashvili ve ark., 2017). Meme kanseri teshisi farkli degiskenler baz alinarak
yapilmaktadir ve kanserin safhasina uygun sekilde bir tedavi stratejisi izlenmektedir
(Aygiines, 2014). Meme kanseri erken evre, metastatik olmayan hastaligi olan hastalarin
~%70-80'inde tedavi edilebilir. Uzak organ metastazli ileri meme kanseri, su anda mevcut
tedavilerle tedavi edilemez olarak kabul edilmektedir. Molekiiler diizeyde, meme kanseri
heterojen bir hastaliktir (Anastasiadi ve ark., 2017). Molekiiler 6zellikler arasinda insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2'nin aktivasyonu (ERBB2 tarafindan kodlanan HER2),
hormon reseptdrlerinin aktivasyonu (Ostrojen reseptdrii ve progesteron reseptoril) ve / veya
BRCA mutasyonlar1 bulunur (Baguley ve ark., 2011). Meme kanserinde yanit orani yiiksek
olsada, yanit siiresi nispeten kisadir ve baslangigta yanit veren tiimorleri olan ¢ogu hasta ilaca
diren¢ fenotipini yasamaktadir (Sun ve ark., 2017). Bu nedenle kanser kemoterapisini ve

kanser yonetimini iyilestirmek icin ilaca diren¢ alaninda bir¢ok caligsma yapilmistir.

Meme kanseri ile basa ¢ikmak icin sik sik yeni yaklasimlar ortaya konulmasma ragmen,
birgok kisi hala bu hastalik riski altindadir (Ghobrial ve ark., 2005; Yersal ve Barutca, 2014).
Tedavi stratejileri molekiiler alt tiire gore farklilik gostermekte yani meme kanserinin tedavisi
multidisipliner olup lokorejyonel (cerrahi ve radyasyon tedavisi) ve sistemik tedavi
yaklasimlarini igerir (Rossi ve ark., 2019). Sistemik tedaviler, hormon reseptorii pozitif
hastalik i¢in endokrin terapiyi, kemoterapiyi, HER2-pozitif hastalik i¢in anti-HER2 terapisini,
kemik stabilize edici maddeleri, BRCA mutasyon tasiyicilar igin poli (ADP-riboz) polimeraz
inhibitorlerini ve son zamanlarda immiinoterapiyi igerir (Bonneterre ve ark., 2001). Hormon
reseptorleri ve/veya HER2 pozitif olgularda kemoterapiye ek olarak uygulanabilecek etkin
tedavi yontemleri mevcutken, bu belirteglerin negatif oldugu triple negatif olgularda sistemik
tedavide tek secenek kemoterapi olarak goriilmektedir (He ve ark., 2011). Meme kanserinde
gelecekteki terapotik konseptler, tedavinin bireysellestirilmesinin yani sira, timor biyolojisi
ve erken tedavi yanitina dayali olarak tedavinin azalmasi ve artmasini amaglamaktadir. Daha

ileri tedavi yeniliklerinin yani sira, terapotik gelismelere diinya capinda esit erisim, gelecek



icin meme kanseri bakimindan kiiresel zorluk olmaya devam etmektedir (Libson ve ark.,

2014).

Bu tez ¢alismasinda, bazi kemoterapotik ajanlarin iki farkli meme kanseri hiicre hattindaki
antiproliferatif etkilerini karsilastirmayr amacladik. Ayrica bir kemoterapi ajani olan,
bortezomibin, anti-kanser immiinojenik yanit olusturmada etkili olan iki gen {izerindeki
etkisini ortaya koymayr hedefledik. Bu ¢alismada oncelikle meme Kkanseri tedavisinde
kullanilan bes kemoterapotik ajan olan Sisplatin, Epirubisin, 5-FU ve HDAC inhibitorii
Vorinostat, ile DNMT inhibitorii, 5-Aza-2dC, cesitli konsantrasyonlarda kullanilarak
calismada kullanilan iki hiicre hatt1 {izerindeki etkisi karsilastirildi. Bu ¢alisma kapsaminda,
yukarida belirtilen ajanlar ayri olarak kanserli meme hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-231)
tizerindeki etkileri MTT test teknigi ile arastirildi. Ayrica bu hiicre hatlarinda; kemoterapdtik
ve ayni zamanda immiinojenik bir ajan olan, yapilan ¢alismalar ile kanser hiicreleri tizerindeki
etinligi kanitlanan Bortezomibin, anti-tim6ér immiin yanitta T hiicre aktivasyonu ve
proliferasyonunda 6nemli rolleri bulunan 4-1BBL ve OX40L molekiillerinin transkript ve

protein seviyeleri tizerindeki etkileri ortaya konuldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada en ¢ok gozlenen ikinci kanser tiirii olup, kadinlarda kanser
mortalitesinin 6nde gelen sebeplerinden bir tanesidir (Ferlay ve ark., 2014). Meme kanserinin
2018 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'ndeki vakalarin  %30'unu  olusturdugu
bildirilmektedir. Bunun yani sira, meme kanserinin goriilme sikliginin giin gectikce arttig
belirtilmektedir (Rossi ve ark., 2019). ABD'de 2008'de meme kanseri vakalari, kanser
kaynakli 6liimlerin %23"inii olustururken, Tirkiye'de ise kanser kaynakli 6liimlerin %14'linii
olusturmatadir. Meme kanserinin, genetik materyalde olusan mutasyonlar sonucu meydana
gelen genetik anormalliklerden kaynaklandigi belirtilmektedir. Meme kanseri vakalarinin
%10 ila %15'inde genetik gecis gozlenirken, %85-90'ma g¢evresel faktorlerden ve
yaslanmadan kaynaklanan genetik anormalliklerin neden oldugu bildirilmektedir (Cigekdal,
2018). Meme kanseri hastalarinin tedavisindeki yiiksek mortalite oranlart ve zorluklarin
sebebinin hastaligin olduk¢a heterojen dogasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Polyak,
2011).

Meme kanseri olusumunda yas, cinsiyet, irk ve aile hikayesi gibi ic¢sel etkenler ve bununla
beraber sigara icme, asir1 alkol kullanimi, yetersiz egzersiz, diyet ve obezite gibi farkli digsal
risk etkenlerinin rol oynadig: bildirilmektedir (Kaminska ve ark., 2015). Bu dogrultuda,
yasam tarzi ile ilgili etkenlerin meme kanseri olusumu iizerinde genetik etkenlerden daha
fazla etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (James ve ark., 2015) (Sekil 2.1). Bu dissal risk
etkenleri detayli olarak irdelenerek karakterize edilebilirse, meme kanseri olusumu i¢in daha

etkili miidahale yontemleri gelistirilebilir.



ailesel meme kanseri

tiim meme kanserleri

giiclii yatkmhk
genleri
BRCA 172 vh.

bilinmeyen poligenik
yatkmhk genleri

ﬁ
; cevresel faktorler

bilinmeyen ailesel
vatkmhk genleri

Sekil 2.1. Meme kanseri risk faktorleri (Cigekdal, 2018).
2.1.1. Meme kanseri insidansi ve epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada ikinci en yaygin kanser olup kadinlar arasinda en sik goriilen
kanserdir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki her kadinda yasam boyu meme kanseri gelisme
riski %12,4 ya da sekiz kadindan bir tanesinde meme kanserinin goriildiigii belirtilmektedir
(Desantis ve ark., 2017). Kanser diinyanin herhangi bir yerinde olmasina ragmen, gelismis
iilkelerde insidans orani daha yiiksektir ve meme kanseri insidansinin, irk ve etnik kdkene
gore biiylik olgiide degisiklikler gosterdigi belirtilmektedir (Desantis ve ark., 2013). Meme
kanseri goriilme orani diinyanin farkli bolgelerinde degismekte olup, Orta Afrika ve Dogu
Asya'da 100.000 kiside 27 kisi, Kuzey Amerika'da ise 100.000 kiside 92 kisiye kadar
degisiklik gostermektedir (Ferley ve ark., 2013). Meme kanseri insidans oraninin 2050 yilina
kadar 3,2 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Gelismis {ilkelerde artan niifus yasiyla
beraber yasl insanlar arasinda meme kanseri goriilme oran1 artmaktadir (Hortobagyi ve ark.,
2005). 2017'de ABD'de yaklasik 252,710 yeni invaziv meme kanseri vakasi ve 6,341 invaziv
olmayan meme kanseri vakasinin teshis edildigi bildirilmistir (Williams ve ark., 2018) . Tim
meme kanseri vakalarinin yaklagik %24'i Asya-Pasifik bolgesinde goriilmekte olup, en
yiiksek oranlarin Cin, Japonya ve Endonezya'da goriildiigii belirtilmektedir (Desantis ve ark.,
2017). Tarama ve terapétik programlara daha iyi erisim nedeniyle, meme kanserinin sagkalim

orani artmaktadir ve 2005 ile 2011 yillar1 arasinda 5 yillik sagkalim orani %89 olarak
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bildirilmektedir (Rojas ve Stuckey., 2016). Afrikali kadinlar arasinda meme kanseri teshisi ve
tedavisindeki gecikme nedeniyle, sagkalim oraninin olduk¢a diisiik oldugu belirtilmektedir.
Diinyanin farkli bolgelerinde meme kanseri insidanst (100.000 basina) asagidaki gibidir:
gelismis bolgeler: 74.1, az gelismis bolgeler: 31.3, Batt Avrupa: 96.0, Kuzey Amerika: 91.6,
Kuzey Avrupa: 89.4, Avustralya/Yeni Zelanda: 85.8, Giliney-Orta Asya: 28.2 ve Dogu Asya:
27.0 olarak bildirilmektedir (Torre ve ark., 2015).

Diinya genelinde 2012 yilinda neredeyse 1,7 milyon kisiye meme kanseri teshisi konulmus
olup biitiin kanser olgularinin %25’ini olusturdugu belirtilmektedir. Bu vakalarin %53’i
ekonomik yonden gelisim igerisinde olan tilkelerde saptanmigtir. Meme kanseri gelismekte
olan flilkelerde kanserle iliskili dliimlerin ilk sirasinda yer alirken, gelismis {lilkelerdeyse
akciger kanseri sonrasinda 2. sirada bulundugu belirtilmektedir (Bray ve ark., 2012, Bray ve
ark., 2013).

Ulkemiz ele alindi§inda ise; meme kanseri kadinlarda en fazla gdzlenen kanser gesidi oldugu
belirtilmekte ve Saglik Bakanligi’nin 2015 yili verilerine gore her yastaki kadinlarda kanser
tiirleri icerisinde goriilme sikligmin %24,9 olduguna belirtilmektedir. Ulkemizde meme
kanserinin hangi yas araliginda oldugu irdelendiginde 60-64 yas gruplarinda meme kanseri
hizinin 154,3/100000 ile 6teki yas gruplarina kiyasla en ¢ok gozlenenen yas grubu olarak
bildirilmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2015).

2.1.2. Meme kanseri etiyolojisi

Meme kanserinde etiyoloji tamamiyla anlagilamamistir. Genetik, hormonlar, g¢evre,
sosyobiyoloji ve fizyoloji gibi birbiriyle iliskili ¢esitli faktorlerin, meme kanseri gelisimini
etkileyebilecegi vurgulanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, risk faktorleri olarak bilinen birtakim
kosullarin, birbirini kansere tesvik ettigini veya yatkin hale getirdigini gostermistir. Meme

kanseri i¢in tanimlanmig bazi risk faktorleri sunlardir (Angahar, 2017);

o (evresel faktorler: Niikleer faaliyetler nedeniyle iyonlastirici radyasyona maruz
kalma, aletlerin kullanimi, tibbi teshis veya tedavi prosediirlerinin meme kanserinin

gelisme riskini arttirdigr belirtilmektedir (IARC, 2000).



Sosyobiyolojik faktorler: Cinsiyet ve yas meme kanseri gelisimi i¢in 6nemli risk
faktorleridir. Kiiresel olarak, yeni vakalarin %75'i ve meme kanseri 6liimlerinin %84'i
50 yas ve istii kadinlarda goriildiigi belirtilmektedir. Kadinlarda teshis edilen meme
kanseri oranlari, kirkli yaslarda 232'de 1 iken yetmisli yillarda bu oranin ¢ok daha
fazla oldugu belirtilmektedir. Bu artis dogrudan bu yas grubundaki kadinlarda
hormonal degisikliklerle iliskili olabilecegi One siiriilmektedir (IARC, 2002).
Beslenme faktorleri: Yiiksek miktarda yag alimi, meme kanseri gelisme riskini
artirdig1 belirtilmektedir. Yiiksek miktarda yag, kafein ve kirmizi et iceren diyet,
meme kanseri i¢in olumlu bir risk faktoriidiir. Meyve ve sebze tliketimi meme kanseri
gelisme riskini azalttig1 belirtilmektedir. Fito-6strojenler ve yiiksek miktarda kalsiyum
ve D vitamini alim1 da meme kanseri risklerini azaltan secenekler arasinda 6nemli yer
tutmaktadir (IARC, 2002).

Fizyolojik faktorler: Orta derecede fiziksel aktivite veya egzersiz meme kanseri riskini
azalttig1 belirtilmektedir. Calismalar, egzersiz yapilmamasina kiyasla haftada birkag
saat kuvvetli aktivite ile iligkili risk seviyesinde %30 azalma oldugunu gostermistir.
(Angahar, 2017).

Genetik faktor: Meme kanserlerinin %10 ile %15'i kalitsal olarak kabul edilmesine
ragmen, genetigin meme kanserinde bir risk etkeni olarak sinirli ancak énemli bir rol
oynadigi da belirtilmektedir. BRCA-1 ve BRCA-2, kalitsal meme kanserinin yaklasik
%80'ini olugturur. BRCA-1 ve / veya BRCA-2 pozitif kadinlarda meme kanseri
gelisme riski %50 ila %85 arasinda oldugu belirtilirken ve yumurtalik kanserinin
gelisme riskin ise %15 ila %65 arasinda degistigi belirtilmektedir (Haber, 2002).

Aile risk faktorleri: Kanser olusan bir aile iiyeniz var ise bu durumun meme
kanserinde bir risk etkeni oldugu kabul edilmektedir. Kanser pozitif bir aile 6ykiisii
meme kanseri i¢in risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (Green, 2002).

Bir kadinin hormonal ge¢misi: Bir kadinin émrii boyunca sahip oldugu adet dongiisii
ne kadar fazla olursa, meme kanseri riskinin de o kadar fazla oldugu belirtilmektedir.
Meme kanserinin riski goreceli olup, memenin Ostrojen ve progesterona kiimiilatif
maruziyeti ile iligkili gibi gorlindiigii i¢in hormonal Oykiisii bir risk faktorii gibi

goriinmektedir (Carey, 2010).



Meme kanseri 0ykiisii: Meme kanseri tedavisi goren kadinlarin, tedavi edilen memede
veya diger memede yeni bir ikinci kanser gelisme riski bulunmaktadir (Angahar,
2017).

Obezite: Obez olan kadinlarin kan dstrojen hormonu seviyelerinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Bunun nedeni, yag hiicrelerinin, ¢ogu meme kanseri tiimoriiniin
biiyiimesini destekleyen Ostrojen tiretmesidir (Byrne ve ark., 1991).

Bagisiklik sistemi: Bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde, bazi kanser tiirlerinin
gelisme riskinin oldugu belirtilmektedir. Bu, organ nakli sonrasinda kullanilan
ilaglarin etkilerinin yaninda HIV veya AIDS gibi hastaliklar sonucu bagisiklig
zayiflayan bireylerde meme kanserinin goriilme riskinin oldugu belirtilmektedir
(IARC, 2000).

Sigara: Tiitlin dumaninda 80'den fazla farkli kansere neden olan madde (kanserojen
madde) bulunmaktadir. Duman soludugunda kimyasal maddeler akcigerlere giris
yapar, kan dolagimina gecer ve viicut boyunca taginir. Sigara icmek bu nedenle meme,
akcigerler ve diger kanser tiirleri agisindan onemli bir risk etkeni oldugu kabul
gormektedir (Angahar, 2017).

Proliferatif meme bozuklugu: Epidemiyolojik calismalar, memedeki degisikliklerin
karsinom gelisme riskini artirdigini tespit etmislerdir (Angahar, 2017). Bu risk, atipi
olan veya olmayan hiperplaziden kaynaklanmaktadir. Bu lezyonlara siklikla
fibrokistik degisiklikler de eslik etmektedir (IARC, 2002).

2.1.3. Meme kanserinin molekiiler simflandirmasi ve yaygin hiicre hatlari

Gen ekspresyon profili, meme kanseri hiicre hatlarinin siniflandirmasi igin yaygin bigimde

uygulanmis ve farkli kiimeler pek cok sema ile eslestirilmistir. Birgok aragtirmada, liiminal

hiicre hatlari, doku 6rnegi agisindan HER2 nin durumuna gére A ve B alt tiirlerine daha ¢ok

ayristirtlmasa da, birkag ¢alismada MDA-MB-330 gibi ER + HER2 + hiicre hatlarin1 liiminal-

ERBB2 + alt tipi olarak siniflandirmistir . Bununla birlikte, liiminal-ERBB2+ hiicre hatlarinin
cogunlugu gibi HCC202, SKBR3, UACC893, SUMI90PT, SUM225CWN, HER2 pozitif

timor hastalarina karsilik gelen molekiiler diizeyde ER-HER2+ 'dir. Bu hiicre hatlarindan
bazist liiminal (HCC202, SKBR3, UACC893) olarak isimlendirilirken, bazis1 bazal ya da
bazal A (SUM190PT, SUM225CWN) olarak isimlendirilmektedir (Neve ve ark., 2006).
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HER2+ hiicre hatlarina, onemli anlasmazliklara ragmen, luminal-ERBB2+, ER-negatif-
ERBB2 ve bazal A gibi ¢esitli isimler verilmektedir (Riaz ve ark., 2013; Neve ve ark., 2006).
ER, PR ve HER2'nin ii¢lii negatif durumuna sahip hiicre hatlar, literatiirdeki ¢ogu ¢alismada
bazal A ve bazal B hiicre hatlar1 olarak ayrilmaktadir, bazal A daha luminal benzeri ve bazal
B daha bazal benzeri oldugu belirtilmektedir (Lyons, 2019). Literatiirlerdeki farkli
calismalarda hiicre hattinin alt tip isimlendirmelerini en sik kullanilan meme kanseri
siniflandirma yapisina eslestirilmis hali (Sekil 2.2) ve her alt tipin molekiiler 6zellikleri ve
morfolojik 6zellikleri (Tablo 1) ayrintili olarak Ozetlenmistir. (Neve ve ark., 2006; Kao ve
ark., 2009).

Daha iyi prognoz Tiimor Alttipleri Daha kétii prognoz

< Luminal A Luminal B HER2+ Uglii negatif

I Bazall[daser Claudin| MBC

< Luminal Luminal HER2+ ER-negatit HER2+ Bazal >

Bazal A Bazal B

Daha az agresif Hiicre Hatt1 Alttipleri Daha fazla agresif

Sekil 2.2. Meme kanseri hiicre dizileri ve tiimoérler arasindaki mevcut alt tip semalarinin

karsilastirilmasi (Dai ve ark., 2017).

ER, PR ve HER2'nin durumuna gore, meme kanseri luminal A, luminal B, HER2 pozitif ve
tclii negatif olarak smiflandirilir. Burada {i¢lii negatif timdrler en azindan bazal, diistik-
claudin, MBC ve interferon acisindan zengin olarak ayirt edilebilmektedir. Mevcut literatiir
genel olarak luminal hiicre hatlarin1 ayirmaz; HER2 pozitif hiicre hatti luminal B ve iicli
negatif hiicrelere yayilir ve sirasiyla luminal-HER2+ ve ER-negatif-HER2+ olarak
adlandirilir. Uglii negatif hiicrelere 'Bazal' alt tipi denir, bazal A ve bazal B sirasiyla bazal
tiimorler ve claudin diisiik ve/veya MBC tiimérlerini temsil etmek igin daha da ayristirilir. Tyi
prognozlu liiminal tiimoérler ve luminal hiicre hatlari, {U¢lii negatif tiimorlerden ve hiicre

hatlarindakilerden daha az agresiftir (Dai ve ark., 2017).
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Luminal meme kanseri hiicre hatti, PR pozitifliginin luminal fenotipi yonlendirdigi IBEP-1, 3
gibi istisnai durumlara ragmen, ER pozitifligi ve/veya PR ekspresyonuyla karakterize edilir.
Bu tarz hiicre hatlar1, 6rn; ESR1 (ERa ya da ER), liiminal keratin (KRT8/18/19), GATA3 ve
FOXAL gibi transkripsiyon faktorlerini kapsamak iizere luminal 6zellikte birlesik gen/protein
panelinin yliksek ifadesini gostermektedir. miRNA ekspresyonu profilinde yapilan sistematik
bir arastirma, liiminal hiicre hatlarinda has-miR-501-5p, 202, 760 ve 626'nin belirgin asiri
ifadesini gostermistir (Riaz ve ark., 2013; Elstrodt ve ark., 2006, Anandaram., 2018). Liiminal
hiicre hatlar1 daha farklilik gostermekte ve tiimor seviyesindekilerle tutarli bi¢imde siki hiicre-

hiicre bilesimleri sebebiyle daha az goce egilim gostermektedir (Dai ve ark., 2017).

Yapilan ¢alismalarin ¢ogu, HER2 durumlarina gére luminal hiicre hatlarini luminal A ve B alt
tirlerine daha katmanlagtirmasa da, bu tiir bir farklilasmay1r sadece kolay timor
modellemesini kolaylastirmak ve tiimor alt tipi ile tutarli bir siniflandirma elde etmek igin
degil, ayn1 zamanda son derece 6nem tasidigi igin benimsenmektedir. Luminal B hiicre hatlar
prensipte, HER2 asir1 ifadesinin diisiik-regiilasyonu ER ile iliskili oldugu gosterildiginden,
sonug olarak luminal A hiicrelerine gore daha invaziv ve daha agresif oldugu belirtilmektedir
(Lacroix ve ark., 2004). Boylelikle, liiminal B hiicreleri liiminal A hiicrelerinin fenotip
zayiflamasina katildigindan daha uygun bigimde zayif luminal seklinde tanimlanabilmektedir
(Dai ve ark., 2017).

HER?2 pozitif hiicre hatlar1 liiminal ve bazal hiicre hatlar1 arasindaki boslugu doldurur ve hem
limen hem de bazal 6zellikleri icermekte olup heterojen yapidadir. ER ve HER2 ifadesinin
yant sira liimen ve bazal belirteclerin ifadesine goére liminal-ERBB2+ ve ER-negatif-
ERBB2+ olarak gruplandirilirlar (Elstrodt ve ark., 2006). Molekiiler niteliklerine uyumlu
bicimde, bu alt tiirdeki hiicreler luminal hiicrelere oranla hiicre goclerine gore daha agresif

ozelliktedir, zira asir1 HER2 ifadesi hiicre-hiicre baglantilarinin pargalanmasi ile ilintilidir
(Lacroix ve ark., 2004).

Uclii negatif hiicre hatlar1 adiyla temsil edilen ii¢ markerin tiimii, yani ER-PR-HER2- gibi
diisiik ekspresyonla veya hi¢ ekspresyonla gosterilmez (Bergin ve ark., 2016). Tiim alt tipler

arasinda en heterojen olanlaridir ve literatiirdeki bir¢ok caligmada bazal A-B hiicre hatlari
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olarak adlandirilmaktadirlar (Kumar ve ark., 2016). Uclii negatif A (bazal A) hatlari,
sitokeratin, integrinler ve bazal timor alt tipine benzeyen bazal markorler ile
zenginlestirildikleri igin bazal benzeri olarak adlandirilmaktadirlar (Neve ve ark., 2006; Kao
ve ark., 2009). Ugclii negatif B (bazal B) hatlari, mezensimal kiime veya normal
benzeri/diisiikk-claudin, timor invaziv ve agresif 6zellikleri ve CD44 (+) ve CD24 (-) gibi
kanser sapmasi ile iligkili asir1 eksprese edici genler olarak tanimlanmistir (Neve ve ark.,
2006). Secilen bir protein paneli (EGFR, CAV1/2, MSN, ETS1), bazal keratinlerle (KRT5/6),
CD10 ve MET (mezenkimal epitel gegisi) ve tiimor markeri CD44 ile birlikte
degerlendirildiginde iiclii negatif B hiicrelerini ortaya c¢ikmaktadir. Fenotip agisindan iiclii
negatif A tipi hiicreler, ti¢lii negatif hiicre hatlar1 iginde kiyasla daha farkl bir alt tiir seklinde,
luminale ya da bazala benzeyen morfolojiye sahip olabilir iken, liglii negatif B hiicreleri daha

mezensimal benzeri bir goriintiiye sahiptir ve daha invazivdir (Dai ve ark., 2016).

Tablo 1. Meme kanseri hiicre dizisi alt tiplerinin molekiiler ve morfolojik 6zellikleri. Her
meme kanseri hiicre hatt1 alt tipinin tanimlanmasinda kullanilan mRNA'lar ve protein
markdérlerinin panelleri ve bunlarin morfolojik farkliliklar1 dzetlenmistir. Uclii negatif hiicre
dizilerinde, A ve B alt hatlar1 arasinda paylasilan markerler mRNA ve protein siitunlarinda
ayrt ayri sunulmaktadir. Meme kanserinin alt tiplendirmesi i¢in konvansiyonel olarak
kullanilan 3 6nemli reseptor olan Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epitel reseptorii 2°yi (HER2) baz alan 84 hiicre hatt1 karakterize edilmistir ve bunlar 6nceki
adlandirma kullanilarak siiflandirilmistir (Dai ve ark., 2017).

Hiicre hatt1 . ..
alt tipi mMRNA Protein Morfoloji
Liminal ER, GATAS3, KRT19/KRT8/KRT18, XBP1, | ER, Dabha farkli; siki hiicre-hiicre
PBX1, ZNF278, SPDEF, CRABP2, MUC1, | GATAS, birlesimleri
FOXAL, MYB, RET, EGR3, TFF1, HER3, KRT19
TOBL, TFF3
HER2 HER2, GRB7, PERLD1, STARDS3, HER2 Hiicre-hiicre baglantilarinin
pozitif C170RF37 parcalanmasi.
Uglii negatif | Uclii negatif A (Bazal A) EGFR Cekirdek bazal benzeri
EGFR CAV1/2 MSN CAV1/2
ETS1, KRT4/5/6A/6B/13/14/15/16/17, MSN ETS1
ITGAS, ITGB4/6, LAMB3, LAMC2, KRT5/6
TRIM29, S100A2, SLPI, LYN, ANXAS, CD10 MET
COL17A1, BNC1, MET,
CD133, GABRK, VTCNL1, BST2, FABP7,
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CD10/14/58/59,
Uclii negatif B (Bazal B)
VIM, SPARC, FN1, FBN1, HAS2, PRG1,

COL3A1, COL6A1/2/3, COL8AL, CD44 En az farklilasmig, daha
MMP2/14, TIMP1, CTSC, PLAU, PLAUR, mezenkimal benzeri

AXL, PLAT, goriiniim ve yiiksek invaziv
CD24(-), CD44, TGFBR2, SERPINE1/2,

TGFB1,

2.1.4. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar: ve ézellikleri

1973 yilinda Dr. Soule ve Michigan Kanser Vakfi'nda meslektaslari tarafindan kurulan ve
adlarindan tiiretilen MCF-7 hiicreleri, metastatik hastaligi olan 69 yasindaki bir kadinin
plevral efiizyonundan izole edilmistir (Soule ve ark., 1973). MCF-7, yillardir ¢ok sayida
gurup tarafindan yayilan, yaygin olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre hattidir. Antikanser
ilaglar1 da dahil olmak iizere diinya ¢apinda meme kanseri arastirmalari i¢in uygun bir model
hiicre hatt1 oldugu kanitlanmistir (Kao ve ark., 2009). MCF-7, ER-pozitif ve progesteron
reseptorii (PR) pozitiftir ve liminal A molekiiler alt tipine aittir. MCF-7, normalde diisiik
metastatik potansiyele sahip oldugu diisiiniilen zayif agresif ve invazif olmayan bir hiicre

hattidir (Kao ve ark., 2009).

Insan meme MCF-7 hiicre hatt1, genellikle tek bir 6z olarak muamele gérmesine ragmen, cogu
toplam popiilasyonun sadece kiiclik oranlarini olusturan cok sayida bireysel fenotip
icermektedir (Ustiin, 2019). Bu fenotipler gen ekspresyon profili, reseptdr ekspresyonu ve
sinyal yolunda farklilik gostermektedir. Bireysel fenotiplerin ¢ogalma oranindaki farkliliklara
ragmen, hattin asamali kiiltiirlenmesi sirasinda, belki de bir tiir sinyalleme 1s birligi ile, bir
sekilde ¢oklu fenotiplerin dengesi korunmaktadir. In vitro se¢im siirecinin (6 ay veya daha
fazla) zaman Olcegi, meme kanseri hastalarinda anti-Ostrojen tedavisine veya aromataz
inhibitorlerine direng gelistirilmesinde klinik olarak ortaya ¢ikan uzun siire ile tutarli oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, tedavi ile ilgili kritik bir soru, ortaya c¢ikan alt hatlarin
degistirilmis reseptorleri ve iliskili sinyal yollarini ifade edip etmedigidir (Charafe-Jauffret ve
ark., 2006).
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MCF-7 hiicreleri, incelenen varyanta gore 60 ila 140 arasinda degisen kromozom sayilarinda
Onemli varyasyonlarla genis andploidi sunmaktadir. Diger sitogenetik farkliliklar, spesifik
markér kromozomlarmin varligi veya yoklugu ile ilgilidir. Mevcut veriler, MCF-7
hiicrelerinde yiiksek seviyede genetik instabilite oldugunu diisiindiirmektedir. Karyotipik
farkliliklar, farkli kiiltiir kosullarina bagli olarak segici basingtaki degisiklikleri yansitabilir.
MCEF-7 hiicreleri, klonal degiskenlik olusturabilen bir miktar kok hiicre igerir. Bu, bu hiicre
hattinin heterojenitesi i¢in bir agciklama ve meme timor heterojenligi i¢in bir model olarak
onerilmistir. Farkli MCF-7 varyantlar1 hem genomik hem de RNA ekspresyon seviyelerinde

farklilik gosterir (Lacroix ve ark., 2004).

MCF-7 hiicreleri, ER-pozitif meme kanseri hiicre deneyleri i¢in arastirmalarda her zaman
kullanilmaktadir, elde edilen anti-6strojen ilag direncine yonelik arastirmalarin ¢ogu MFC-
7'yi kullanmigtir. MCF-7 hiicreleri, kolayca kiiltiirlendikleri ve bu tiir bir hedeflenmis terapi
ile tedavi edildiklerinde ER ekspresyonunu koruduklari i¢in anti-hormon tedavisine direng
calismalar1 i¢in ¢ok uygundur. Edinilmis antihormon diren¢li meme kanseri hiicrelerinin
ozelliklerini incelemek i¢in, ¢esitli anti-hormon ortamlarina uyarlanmis MCF-7 hiicrelerinin

popiilasyonlart olusturulmustur (Sweeney ve ark., 2012).

MCF-7 meme kanseri hiicreleri 6strojen (E2) duyarli hiicrelerdir ve ¢ogalmak i¢in E2'ye
bagimhidir. Yiiksek diizeyde ERa transkriptlerini, ancak diisiik ERP seviyelerini ifade ederler.
Baz1 aragtirmalar, ER ekspresyonunun ebeveyn hattinda tamoksifen direncli alt hatlarla
karsilastirildiginda zayif oldugunu 6ne siirse de, digerleri MCF-7"nin 6nemli miktarlarda 17p-
ostradiol reseptorii igerdigini gostermistir. Ote yandan, PR ekspresyonu ebeveyn hattinda
glicliidiir, ancak tamoksifen direngli alt hatlarda zayif veya hatta yoktur (Baguley ve Leung,
2011). MCF-7 hiicreleri, 6strojen yoklugunda ER ekspresyonunu arttirir. Kisa siireli strojen
yoksunlugu, uzun siireli (alt1 aydan fazla) 6strojen yoksunluguna kiyasla MCF-7 hiicrelerinin
farkli tepkilerine neden olur. Azalan proliferasyon orani dstrojen giderilmesinden yaklasik bir
ay stirer, bu siire zarfinda MCF-7nin heniliz uyarlanabilir veya telafi edici biiyiime

mekanizmalar1 bulamadigin1 gosterir (Sweeney ve ark., 2012).

MCEF-7 alt hatlari, ER, PR ve HER2'nin nispi ifadesinde genis bir uyusmazlik gostermektedir.

Baskin fenotipin oran1 biiyiime kosullar1 ile muhafaza edilebilir, ER-pozitif fenotipin
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baskinligi, fetal sigir serumunda az miktarda Ostrojen bulunmasiyla saglanabilmektedir.
Bununla birlikte, Ostrojen yoklugunda genisletilmis biiyiime, EGFR, HER2 ve sinyal
yollarmin diger uyaricilarina dayanan varyantlar1 segmektedir. Ilging bir sekilde, ER-, PR- ve
HER2-negatif (ii¢lii-negatif) alt-hatlarin da ER-pozitif MCF-7 hiicre hattindan kaynaklandigi
goriilmektedir (Comsa ve ark., 2015). Bu, klinik uygulamadaki tiicli negatif meme
kanserlerini anlamak icin yararli bir model olusturabilir. Bu nedenle, tek bir kanser hiicre
hattinin varyantlarinin iretilmesi, klinik kanserde coklu fenotiplerin gelisimini yeniden

Ozetleyebilmektedir (Baguley ve Leung, 2011).

MCF-7 hiicreleri farklilasmis meme epitelinin &zelliklerini gosterir; E-cadherin, B-katenin ve
sitokeratin 18 (CK18) gibi epitelyal belirtecler icin pozitif ve vimentin ve diiz kas aktin
(SMA) gibi mezenkimal belirtegler i¢in pozitiftir. MCF-7 ebeveyn hiicreleri, hiicreler arasi
baglar1 olusturan diger proteinlerin yani sira, kladinler ve zona occuldens protein 1 (ZO-1)
gibi dogal epitel tabakalarinin diger spesifik molekiiler belirteglerinin ekspresyonunu da
muhafaza etmektedir. Ote yandan, MCF-7 hiicreleri CD44 yoniinden eksiktir (Comsa ve ark.,
2015). MCF-7pl (ebeveyn MCF-7 hiicreleri) ve MCF-7A3 (interlokin (IL)-1B uyaranina
yiiksek hassasiyet, CXC kemokin reseptorii tip 4'lin (CXCR4) homojen ekspresyonu ve
interlokin 1 reseptoriiniin stabilitesi, tip I i¢in segilen hiicreler (IL1RI)), uyarilmamis kosullar
altinda hiicre yiizeyi iizerinde benzer bazal IL-1RI ekspresyonuna sahiptir. Bununla birlikte,
IL-1 ile 48 saat boyunca uyarildiginda, MCF-7pl hiicreleri, MCF-7A3 hiicrelerine kiyasla
reseptorii ylizeylerinden kaybetmektedir. Bu sonuglar IL-Ip'nin reseptoriin ekspresyonunu
yukar1 dogru diizenleyebilecegini veya MCF-7A3 hiicrelerinde daha hizli geri doniigiimi
indiikleyebilecegini diisiindiirmektedir (Perez-Yepez ve ark., 2012).

MDA-MB-231 hiicre hatti, metastatik meme adenokarsinomu olan 51 yasindaki kadinin
plevral efiizyonundan izole edilmis olup epitelyal, insan meme kanseri hiicre hattidir. MDA-
MB-231, dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonunun yani sira
HER?2 (insan epidermal biiyiime faktorii reseptoril) icermediginden oldukca agresif, invaziv
ve zayif diferansiye li¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir (Yin ve ark. 2020).
Diger invaziv kanser hiicre hatlarina benzer sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinin
invazivligine, hiicre dis1 matrisin proteolitik degradasyonu aracilik etmektedir (Chavez ve

ark., 2010).
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ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonu eksikliginin bir sonucu olarak, hiicre hatti
baslangicta bir bazal meme kanseri hiicre hatti olarak smiflandirilmistir. Bununla birlikte,
artik claudin-3 ve claudinin-4'in asag1 regiilasyonunu, Ki-67 proliferasyon markirmin disiik
ekspresyonunu, epitelyal-mezenkimal gegisle iliskili markdrler igin  zenginlestirme
sergilediginden diisiik-claudin molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilmektedir (Harrell ve
ark., 2014). 3D kiiltiirde, hiicre hatti endotel benzeri morfolojiyi gosterir ve siklikla ¢oklu
hiicre kolonilerini kdpriileyen yildiz seklinde ¢ikintilara sahip olan invaziv fenotipi ile ayirt

edilmektedir (Kenny ve ark., 2007).

MDA-MB-231

Sekil 2.3. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre halarinin mikroskop goriintiisii

Uclii negatif meme kanseri, siirli tedavi segeneklerine sahip agresif bir meme kanseri
formudur. Bu nedenle, ii¢clii negatif meme kanserinin molekiiler temelini anlamak, etkili yeni
ilag gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir ve sonug¢ olarak, bu 6zel meme kanseri tiirii i¢in potansiyel
olarak aktif ajanlar hakkinda MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilarak birgok c¢alisma
yaptlmistir. MDA-MD-231 hiicre hatti, kemik metastaz1 arastirmasi i¢in iyi bir ara¢ olarak
belirlenmistir. Intra ventrikiiler enjeksiyon sonrasi farelerin kemik, beyin ve akcigerlerine
tercihe bagl metastaz yapabilen MDA-MB-231 hiicrelerinin alt klonlar1 da izole edilmistir
(Denkert ve ark., 2017), boylece bu hiicre hatinin spesifik bolgelere potansiyel metastaz

aracilar1 olan genlerin ve yollarin tanimlanmasinda kullanilmasina izin verilmistir (Chavez ve
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ark., 2010). MDA-MB-231 hiicreleri, 2mM glutamin ve %15 fetal sigir serumu (FBS) ile
desteklenen Leibovitz’in L-15 ortaminda 37C°de elde edilmektedir. Bu ortam, CO, dengesi

olmayan ortamlarda hiicrelerin biiylimesini desteklemektedir.

2.2. Meme Kanserinde Terapotik Yaklasimlar

Cogalan ve farklilasan hiicreler uygun fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri igin
sik1 bir sekilde diizenlenirler. Bunu basaramadiklar1 zaman kanser gibi kontrolsiiz hiicre
cogalmasi olarak tanimlanan ve belirsiz bir seyri bulunan progresif hastaliklara yol a¢ilir
(Maughan ve ark., 2010). Meme kanseri kadinlarda en sik tani1 alan kanser tiirii olup,
kadinlarda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Waks ve ark.,
2019). Genel yanit orani yiiksek olsa da, yanit siiresi nispeten kisadir ve baslangigta yanit

veren tiimorleri olan ¢ogu hasta, ilaca direng fenotipini yasamaktadir (Sun ve ark., 2017). Bu
nedenle kanser kemoterapisini ve kanser yonetimini iyilestirmek i¢in ilaca diren¢ alaninda

birgok ¢alisma yapilmistir (Harbeck ve ark., 2017).

Tedavinin hedefi, hastaligi ortadan kaldirmak, tedaviden sonra normal yasama uyumu
kolaylastirmak ve hastanin hayatini muhafaza etmektir. Hastalifin evresine ve tipine bagl
olarak tedavi degisiklik gostermektedir. Tedavi i¢in hastaligin hangi evrede oldugu son derece
Oonem tasimaktadir. Yapilacak tedavi metodu hastaligin bulundugu evreye, hastanin icerisinde
bulundugu psikolojik haline ve sosyal haline gore cerrahi, hormonal terapi, immiinoterapi
radyoterapi ve kemoterapinin farkli kombinasyonlarindan olugsmaktadir (Nagini, 2017). Meme
kanseri tedavi edilmesinde, tedavinin bi¢imi, timoriin nitelikleri, tedaviye baslama dénemi ve
hastanin tiimore direnci oldukca etkilidir. Bireyler arasinda tedaviye diren¢ bakimindan
degisimler goriilebilmektedir. Hasta i¢cin en cazip tedavi metodu segilerek uygulanmasi
gerekmektedir (Veronesi ve ark., 2005). Meme karsinomu i¢in tedavi se¢imi, dozlar, dozlama
plan1 ve tedavi i¢in kullanilan terapétik ajanlarin tepkileri, risklere goére daha agir basmalidir
ve diizenli takiplerle izlenmelidir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan terapétik ajanlar,
terapotik sonuclarina ek olarak advers ilag reaksiyonlarina neden olur ve bu tiir advers
reaksiyonlar, hastanin tedaviye uyumunu engellemektedir. Bu nedenle, bu tiir endikasyonlarla
basa cikabilmek i¢in tedavi Oncesi ve sonrasi, standart tedavi onerileri ile uyumlu olmalidir

(Peart ve ark., 2015).
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Son donemde yapilan terapotik gelismelere ragmen, meme kanseri nedeni ile her yil ¢ok
sayida insan yasami oliim ile sonu¢lanmaktadir (Von ve ark., 1992). Bu nedenle, cerrahi
sonras1 yinelenme riskini azaltmak veya metastatik hastali1 olan hastalarin sagkalim stiresini

uzatmak i¢in terapotik ilerlemeye gercekten ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yirminci yiizyilin ilk ¢eyreginden giinlimiize kadar uygulanan antikanser ilaglar i¢in degisik
dlgiitlere gore birbirinden ayr1 siniflandirmalar s6z konusudur. Ornegin, kimyasal sekillerine,
elde edildikleri kaynaklara, etki mekanizmalarina, veya dokusal zayiat kabiliyetlerine gore
siiflandirilmaktadir. Antikanser ilaglar igerisinden sitotoksik kemoterapétikler, zehirleyici,
kimyasal terapotikler hiicre siklusunun belirli veya herhangi bir doneminde, bazi hiicresel
islevlerin ve boylelikle hiicre boliinmesinin dnlenmesi, apoptotik veya nekrotik hiicre 6limii
indiiksiyonu gibi mekanizmalar ile hiicrelere zarar verebilen maddelerdir (Ricci ve Zong,
2006). Meme kanserlerinin neredeyse %70’i Ostrojen baglantilidir ve hastalarin ¢ogunda
ostrojen reseptorlerini (ER) eksprese edilmesini saglamaktadir. ER pozitif meme kanser
hiicreleri, ER ile regiile edilebilen gen transkripsiyonu araciligiyla, dstrojen ile harekete
gecebilen proliferasyon mekanizmasi gosterebilmektedir. Ostrojen ile stimiile olan meme
kanser hiicrelerinin proliferasyonu durdurulmasi durumunda, meme kanserinin kontrol altina
alinabilecegi ileri siiriilmektedir. Ornegin, tamoksifen (TAM) meme kanserinde yaygin olarak
uygulanan ilaglardan biridir, tesirini endojen Ostrojen aktivitesini durdurarak gdstermektedir

(Osborne ve ark.,1998).

Tamoksifen, 6strojen reseptoriine baglanan ve karigik agonist ve antagonist 6zelliklere sahip
olan secici bir Ostrojen reseptor modiilatoriidiir; yani ana etki mekanizmasi, Ostrojen
reseptoriine baglanmasi ve Ostrojenin meme epitelyumu iizerindeki proliferatif aktivitelerinin
inhibisyonu ile kolaylastirmaktir (Moo ve ark., 2018). Meme kanseri tedavisinde tamoksifen
20 mg tabletler altin standart olarak belirlenmistir (Anjum ve ark., 2017). Arastirmalar,
menopoz veya lenf nodu durumundan bagimsiz olarak tamoksifen kullanimi ile ER+ meme
kanseri niiks riskinin %50'ye diislirdiiglinii ve morbidite oranlarinda yaklasik %28 azalma
meydana getirdigini belirtilmistir. Aromataz, menopoz sonrasi1 kadinlarda baslica Ostrojen
kaynagidir. Menopoz sonrasi kadinlarda (6zellikle ER+ meme kanserinde) tamoksifen yerine,

genellikle tiglincii nesil aromataz inhibitorleri, yani letrozol, anastrozol ve eksemestan
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kullanilmaktadir (Bonneterre ve ark., 2001). Ilaglar menopoz sonrasi kadinlarda gelismis
pozitif sonucglar gostermistir ve ayrica onceki hormonal tedavilere gore daha iyi viicut

toleransina sahip olduklar belirtilmistir (Anjum ve ark., 2017).

Siklofosfamid DNA replikasyonunu ve hiicre boliinmesini 6nler ve meme kanseri
metastazinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu pro ilag hepatik hiicre i¢i enzimler yoluyla aktif
metabolitlere yani (4 hidroksi siklofosfamid, aldofosfamid, akrolein ve fosfor amid hardali)
aktif forma doniisiir. Ilac genellikle CMF (siklofosfamid+metotreksat+flourourasil)
kombinasyon rejiminde veya meme kanserinin tedavisi i¢in antrasiklin ile adjuvan tedavi
olarak kullanilmaktadir (Spring ve ark., 2016). Karboplatin ve cisplatin gibi platin bilesikleri
cesitli kanserlere karsi kullanilir ve meme kanserini tedavi etmek i¢in monoterapi veya
kombinasyon rejimi olarak kullanilmaktadir (Anjum ve ark., 2017). Platin bilesiklerinin DNA
konformasyonu ve stabilitesi tizerindeki etkisi arastirilmig, in vivo ve in vitro bir dizi platin
DNA eklentisi bilinmektedir. Mono tedavi altindaki metastatik meme kanseri hastalarinin
yaklasik %20-35'inde karboplatin tedavisine yanit verildigi bulunmustur. Gemsitabin ve
taksanlar genel olarak platin bilesikleri ile kombinasyon halinde kullanilan ilaglardir (Perez
ve ark., 2005). Paklitaksel ve dosetaksel, hiicresel mikrotiibiil elementlerini stabilize ederek
mitotik tutuklamaya neden olan en yaygimn kullanilan taksanlardir. Bu ajanlar ya monoterapi
olarak ya da kombinasyon programinda kullanilmistir. Bu ajanlarin haftalik yonetim
programinin meme kanserinde ¢ok az toksisite ile iyi tolere edildigi bildirilmistir (Anjum ve
ark., 2017).

Trastuzumab, HER2/neu pozitif meme kanseri hastalari igin hayatta kalma oranlarin
iyilestiren biyolojik olarak aktif, insancillastirilmis bir monoklonal antikordur. Bu
monoklonal antikor klinik olarak gilivenli ve 3 haftada bir rejimde etkilidir ve ayrica
paklitaksel, gemsitabin, vinorelbin veya karboplatin ile kombinasyon halinde de etkilidir
(Shaughnessy ve ark., 2004).

Lapatinib, EGFR ve HER?2 tirozin kinazin oral olarak aktif, geri doniisiimlii bir blokeridir ve
aktivitesinin esas olarak HER2'ye bagli oldugu belirtilmektedir. HER2-pozitif meme kanseri
hiicrelerinin monoport olarak apoptoz indiiksiyonunu gdstermistir ve diren¢li meme kanseri

hiicrelerine tamoksifen duyarliligin1 yeniden sagladig: belirtilmistir.
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Ayrica lapatinib ilk basamak tedavi olarak letrozol ile kombinasyon halinde HER2-pozitif
metastatik meme kanseri i¢in resmi olarak kullanilmaktadir. Lapatinib ve kemoterapi
kombinasyonu %22 yanit orant ve %27 klinik deger orani sagladigi ve monoterapi olarak,
daha once trastuzumab ile tedavi edilen hastalarda ise %12,4 ila %25 klinik deger oranlari
sergiledigi, ancak bazi durumlarda, lapatinib'e karst smirli direng meydana geldigi

belirtilmistir (Anjum ve ark., 2017).
2.2.1. Kemoterapi

Kemoterapi, dogal veya sentetik kimyasal ya da biyolojik ajanlar ile ger¢eklestirilen bir tedavi
yontemidir. Kemoterapi yontemi ile tedavide ana hedef kisinin tiimor hiicresinin kontrolsiiz
sekilde biiyiimesini ve c¢ogalmasini Onlemek ya da tiimori ortadan kaldirmaktadir.
Kemoterapdtik ilaglar tiimor hiicrelerini ortadan kaldirirken bununla beraber bireylerin
saglikli hiicrelerinde (bagirsak-agiz mukoza epiteli, testisin germinatif epiteli, kemik iliginin
hematopoetik hiicreleri, kil folikiilii, embriyo ve fetiis hiicreleri gibi) de zayiatlar
olusturabilmektedir ve birtakim yan etkilere sebep olabilmektedir (Pond eve ark., 2019).
Kanserin tiirtiyle iliskili olmakla beraber, kanser hastalarinin bir kisminda kemoterapiyle tam
tedavi ya da uzun bir iyilesme donemi saglanabilmektedir (Anjum ve ark., 2017). Giinimiiz
diinyasinda, sadece cerrahi ya da radyasyon ile tedavi yaklasik %20 iken, kemoterapiyle
birlesik yapilan tedavinin basarisinin neredeyse % 75'lere kadar ¢ikabildigi belirtilmektedir
(Olgen ve ark., 2002). Bireylerde hem kanser hastaliginin kendisi hem de kanser i¢in yapilan
tedavi metodlar1 hastalarin ciddi saglik problemlerinin yasamasina sebep olabilmektedir
(Zhang ve ark., 2014). Bu sebeple kanser ve kanser tedavisiyle baglantili olarak hastalarin
hayat kalitesi 6nemli seviyede diismektedir (Hindistan ve ark., 2012; Olgen ve ark., 2002;
Altiparmak ve ark., 2011). Viicudumuzdaki hizli biiyliyen hiicreleri 6ldiirmek i¢in kullanilan

giiclii kemoterapi ajanlar1 mevcuttur.

Son zamanlarda yapilan caligmalarda cesitli kemoterapi ajanlari kullanilarak ubiquitin-
proteozom yolunun inhibisyonu hedeflenmektedir. Ubiqutin-proteozom yolu kanser ve gesitli
norodejeneratif bozukluklar gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir (Adams,
2003). Proteinlerin aminoasitlere kadar yikilmasinin disinda bazi transkripsiyon faktdrlerinin
(NF-xB) kismi yikilmasinda (islenerek olgunlasmasinda) ve aktivasyonundan sorumludur (Xu
ve ark., 2015). Niikleer faktor kappa B (NF-kB) tiimér olusumu ile dogrudan iligkili olan
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hiicre proliferasyonu, apoptozis, anjiyogenez ve metastazin yaninda, bagisiklik sistemi ve
inflamasyon gibi bir¢ok 6nemli olayda rol alan 500°den fazla genin regiilasyonunu uyaran bir
transkripsiyon faktortidiir (Li ve ark., 2016). NF-xb bir heterodimerdir ve bes alt birimden
meydana gelir. Bu kompleks sitoplazmada oncii (prekiirsor) olarak KB inhibitor proteinleri
(IKB) ile bagh olarak inaktif halde bulunur. NF-kB’nin alt birimlerinin etkinligi proteozom
araciligiyla diizenlenir. Uyarilmayan hiicrelerde NF-kB, IKB ile kompleks olusturarak inaktif
halde bulunur. Hiicre uyar1 alinca IKB ubikiitinlenerek fosforlanir. Bunun sonucunda
sitoplazmada protein degredasyonundan sorumlu proteozom kompleksleri (26S proteozom
kompleksi) aktiflesmis IKB’yi parcalayarak NF-kB’den ayirir. NF-kB serbest kalinca aktif bir
transkripsiyon faktorii olan hiicre niikleusuna gecip DNA’ya baglanarak, DNA’da canlilig1,
proliferasyonu ve apoptotik iligkili bir¢ok genin ekspresyonunu uyarir (Engilir ve Dikmen,
2015). Proteozom aktivitesi, NF-kB fonksiyonunda aktivite artisina ve buna bagh olarak da

hiicrenin kanserlesmesi yoniinde bir¢ok gen aktivasyonuna neden olur (Lei ve ark., 2019).

Proteozom tarafindan parcalanacak olan katlanmis proteinler ve fonksiyonel proteinler bu
mekanizma yoluyla ER liimeninde ve sitozolde birikmektedir. Bu birikim, asir1 ER
yiiklemesi, asirt oksijen iiretimi ve hiicre i¢i proteinlerin fonksiyonel bir bozuklugu gibi gesitli
stresleri kolaylagtirir ve sonugta ER stresine bagli apoptoza ve DNA hasarina bagl hiicre
Olimiine sebep olmaktadir (Masaki, 2016). Proteozom inhibitérleri, proteozomlarin
fonksiyonlarini inhibe eder, gen ekspresyonuna bagli olarak protein yapimini ve ¢oklu sinyal
iletimini engellerler. Sinyal iletimi kesilince kanserli hiicreler oliir ve tiimoriin biiylimesi

baskilanir (Rastogi ve Mishra, 2012).

Yakin zamanda ubikiitin/proteozom sistemi, hiicrenin biiyiimesi ve 6lmesi arasindaki denge,
kisilerin malignansilerinin gelismesi ve kanser hiicrelerinde olusan ilag direnci gibi
mekanizmalar i¢in ihtiya¢ olarak gelistirilmistir (Englir ve Dikmen, 2015). Proteozom
islevinin inhibe edilmesi, anti-kanser terapisi i¢in giicli bir metot seklinde ortaya
cikarilmistir. Proteozomun klinik olarak teyit edilmesinin ardi sira ilk proteozom inhibitori
olan bortezomib, kanser tedavisinde tercih edilmeye baslanmistir ve farmakolojik olarak
gelistirilmis olan ikinci nesil proteozom inhibitérlerinin kesfedilmesini hizlandirmistir (Engiir
ve Dikmen, 2015). Peptid boronatlar, 6nceki nesil proteozom inhibitorlerinin eksikliklerinin

tistesinden gelir ve bortezomib, ubiqutin-proteozom mekanizmasini etkileyerek kanserli
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hiicrelerin 6lmesini saglayan ilk FDA (ABD Gida ve Ilag Idaresi) onayli 26S proteozom
inhibitorii, klinik deneylere giren ilk peptid boronattir. Bortezomib 6zellikle 26 S'nin
kimotripsin benzeri aktivitesini inhibe etmektetir ve halihazirda multiple miyelom ile mantle
hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilmaktadir (Rastogi ve Mishra, 2012). Klinik oncesi
caligmalar, bortezomib'in genis antitimdr aktivitesine sahip oldugunu ve sayisiz klinik
calismanin tek bir ajan olarak ve g¢esitli malignitelere kars1 diger aktif antitimdr ajanlarla

kombinasyon halinde etkinligini artirdigin1 géstermistir.

Epirubisin, ameliyat sonrast meme kanseri tedavisinde diger kemoterapotik ilaglarla da
kullanilabilen bir antrasiklin ajan olarak bilinmektedir. Epirubisin antimitotik ve sitotoksik
aktiviteye sahiptir. Onerilen bir dizi etki mekanizmas: yoluyla niikleik asidi (DNA ve RNA)
ve protein sentezini inhibe etmektedir. Epirubisin, baz ciftleri arasinda interkalasyon ile DNA
ile kompleksler olusturur ve topoizomeraz II kompleksini stabilize ederek topoizomeraz II
katalizorliniin religasyon bolimiin inaktive ederek topoizomeraz |l aktivitesini inhibe
etmektedir. Epirubisin ayrica polimeraz aktivitesini inhibe edebilir, gen ekspresyonunun
diizenlenmesini etkileyebilir ve DNA'ya serbest radikal hasari iiretebilir. Epirubisin, genis
spektrumlu timor hiicrelerine karsi anti-tiimor etki gosterebilir. Ancak spesifik olmayan bir
kemoterapétik ajan oldugundan uygun dozlarda kullanilmadigi takdirde yiiksek toksisiteye
sebep olabilir. Epirubisin, diger kemoterap6tik ajanlarla kullanildiginda meme kanserindeki
anti-tiimor etkisinin daha da arttig1 gozlemlenmistir (Khasraw ve ark., 2012).

Etkin maddesi olarak floropirimidini i¢eren anti-kanser ilact olan 5-Flourouracil (5-FU) ve
kapesitabin ¢esitli kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilan, diinya ¢apinda meme kanserinin
tedavisinde birinci sirada uygulanan anti-kanser ilaglar1 olarak kabul edilmislerdir (Sahai ve
ark., 2002). 5-FU yapisi nedeni ile niikleotid metabolizmasina miidahale eder ve hiicrede
sitotoksisiteye ve hiicre Oliimiine yol agmak icin tiimor hiicresinin RNA ve DNA yapisina
dahil olabilmektedir. 5-FU’nun diren¢ mekanizmalar1 yani timidilat sentaz (TS) ve
dihidropirimidin dehidrogenazin (DYPD) artan aktiviteleri, kanser hiicreleri ile yapilan in
vitro ve klinik ¢alismalarda 5-FU’ya direng kazandirig tespit edilmistir (Habibive ark., 2019).
Aslinda 5-FU bir DYPD inhibitorii olarak 5-kloro 2, 4-dihidroksipiridin ile kombinasyon
halinde kullanilmaktadir. Buna ragmen kullanilan bu kombinasyon tedavide yetersiz
kalabilmektedir. Bu nedenle 5-FU‘ya karsi olusurulan diger direng mekanizmalarinin

aydinlatilmas1  gerekmektedir. 5-FU’ya karst olusturulan diren¢ mekanizmalarinin
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arastirtlmast  5-FU’ya direngli hastalar i¢in yeni etkili anti-kanser kemoterapilerin

gelistirilmesine yardimci olabilir (Ramakers ve ark., 1998).

Triple negatif meme kanseri (TNBC) 6strojen reseptrii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve
insan epidermal biiyiime faktorii-2 (HER-2) ekspresyonu olmayan timdr ¢esidi olarak
tanimlanir. Tiim meme kanserlerinin %11-23’liik kismin1 TNBC hastalar1 olusturmaktadir
(Foulkes ve ark., 2010). TNBC hastalar1 diger formlardan farkli olarak daha agresif bir klinik
seyreder ve hastalarda kotli prognoza yol agabilir. Ayrica hormonal tedavi veya anti-HER-2
tedavisi i¢in endikasyonlar1 yoktur (Dent ve ark., 2007). Bu nedenle TNBC hastalarinin
tedavisi 5-FU, vinorelbin, paksitaksel, doksorubisin, gemitabin gibi sitotoksik ilaglarla sinirlt
kalmaktadir. Bununla birlikte TNBC hastalar1 bir dizi tedavi asamasindan sonra sitotoksik
ilaglara kars1 dire¢ kazanabilirler (Isakoff ve ark., 2010). TNBC hastalarinin kemoterapi
tedavisinde sitotoksik ilaglara karsi direng kazaniminin tedavide biiyiik bir klinik problem

haline geldigi gortilmistiir.

Sisplatin, 1978 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan klinikte kullanilmas:
onaylanan platin bazli bir anti-kanser ilacidir (Makovec, 2019). Giiniimiizde sisplatin farkli
kanser tiirlerinin tedavisinde yalniz basma ya da diger ilaglarla, cerrahi miidahale veya
radyasyon terapisi ile kombinasyon halinde hastalara uygulanabilmektedir. Ozellikle testis,
over, serviks, bas ve boyun ve kii¢iik hiicreli akciger kanserlerinin tedavisinde siklikla tercih
edilmektedir (Luo ve ark., 2018). Sisplatin en iyi bilinen mekanizmas1 DNA zincirleri arasina
penetrasyon kabiliyetiyle agiklanmaktadir. iflacin bu fonksiyonunu takiben DNA iizerinde
olusan lezyonlar DNA hasar tamirini harekete gegirerek mitokondri aracili gelisen apoptozisi
indiiklemektedir. Sisplatin birgok solid tiimoriin tedavisinde siklikla kullanilan platin bilesigi
bir kemoterapotik ajandir. Kemoterapotik bir ajan olan sisplatine karsi tlimor hiicrelerinin
gelistirdigi direngte ¢cok sayida molekiiler mekanizma rol almakta ve bu direng¢ farkli timor
tiplerinde farkli 6zellikler sergilemektedir. Kolon ve KHDAK (Kii¢tik hiicreli dis1 akciger
kanseri) gibi tiimdrler sisplatine karsi kendilerine 6zgiil veya yerlesik direng gosterirlerken,
bas ve boyun, testis, over ve KHAK’ lerinin (Kiiclik hiicreli akciger kanseri) cogunlukla
sisplatine duyarli oldugu bildirilmektedir (Vildan ve Zuhal, 2013). Ancak duyarli tiimoérlerin
cogu tedavi baslangicindan sonra kazanilmis direng gelistirebilmektedir. Sisplatin direnci

gelisimindeki mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi, yeni ilag hedeflerinin gelistirilmesi ve
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klinik yanitin 6nceden belirlenebilmesi agisindan 6zellikle 6nem kazanmaktadir. Sisplatinin
etki sekli, DNA iizerindeki piirin bazlar1 ile capraz baglanma yetenegiyle baglantilidir. DNA
onarim mekanizmalarina miidahale ederek, DNA hasarina neden olur ve daha sonra kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Ayrica, sisplatin diger ilaglarla kombinasyon
terapilerinin, ilaca kars1 direncin iistesinden gelmesi ve toksisiteyi azalttigi diisiiniilmektedir
(Dasari ve Tchounwou, 2014). Molekiiler biyolojideki gelismeler ile sisplatinin, DNA
hasarmin taninmasi ve hasar sinyallerinin iletimi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA
onarimi ve apoptozun indiiklenmesi gibi hiicre i¢inde izledigi yolaklar hakkinda daha fazla
bilgi birikimi saglanmistir. Bu birikim daha etkili kombine tedavi segeneklerinin
olusturulmasint ve/veya yeni platin bazli kemoterapotik ilaglarin  gelistirilmesini

kolaylastiracaktir.

Meme karsinogenezi, hem genetik hem de epigenetik degisiklikleri i¢eren ¢ok asamali bir
stiregtir. Epigenetik DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ekspresyonunda meydana gelen
kalitsal degisiklikleri ifade eder (Byler ve ark., 2014). Epigenetik mekanizmalar memelilerde
normal gelisim ve doku spesifik ekspresyon icin gereklidir. Epigenetik regiilasyonun
meydana gelen herhangi bir bozulmanin kanser de dahil birtakim hastaliklarin patogenezinde
yer aldig1 belirtilmektedir. Kanser genetik ya da epigenetik degisimlerin birikimiyle olusan,
cok asamali kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser gelisimi onkogenlerin
aktivasyonu ya da tlimor baskilayict genlerin islev kaybiyla hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi
ve metastatik karakterler kazanmasi ile karekterize edilmektedir. Kanserde epigenetik
diizenlenmenin bozulmasi erken donemlerde meydana gelmektedir. Sonugta gen islevinin
degismesine, malign doniisiime sebep olur ve kanserin ilerlemesinde son derece dnemli roller
oynamaktadir (Kanwal ve Gupta, 2012). Epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, kodlamayan RNA'lar (ncRNA) olmak tizere 3 farkli tipte incelenmektedir
(Eroglu, 2018). DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, memeli hiicrelerinde gen
ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesinde iki énemli faktordiir. DNA metilasyonu timor
baskilayict genlerde fonksiyon kaybina neden olan onemli mekanizmalardan biridir ve
kanserde erken tani1 ve tedavi stratejisi belirlemede kullanilma potansiyeline sahip bir
biobelirtectir (Fardi ve ark., 2018). CpG diniikleotitlerinde karbon 5 pozisyonunda bir metil
grubunun eklenmesine yol agan kovalent bir kimyasal modifikasyon olan DNA metilasyonu,

insan kanserlerinde en tutarli ve en iyi bilinen epigenetik olaylardandir (Giirel ve ark., 2016).
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Normal hiicrelere kiyasla insan kanseri hiicreleri, genomik kararsizliga yol agabilen DNA
hipometilasyonu ve gen susturmaya aracilik eden timor baskilayici genlerin spesifik promoter
hipermetilasyonunu sergiler. (Anjum ve ark., 2000). Genetik degisikliklerin aksine, epigenetik
degisiklikler farmakolojik miidahale ile tersine cevrilebilir. Bircok calisma, bu epigenetik
islemlere aracilik eden temel hiicresel enzimlerin yapisini ve islevlerini anlama iizerine ve
daha sonra bu proteinleri hedef alan kiigiik molekiil inhibitorleri gelistirmeye odaklanmistir
(Fardi ve ark., 2018). Ek olarak, epigenetik degisiklikler kanser terapilerinin gelismesi i¢in
giderek daha degerli hedefler olarak kabul edilmektedir. Metilasyon DNA baz sekansini
degistirmediginden, arastirmacilar potansiyel olarak anti-kanser ajanlar1  olarak
kullanilabilecek DNMT'lerin kiigiik molekiil inhibitorlerinin gelistirilmesine odaklanmistir
(Izmirli, 2013). Kanserde, DNMT'ler meme kanseri de dahil olmak iizere cesitli tiimor
tiplerinde asir1 eksprese edilir. DNMT'lerin inhibisyonu, tiimdr olusumunda azalma ve timor
baskilayic1 genlerin ekspresyonunun artmasi ile iliskilidir (Bird, 2002). Bu nedenle,
DNMT ler spesifik anti-kanser stratejilerinin tasarimi i¢in degerli hedefler olarak kabul edilir.
DNMT'lerin en yaygin kullanilan ii¢ katalitik inhibitérii, 5-aza C, 5-aza-2dC ve zebularin olan
niikleosid analoglaridir (Subramaniam ve ark., 2014). Bu ajanlar, DNMT'lerin inhibitorii
olarak hareket etmek icin DNA'ya baglanmasi gereken ilaglardir. Spesifik bir DNA
metiltransferaz inhibitorii olan 5-Aza-2'-deoksisitidinin (5-Aza-2dC) insan meme Kkanseri
hiicrelerinin biiyimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini gostermistir (Momparler, 2005).
Yapilan c¢alismalarda, 5-Aza-2dC'nin G(1)/S hiicre dongiisii durmasini 6nemli dlgiide
indiikledigini ve hiicrelerin apoptoz oranini arttirabildigini gostermistir. 5-Aza-2dC'nin, DNA
metiltransferaz ekspresyonunu inhibe ederek ve Apaf-1 gen ekspresyonunu tekrar aktive
ederek tiimor hiicrelerinin biiylimesini geciktirebilecegi ve meme kanseri hiicrelerinin

apoptozunu arttirabilecegi sonucuna varilmistir (Xiong ve ark., 2009).

Son yillarda bir¢ok farklt DNMT inhibit6rii gelistirilmistir ve DNMT inhibitorlerinin anti-
kanser etkilerini indiikledigi ¢oklu molekiiler mekanizmalar tanimlanmistir. Bu
mekanizmalara kismen yiiksek konsantrasyonlarda belgelenen sitotoksik etkileri olan DNA
hipometilasyonu aracilik etmektedir. Net etki apoptoz, sitostaz, farklilasma ve timor
anjiyogenezi gibi hiicresel siireclerde yer alan spesifik genlerin modiilasyonudur. Bu nedenle,
DNMT inhibitérlerinin kanser tedavisinde, 6zellikle diger ajanlarla veya radyoterapi gibi

diger tedavilerle kombinasyon halinde umut verici bir ilag sinifi olarak ortaya ¢ikmasi sasirtici
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degildir. Baz1 DNMT inhibitorleri klinik ¢aligmalara girmis olsa da, su anda, 6zellikle diger
mevcut tedavilerle kombine edildiginde, kesin etki mekanizmalar1 hakkinda sinirli bilgiye

sahibiz (Gravina ve ark., 2010).

Kromozomal DNA, kromatin i¢ine paketlenir ve yapisal histon proteinlerinin etrafina sarilir.
Histonlar, kromatinin seklini ve yapisini korumaktan sorumludur (Marino-Ramirez ve ark.,
2005). Histon proteinlerinin aminoasit kuyrugunda, kromatinde konformasyonel bir
degisiklige ve dolayisiyla timor baskilayicilar gibi 6nemli genlerin transkripsiyonuna neden
olan bir dizi translasyon sonrasi degisiklik meydana gelebilir (Byler ve ark., 2014). Bu
degisiklikler arasinda asetilasyon, metilasyon veya fosforilasyon bulunur. Histon
asetilasyonu, histon asetiltransferaz (HAT) ile histon deasetilaz (HDAC) arasindaki aktivite
dengesi ile kontrol edilir. Birincisi, gen transkripsiyonunu kolaylastiran kromatinin
¢ozlilmesine veya "agilmasina" neden olan histonlara bir asetil grubu ekler (Bora-Tatar ve
ark., 2009). HDAC' ler, asetil gruplarmni, transkripsiyonu engelleyen kromatinin sarilmasina
veya “kapanmasima” yol acan histonlardan c¢ikarir ayrica hiicre sagkalimi, ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve apoptozis i¢in Onemli genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik
oneme sahiptir (Orr ve ark., 2007). Bunlara ek olarak tiimor baskilayicilar da dahil olmak
lizere genlerin promotor bolgesine transkripsiyon faktorlerinin toplanmasindan ve spesifik
hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerin asetilasyon durumunun diizenlenmesinden sorumlu bir
protein kompleksinin iiyeleri olarak gorev yapar (Butler ve ark., 2000). Histonlarin
asetilasyonu yoluyla transkripsiyondaki rollerine ek olarak, bir¢ok histon disi hedefin
asetilasyonunu da diizenlerler ve bdylece gen ekspresyonunun translasyon sonrasi
regiilasyonunda anahtar fonksiyonlar gergeklestirebilirler (Parbin ve ark., 2014). HDAC'lerin
ve HAT'larin bu merkezi diizenleyici rolii, antikanser ajanlar olarak HDAC inhibitérlerinin
gelistirilmesi i¢cin mekanik bir mantik saglamistir. Histon deasetilaz inhibitorleri (HDACH),
DNA sekansinda kalic1 degisikliklere neden olmadan, genis bir dizi gegici gen ekspresyonu
degisimini indiikleyen yeni bir antikanser ajan sinifin1 temsil eder. HDACi'ye hiicresel cevap
karmasiktir ve histon ve histon olmayan proteinlerin translasyon sonrasi asetilasyonlarini

degistirerek diizenlenmesini icerir, boylece cesitli kanser yollarinda kritik bir rol oynar.

HDAC enzimlerinin potansiyel ila¢ hedefi olmasi1 sebebiyle bu enzimleri engelleyen ya da
bloke eden molekiiller dikkat c¢ekmektedir. HDAC inhibitorleri, tiimor baskilayici

proteinlerin, transkripsiyon etkenlerinin ve histonlarin asetilli kalmasimi destekleyerek
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biyolojik etkinliklerine tesir edebilmekte ve genlerin ifade sekillerinde degisiklikler meydana
getirebilmektedir. Deasetilasyonun Onlenmesi vasitasiyla transkripsiyon etkenleri histonlara
baglanmakta ve transkripsiyonun siirekliligini saglanmaktadir (Karsli ve ark., 2014). HDAC
inhibitorleri yapisal niteliklerine gore hidroksamik asitler, karboksilik asitler, siklik
tetrapeptidler, benzamidler ve elektrofilik ketonlar olarak bes sinifa ayrilmaktadir ve L. II. ve

IV. smif ¢inko bagimli HDAC enzimlerini bloke etmektedir (Eot-Houllier ve ark., 2009).

Vorinostat tarafindan HDAC aktivitesinin inhibisyonunun birden fazla hiicresel etkisi
bulunmaktadir. Bu etkiler arasinda, histonlarin ve transkripsiyon faktorlerinin asetilasyonu
yoluyla smirli sayida genin transkripsiyonunda (eksprese edilmis genlerin %2-5'1) bir
degisiklik ve ayrica mitozun inhibisyonu yoluyla hiicre dongiisii durmasi gibi transkripsiyonel
olmayan etkiler bulunmaktadir (Richon, 2006). Vorinostatin, bir kismi1 bastirilirken
indiiklenen birka¢ genin ekspresyonunu etkiledigi belirtilmektedir. Hiicre kinaz inhibitori
p21WAFTI i¢in gen ekspresyonunun indiiksiyonu, vorinostat dahil olmak {izere bircok HDAC
inhibitorii i¢in gosterilmistir ve bu etki, transforme edilmis hiicrelerin biiylimesinin
durmasinda kritik bir rol oyandigi bildirilmektedir. Vorinostat, t21 mesane karsinom
hiicrelerinde p21WAF1 mRNA'da ve proteinde 9 kata kadar artisa neden olmaktadir. Bu
etkinin kismen p21WAF1 promotori ile iligkili H3 ve H4 histonlarinin asetilasyonu ile iliskili
gen transkripsiyon oraninda bir artisa bagl oldugu belirtilmektedir (Richon, 2000). Vorinostat
ayrica androjen reseptorii, E2F-1, YY1, Smad7, EKLF, p53, BCL-6, HIF-1, NF-Y, NF-
kappaB ve GATA-1 dahil olmak iizere ¢ok sayida transkripsiyon faktoriiniin asetilasyonunu
tesvik edebilmektedir (De Souza ve ark., 2015). Histon asetilasyonu gibi, transkripsiyon
faktorli asetilasyonu, belirli genlerin ekspresyonunda bir degisiklige neden olabilmektedir.
Ornegin, p53 transkripsiyon aktivatdriiniin asetilasyonu, p53'in DNA'ya daha fazla
baglanmasina yol agar, bu da p53 tarafindan diizenlenen genlerin ekspresyonunu artirmaktadir

(Richon, 2006).

2.2.2. iImmiinoterapi

Immiinoterapi bir canlinin kendi bagisiklik sistemine ait belirli kistmlarin kanserde dahil bazi
hastaliklarla miicadele edebilmek i¢in uygulanan tedavi yontemidir. Hedef immiin sistem
hiicrelerinin  kanser hiicrelerine karsi savasarak onlar1 onlart ortadan kaldirmaktir.

Immiinoterapi degisik yollarla etki gosterebilen tedavi yontemlerini kapsamaktadir. Kimi
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kanser tiirlerinde tek basina etkili oldugu, kimi kanser tiirlerinde ise 6teki tedavi metotlar ile

beraber kullanilmasi durumunda etkinliginin arttigi belirtilmektedir (Emens ve ark., 2018).

Kanser immiinoterapisindeki temel amag, tiimor hiicresi tarafindan ¢esitli yollarla susturulmus
olan immiin sistemi yeniden aktive etmek ve timdr hiicrelerini taninir hale getirmektir. Bu
konuda ti¢ temel yaklasim s6z konusudur (Katz ve ark., 2018). Bunlardan ilki tiimoérle ilgili
antijenlerin hedef alindigi monoklonal antikor aracili hiicre oliimii, ikincisi non-antijen
spesifik immiin sistem modiilasyonu yapan kontrol noktasi inhibitorleri ve ligiinciisli de tiimor
iligkili antijenler araciligiyla immiin sistemin T helper, T sitotoksik hiicrelerini uyarmay1 ve
uygun antikor olusumunun tetiklenmesi hedefleyen terapotik kanser asilaridir (Galvan ve ark.,
2020).

Kanser immiinoterapisi ayrica aktif ve pasif olarak da iki gruba ayrilmaktadir. Aktif
immiinoterapi spesifik ve uzun siireli bir anti-timdr immiin yanit1 indiiklemeye ¢aligmaktadir
(Baxter, 2014). Baska bir deyisle, as1 bagisiklik sistemini uyarmak igin aktif bir yontem
olarak kullanilmaktadir. Timor asilamasi, timorle iliskili proteinlerin ve peptitlerin
immiinojen olarak kullanilmasindan dendritik hiicre asilamasina kadar ilerleyebilmektedir
(Schuster ve ark., 2006; Baxter, 2014). Aksine, pasif immiinoterapi bir bellek yaniti tesvik
etmemektedir ve monoklonal antikorlar ya da donér sitotoksik T hiicrelerinin dogrudan kanser
hiicrelerini hedeflemek ya da konaker adaptif bagisiklik sistemini aktive etmek i¢in transferini
kullanmaktadir (Baxter, 2014). Mevcut kanser tedavilerini degistiren bir tip monoklonal
antikor, kontrol noktas1 blokaj antikorlaridir (Bayraktar ve ark., 2019). Bu strateji, T hiicreleri
lizerinde mevcut olan inhibitdr reseptorlerini bloke ederek tiimor mikroortaminda mevcut
immiinosupresyonu tersine ¢evirmeyi ve sonu¢ olarak, bunlarin anti-timor fonksiyonlarini
uygulamaya tegvik etmelerini amaglamaktadir (Khalil ve ark., 2016). Bu yontem Klinikte
basart gostermis, anti-CTLA-4, anti-PD 1 ve anti-PD-L1 tedavileri FDA tarafindan
onaylanmistir. CTLA-4, gecici olarak T hiicreleri iizerinde ve yapisal olarak T diizenleyici
hiicreleri lizerinde eksprese edilen inhibitor reseptordiir. T hiicreleri, AP28'ler lizerinde CD28
veya CD86'ya baglanan CD28 ile aktive olduklarinda, CTLA-4 ayni ligandlar i¢in yarigarak
hiicre yiizeyinde ifade edilmektedir. CTLA-4 baglantisi, T hiicresi aktivasyonunun sénmesine
neden olup, bagisiklik sisteminin kontrol mekanizmasi olarak islev gérmektedir (Khalil ve
ark., 2016). Bununla birlikte, bir kanser ortaminda ayni durum meydan geldiginde, T hiicreleri

anti-timor  aktivitelerini ve dolayisiyla CTLA-4 blokaj antikorlarina olan ihtiyaci
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gerceklestirememektedir. Allison (1996) yaptigi calismada, bu yontemi fareler iizerinde
denemis olup, tedavi edilen farelerin tiimdrlerin reddedilmesine yol agtigi bir murin
modelinde gostermeyi basarmistir (Leach ve ark., 1996). PD-1 ayrica T hiicreleri {izerinde
eksprese edilen ve CTLA-4'e benzer sekilde inhibe edici bir reseptdr olup, T hiicresi
fonksiyonunu baskilamaktadir. APC'lerin ve tiimor hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen PD-L1
ve PD-L2'ye baglanir. Bu durumda kanser hiicreleri, PD-1'e baglanarak T hiicrelerinin
sitotoksik fonksiyonundan bagisikliktan kagabilmektedir. Bazi1 kanserlerde, bu ligandin
ekspresyonu normalde kotii prognoz ile iliskilidir (Khalil ve ark., 2016). Ancak kontrol
noktas1 tedavileri, T hiicrelerinin genel aktivasyonuna bagli bazi yan etkileri tesvik

edebilmektedir (Baxter, 2014).

T hiicresi kositimiilator tiimor nekroz faktor reseptorii (TNFR) OX40 ve bunun ayni kokenli
ligandi OX40L'nin immiinoregiilasyonda ve ozellikle terapdtik bir hedef olarak kullanilmasi
revactadir. 1994 yilinda OX40L, aktive T hiicrelerinde diisiik seviyeli ekspresyon ile EBV ile
dontistiiriilmiis bir B hiicre hattinda tanimlanmistir (Fang ve ark., 2020). OX40 i¢in bu ligand,
bir tip II transmembran proteinidir ve hem mRNA hem de protein, insan T hiicresi 16semi
viriisii 1 ile enfekte edilmis hiicrelerde belirgin sekilde indiiklenmektedir. OX40L trimerik
formda eksprese edilir ve i OX40 molekiiliinii yiiksek afinite ve yavas ayrilma ile baglar.
Klonlandiktan sonra, OX40L'nin ¢esitli standart uyaranlara yanit olarak T hiicre
proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir. OX40 ve OX40L/ ligand-reseptor cifti sadece
memeli soyunda mevcuttur ve hafizanin ince ayarina ve plasentasyondan sonra siirekli {ireme
basarisina izin vermek icin yiiksek afiniteli antikor liretimine izin verecek sekilde evrimlestigi

ileri stirilmistiir (Basile ve ark., 2019).

0X40 ile oldugu gibi, OX40L ekspresyonu, antijen sunan ¢oklu hiicrelerde (B hiicreleri,
makrofajlar ve dendritik hiicreler) antijen sunumuna yanit olarak yukari regiile edilmektedir.
OX40L'yi eksprese etmek i¢in indiiklenebilen hiicre repertuvari, OX40'tan daha genis oldugu
ve mast hiicreleri, bronsiyal diiz kas, maligniteler, vaskiiler endotel hiicreleri ve Langerhans
hiicreleri lizerinde eskprese edilebildigini savunan ¢alismalar mevcuttur (Byun ve ark., 2013).
Aktive edilmis CD4+ ve CD8+ T hiicreleri de OX40L ile eksprese edilebildigi
belirtilmektedir (Soroosh ve ark., 2006) OX40L' nin hem asilamada immiin tepkileri tesvik

etmek ve kanser immiinoterapisinde toleranst kirmak icin hem de asir1 duyarhilik,

27



ateroskleroz, sepsis ve otoimmiinitede immiin aktiviteyi azaltmak i¢in immiin aktiviteyi

arttirma kapasitesi bulunmaktadir (Basile ve ark., 2019).

0X40 inaktif T hiicrelerinde ifade edilmez ancak T hiicre aktivasyonundan oldukca ge¢ bir
stire sonra ifadesi artar. Aktif T hiicreleri antijen sunan hiicrelere baglandiginda, OX40 ile
OX40L baglanir. OX40 ilk ti¢ giin CD4+ hiicrelerin boliinme yetenekleri {lizeri bir etkiye
sahip degildir. Ancak bu siirenin ardindan, proliferasyon yavaglamaya ve hiicreler daha hizlh
bir sekilde 6lmeye baslar (Arch ve ark., 1998). Bunun sebebi hiicrelerin yiiksek seviyede PKB
(Akt) aktivitesini ve Bcl-2, Bcl-XL ve survivin ifadesini devam ettirememeleridir (survivin
proteinleri kaspaz aktivitesini inhibe ederler, bu sebeple apoptozun negatif diizenlenmesine
neden olurlar). OX40L, T hiicrelerindeki OX40 reseptorlerine baglanir, bu baglanma bu
hiicrelerin 6liimiinii engeller ve nihai olarak sitokin tiretimini arttirir. OX40 ilk birkag¢ giin
sonrasinda immiin yanitin ve immiin hafizasinin devam etmesinde Onemli bir rol
oynar, bunun sebebi hayatta kalimlarin1 arttirma yetenekleridir. Bunun yani sira, OX40 Thl
ve Th2-aracili in vivo reaksiyonlarda da kritik rol oynar. Bu yiizden, antijen spesifik T hiicre
yanitlariin kantitatif ve kalitatif taraflar1 (sitokin iiretimi, sitolitik fonksiyon, boliinme,
hayatta kalma vs.), OX40-aracili kostimiilator sinyaller tarafindan arttirilir. Ozellikle,
arastirmalar, transplant reddine ait fare modellerinde, CD28 ve CD154 bloklanmasina direngli
dondr reaktif hafiza T hiicrelerinin OX40 bloklanmasina hassas olduklarini gostermistir. Bu,
0X40 yolaginin hafiza T hiicre aracili reddin yavaslatilmasi i¢in umut verici bir terapotik
hedef olabilecegini desteklemektedir. OX40’1in bir diger ilging yani da, artan miktarda
calismanin OX40 sinyalerinin Foxp3+ Treg hiicrelerinin baskilayict kapasitelerini kontrol
etmede Onemli oldugunu gostermesidir. OX40 diizenleyici T hiicrelerin gelisimi ve
fonksiyonunda &nemli bir diizenleyici olarak gorev yapar. Ornegin, Foxp3+ Treg
hiicrelerindeki OX40’1n ligasyonu, bu hiicrelerin efektdr T hiicre proliferasyonunu ve IFN-
gamma Uretimini baskilama yeteneklerinin kaybina yol agar ve OX40’1 Foxp3+ Treg hiicre
aktivitesinin negatif diizenleyici olarak ortaya koyar. OX40’1n ligandina baglanmasinda sonra,
OX40, TRAF2,TRAF3, TRAF5, PI3K proteinlerini heniiz bilinmeyen bir mekanizma
aracilig1 ile biraraya getirir. Ardindan, sinyaller IKKo/B/y ve Rel A/B aracilig: ile ¢ekirdege
iletilir ve ilgili genlerin ifadesini diizenler: 6rnegin Bcl-2, Bcl-XL ve survivin ifade artisi ve
Foxp3 ve CTLA4 ifadelerinin diisiisii gibi. Onceki ¢alismalar, TRAF2’nin NF-KB ve hafiza
hiicre jenerasyonu aracilifi ile hayatta kalim i¢in gerekli oldugunu gdosterirken, TRAFS

negatif ya da diizenleyici rol oynar goriiniir, ¢linkii knockout’lar yiiksek sitokin seviyelerine
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sahiptirler ve Th2-aracili inflammasyona karsi daha hassastirlar. TRAF3, OX40-aracilt sinyal
iletiminde kritik rol oynayabilir. CTLA-4’nin ifadesi, OX40 ile ligandinin in vivo
baglanmasindan sonra diiser ve OX40-spesifik TRAF3 DNA hasar1t CTLA-4’in in vivo
bloklanmasinin iistesinden kismen gelir. TRAF3, OX40-aracilt hafiza T hiicre artis1 ve hayatta
kalimu ile iliskili olabilir ve CTLA-4’{in ifadesindeki diisiisiin, OX40 sinyali aracilig ile erken
T hiicre artisin1 saglayan olasi bir kontrol elemani olduguna isaret eder (Kawamata ve ark.,
1998).

4-1BB, T hiicresi belleginin genislemesi, efektor fonksiyonunun kazanilmasi, hayatta kalma
ve gelistirilmesinde rolleri olan ortak uyarict bir molekiildiir. Aktif T hiicrelerinde eksprese
edilmesine ek olarak, 4-1BB ayrica hematopoietik soydaki birka¢ hiicre tipinde ve ayrica
endotelyal ve epitel hiicrelerinde eksprese edilir. 4-1BB hiicre dis1 alani, kisa bir sarmal
transmembran alani ve bir sitoplazmik sinyalleme alanini olusturan dort sistein agisindan
zengin sozde tekrardan (CRD'ler) olusan bir glikozil tip I membran proteinidir (Kwon, ve
Weissman, 1989). T hiicresi ortak uyarici reseptorii 4-1BB (CD137), T hiicreleri antijene 6zgii
sinyaller aldiginda indiiklenmektedir. 4-1BB ligandinin (4-1BBL) reseptorii 4-1BB'ye
baglanmasi, T lenfositine hayatta kalma, proliferasyon ve farklilasma igin birlikte uyarici
sinyaller saglar. 4-1BBL (CD137L) ayrica dendritik hiicreler, makrofajlar ve B hiicreleri gibi
antijen sunan hiicrelerde indiiklenmektedir (Pollok ve ark., 1993) 4-1BBL, saf T hiicrelerinde
eksprese edilmez, ancak T-hiicresi reseptorii ile ayni kokenli MHC'lerde eksprese edilen
peptid kompleksi ile birlestikten sonra hizla upregiile edilmektedir (Hurtado ve ark., 1997,
Pollok ve ark., 1993). 4-1BBL-4-1BB yolu, T hiicrelerini, yerlesik tiimdorlerin yok edilmesi ve
birincil ve hafiza CD8 T hiicresi yanitlarinin genisletilmesi gibi efektor islevleri yerine
getirmek i¢in birlikte uyarmaktadir. 4-1BB aracili sinyallerin, gii¢lii anti-kanser ve anti-
otoimmiin etkilere sahip yeni bir CD11+ CDS8 + T hiicreleri alt popiilasyonunu indiikledigi
gosterilmistir (Pollok ve ark., 1993).
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Sekil 2.4. Kanser immiinoterapisinde OX40-OX40L ve 4-1BB-4-1BBL etkilesimi.

4-1BB ligand1 4-1BBL, TNF siiper ailesinin bir tip Il zar proteinidir. 4-1BB/4-1BBL
kompleksi, diger TNF ailesi iiyeleriyle karsilastirildiginda reseptdér ve ligand arasinda
benzersiz bir etkilesim gostermektedir. Tiimor nekroz faktor siiper ailesinin (TNFSF) tiyeleri
tipik olarak bir homotrimerik kompleks olarak bulunur ve genel olarak hiicre zarlari iizerinde
eksprese edilir, ancak bazilar1 ¢oziinlir faktorler olarak salinmalarina izin veren proteolitik

isleme yerleri igerir (Chin ve ark., 2018).

4-1BB'nin birincil ligandi olan 4-1BBL (TNFSF9); AKT, p38 MAPK ve ERK sinyel yollari
ile NF-xB'yi etkinlestirmek icin TRAF1 ve TRAF2 araciligiyla sinyal gondermeyi
indiiklemek i¢in 4-1BB ile baglanir. Bu sinyalleme yollari, survivin, Bcl-2, Bcl-XL ve Bfl-1
kodlayan hayatta kalma genlerinin ekspresyonunu indiikler ve pro-apoptotik Bim
ekspresyonunu azaltir. Bu nedenle, 4-1BB / 4-1BBL sinyal yolu, farkli tip hiicrelerin
yasamasini tesvik edebilir. Ilging bir sekilde, viriis yiiklemesine yanit olarak fenotip, 4-1BB

ve onun ligand1 arasinda farklilik gosterir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Hiicre Hatlarimmin Kiiltiire Edilmesi

Metastatik ozellige sahip meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hatti, Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Dr. Ogretim
Uyesi Tugba OZDEMIR’den ve MCF-7 hiicre hatlar1 Tokat Gaziosmanpasa Universitesi,
Miihendislik Ve Mimarlik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Béliimii Dr. Ogr. Uyesi Se¢il ERDEN
TAYHAN’dan alinmis olup, uygun kosullarda kiiltiire edilerek asagida planlanan deneyler
icin kullanilmistir. Tiim hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde, steril ortamda

gerceklestirildi.

Hiicre hatlar1 EMEM besi yeri igeren steril T75°lik hiicre kiiltiir flasklarinda %5 CO;
ortaminda 37°C de hiicrelerin durumuna goére 3-4 giin inkiibe edildi. Hiicreler konfluent hale
geldiginde, flasklardaki besi yeri dokiilecek ve hiicreler 10 mL DPBS (Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline) ile yikandi. Yikama isleminden sonra adheren hiicreleri flasklarin
zemininden ayirmak i¢in 3-4 mL %0,25’lik Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi. Daha sonra
flask el yardimiyla biraz ¢alkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglanip, olusan hiicre
stispansiyonu 50 mL’lik steril falkon tliplere aktarildi. Bu falkon tiiplere, tripsini notralize
etmek i¢in 10 mL katkili taze besi yeri eklenip, hiicreler 1500xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kisim aspire edildikten sonra hiicre pelleti iizerine 4 mL taze besiyeri eklenerek
steril bir pastor pipetle hiicreler siispansiyon haline getirildi. Siispansiyon haline getirilen ilk
kusak hiicreleri eksponansiyel log fazina sokmak icin {icer giin arayla dort ekim daha yapildi.
Sonunda eksponansiyel log fazina sokulan hiicreler ¢alisma i¢in uygun hale getirildi. Hiicre
konsantrasyonunu belirlemek igin hiicre siispansiyonundan alinan 20 pL hiicre ile 20 pL %0,4
(wt/vol) tripan mavisi sollisyonu karistirilarak, bu karistmm 20 pL’si Thoma lamina
pipetlenerek mikroskop altinda birinci sayim alanindan 5 kare, ikinci sayim alanindan 5 kare
olmak tizere toplam 10 kare sayildi [1 mL hiicre siispansiyonu igindeki hiicre sayist = 10
karede sayilan toplam hiicre sayis1 / 10 x 2 (Tripan mavisi seyreltme faktorii) x 16 (bir sayim
alanindaki toplam kare sayisi) x 10 000 (katsay1)]. Sayim isleminden sonra yeni bir steril 15

mL’lik falkon tiip i¢inde calisilacak hiicre stok siispansiyonu hazirlandi.
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3.2. Hiicre Proliferasyonun Belirlenmesi

Bu calismada kullanilan ajanlarin, ayr1 olarak kiiltiire edilen kanserli meme hiicre
proliferasyonuna olan etkilerini ve 6lgmek amaciyla MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolium bromid] testi uygulandi. Hiicreler farkli dozlarda belirlenen ajanlarle ayri
olarak 24 ya da 48 saat inkiibe edildikten sonra MTT test protokolii uygulandi. MTT testi,
kolorimetrik bir test olup materyallerin sitotoksisite degerlendirmelerinde ¢ok sik
kullanilmaktadir. Bu test MTT’yi mavi, ¢oziinmeyen formazan bilesigine doniistiirebilen
dehidrogenaz enzim aktivitesini Olgmektedir. Uygulanan materyalin sitotoksik etkisi
nedeniyle hiicrede dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi durumlarda mavi renkli formazan
olugsmamakta, formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
goriilmektedir. Bu calismada formazan olusumu spekrofotometre ile optik yogunlugun
Olciilmesiyle saptandi. Kisaca 6zetleyecek olursak, muamele edilmis adherent hiicreler kiiltiir
ortamindan kaldirilarak 96 kuyucuklu pleytte100 pL taze besi yeri iceren kiiltiir ortamina
aktarildi. Onceden hazirlanmis olan 12 mM MMT stok soliisyonundan 10 pL alinip her
kuyucuga ilave edildi. Negatif kontrol olarak, yine MMT stok soliisyonundan 10 pL alinip
igerisinde sadece 100 pLL. media bulunan kuyucuga ilave edildi. Hiicreler daha sonra 37°C'de 4
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra yine onceden hazirlanacak olan 0.01 M
SDS-HCI ¢ozeltisinden 100 pL alinip her kuyucuga ilave edildi ve tekrar 37°C'de 4 saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra ornekler bir pipet yardimiyla karistirildiktan sonra 570

nm'de absorbanslar1 okundu.

Sonuglar % hiicre inhibisyonu olarak rapor edilmekte olup, ¢oziicii ile muamele edilmis
hiicrelerin optik densitesi % 100 olarak kabul edildi. Buna gore % inhibisyon [1-(A test
maddesi /A ¢o6ziicii kontrol) x 100 formiiliine gore hesaplandi. Tiim maddeler hem normal

hemde kanser hiicre hattlar1 kullanilarak 3 kez test edildi.

3.3. Total MRNA izolasyonu

Bortezomib muamelesinin immiinojenik hiicre 6liimiinde gorev alan bazi genlerin ifadeleri
tizerindeki etkileri quantitif ger¢ek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile

belirlendi. OX40L ve 4-1BBL genlerinin kullanilan meme kanseri hiicrelerindeki transcript
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seviyelerinin nasil etkilendigini belirlemek amaciyla qRT-PCR yontemi uygulandi. Bu
amagla oOncelikle hiicreler yukarida belirtildigi gibi 24 saat bortezomib ile muamele

edildikten sonra hiicreler toplanarak totalRNA izolasyonu yapildi.

RNA izolasyonu i¢in, T25 flasklara 750.000 hiicre ekildi ve hiicrelerin flaska tutunmalar
icin 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda 10 nM bortezomib flasklara eklendi.
Daha sonra 37°C de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu sonrasi medium
hiicrelerden uzaklastiridi ve pleytler soguk Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sartorius,
Almanya) ile yikandi. Bu islem sirasinda hiicrelerin zarar gérmemesine dikkat edildi.
Hiicreler daha sonra tripsin yardimiyla flasklarin yiizeyinden kaldirildi ve media eklenerek
falkon tiiplerine aktarildi ve santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 biriken pelletin tizerine 1 mL
QIAZOL lizis reaktifi (Qiagen-Almanya) ilave edili ve oda sicakliginda 5 dk altiist edildi.
Sonrasinda 1.5 mL lik steril ependorf tiiplerine aktarildi ve iizerine 200 pL kloroform
(Amresco, ABD) eklenerek hafifce alt iist edildi. 12.000 rpm 4 °C, 15 dk santrifiijlendi. Ust
faz diger kisimlara karistirilmadan mikropipetle dikkatli bir sekilde alinarak yeni steril
eppendorflara aktarildi. Uzerine 500 uL izopropanol (Amresco, ABD) eklendi. Hafifce alt-
iist edilerek oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi ve sonrasinda 12.000 rpm, 4 °C de 10 dk
santrifiijlendi. Siipernatant dokiildii (dipte kalan RNA) ve her eppendorfa 1 mL %75’lik
ethanol (Isolab) ilave edildi. 3000 rpm’de 4 °C de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant
dokiilerek pelletler kisa siireli kurumaya birakildi. Son olarak RNA peletleri RNAaz-
icermeyen saf steril su igerisinde ¢ozdiiriildii ve konsantrasyonlar1 Multiskan Go cihazi
kullanilarak 6l¢iildii. izole edilmis RNA 6rnekleri RT-PCR deneylerinde kullanilana kadar —
86 °C muhafaza edildi. RNA kalitesini diisiirmemek i¢in yogun donma-¢oziilme dongiileri

Onlendi.
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3.4. Quantitif Ger¢ek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

gRT-PCR deneylerinde, Bioline gqRT-PCR (Meridian Bioscience, Tennessee, ABD) Kiti
kullanilmistir. Her reaksiyon i¢in verilen su karigim hazirlanmistir: 2x MyTaq One-Step miksi
(25 ul), forward primer (10 uM, 2 ul), revers primer (10 uM, 2 ul), revers transkriptaz (0.5 ul),
RiboSafe RNaz inhibitorii, DEPC-uygulanmis su (toplam 45 ul olacak sekilde), RNA kalip
dizisi (5 ul). Reaksiyon kosullar1 su sekilde gergeklestirilmistir: 45 C, 20 min (revers
transkripsiyon); 95 C, 1 min (polimeraz aktivasyonu) ve 40 dongii de (95 C, 10's; 60 C, 10 s;
72 C, 30 s; sirasiyla denatiirasyon, baglanma, uzama). qRT-PCR deneylerinde Roche

LightCycler cihaz1 ve bu cihaza 6zel capiller tiipler kullanilmistir.

3.5. Yiizey Protein Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

10 nM bortezomibin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kanseri hiicrelerindeki 4-1BBL ve
OX40L yiizey protein seviyelerini belirlemek igin flow sitometi kullanildi. Meme kanseri
hiicre hatlarinin hiicre yiizeyi boyamasi primer isaretlenmis antikorlar ve uygun isotip
kontroller kullanilarak gergeklestirilmis (4-1BBL, OX40L). Yiizey boyamasi, buzda ve hiicre
boyama tampon ¢ozeltisinde 45 dakika boyunca bekletilerek gerceklestirilmistir. Boyanan
hiicrelerin sayisi, flow sitometre cihazinda elde edilmistir. Olii hiicreler, analize dahil
edilmemistir. Flow sitometre analizi, Applied Biosystems™ Attune™ Acoustic Focusing

Cytometer cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6. Istatistiksel Analizler

[statistiksel karsilastirmalar igin ise referans grup ve diger gruplar arasinda Student’s t-test’i
(two-tailed, unpaired) uygulandi. P degerinin 0.05 ve altinda oldugu durum istatistiksel olarak

anlamli kabul edilerek yildiz simgeleriyle betimlendi (***: P < 0.001; **: P < 0.01; *: P <
0.05).
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4. BULGULAR ve SONUC

4.1. Hiicre Canhlik Testleri

4.1.1. Sisplatin’in Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Sisplatin, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan 6nemli bir kemoterapotik ajandir. DNA
tizerindeki piirin bazlar1 ile g¢apraz baglanma yetenegiyle baglantilidir. DNA onarim
mekanizmalarina miudahale ederek, DNA hasarina neden olur ve daha sonra kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Sisplatinin (Kogak Farma, Tiirkiye) meme kanseri
hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkilerini test etmek adina farkli konsantrasyonlarda stoklar
hazirlandi. Bu amagla, ana stoktan toplanan ilag steril haldeki fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) kullanilarak diliiye edildi. Diliisyonlar hiicre canlilik deneylerinde kullanilmak tizere
kuru bir ortamda, oda sicakliginda ve 151k gérmeyecek sekilde muhafaza edildi. Daha sonra
artan sisplatin konsatrasyonlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisine bakildi.

Sonuglar her iki hiicre hattinda da sisplatin uygulamasinin sitotoksik etkiler sergiledigini
gosterdi. MCF-7, artan dozlarla orantili sekilde azalan bir hiicre canlilik grafigi olusturdu.
Ozellikle 20 pM’lik sisplatin uygulamasinin ardindan canliigin %40’1n altma diistiigii
gozlemlendi. 40 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar ise hiicrelerin neredeyse tamaminin inhibe
olmasina neden oldu. Benzer sonuglar MDA-MB-231 hiicre hattinda da tespit edildi. Bununla
beraber, MCF-7 ile kiyaslandiginda MDA-MB-231 hiicreleri yiiksek dozdaki sisplatine karsi
daha duyarsiz bir profil sergiledi. Grafikten de anlasilacagi tlizere, 20 uM’lik sisplatin
uygulamasi sonrast MDA-MB-231 hiicrelerindeki canlilik orani yaklagik %60 seviyelerinde
kald1 (Sekil 4.1). Ek olarak, 40 ve 100 uM’lik uygulamalar sitotoksisiteyi belirli oranda
arttirsa da bu degerler MCF-7"ye kiyasla hiicre canliliginin yiiksek seviyelerde oldugunu
temsil etmektedir.
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Sekil 4.1. Artan konsantrasyonlardaki sisplatin’in MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar
tizerindeki etkisi. Sisplatinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri
farkli dozlar lizerinden degerlendirildi. Kuyucuk basia 7,500 hiicre olacak sekilde ekilen ve
bir gecelik inkiibasyona birakilan hiicreler ertesi giin 48 saat boyunca 5, 10, 20, 40 ve 100
uM’lik sisplatin dozlar1 ile muamele gordii. Verilerin kiyaslanmasi igin sisplatinin dahil
edilmedigi kontrol grubuna yalnizca PBS’in yer aldig1 bir uygulama yapildi.

4.1.2. Epirubisin’in Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Epirubisin’in kullandigimiz hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisini gézlemlemek igin
artan konsantrasyonlardaki epirubisin (nanomolar aralikta), meme kanseri (MDA-MB-231 ve
MCF-7) hiicre hatlarina uygulandi. Epirubisin’in her iki hiicre hatti tizerindeki sitotoksik
etkisi ayr1 olarak belirlendi. Epirubisin uygulamasi, MCF-7 hiicre hatinda doza bagl bir etki
gosterirken, ayni etki diger hiicre hattinda gozlenmemistir. 500 nM’dan fazla epiribusin
kullaniminda, MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 %50 nin altina diismiistiir; ancak, MDA-
MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligi kullanilan tiim konsantrasyonlarda %50’den fazladir
(Sekil 4.2). 1000 nM epirubisin kullanimi MCF-7 hiicre hattinda hiicre canliligin1 neredeyse
sifira diiglirmiistiir. Ayn1 konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canlilig
yaklasik %70’tir. Bu sebeple, epirubisin uygulamasinin hiicre hatt1 spesifik bir etki gosterdigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.2. Artan konsantrasyonlardaki epirubisin’in MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1
tizerindeki etkisi. Her iki hiicre att1 da 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra 100, 250, 500,
1000 Nm epirubisin ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon adindan MTT testi uygulanarak
bir spektrofotometre yardimiyla hiicre canlilig1 oranlar1 hesaplandi.

4.1.3. 5-FU’nun Meme Kanseri Hiicre Hatlarni Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Yapilan ¢aligmalarda tek bir ajan olarak kullanilan 5-FU’in %25 lik bir yamit gosterdigi,
farkli kemoterapotik ajanlarla kombine halinde kullanildiginda ise %54 oraninda yanit
gosterdigi sonucuna varilmistir. Burada tek ajan olarak 5-FU'nun hiicre yasayabilirligi
tizerindeki sitotoksik etkisi, meme kanseri hiicre hatlarinda MTT deneyi kullanilarak
incelendi. 5-FU muamelesi, kullanilan MDA-MB-231 hiicre hattinda minimum sitotoksisiteyi
10 uM konsantrasyonda gosterirken, bu konsantrasyon MCF-7 hiicre hatlarinda sitotoksik bir
etki olusturmadi. MCF-7 hiicre hattinda minimum sitotoksik etki 50 uM konsantrasyon
uygulamasinda meydana geldi (Sekil 4.3). Sonug olarak, Artan 5-FU konsantrasyonuna bagli
olarak her iki hiicre hattinda da hiicre canlilif1 iizerinde azalan bir etki olusturdugu tespit
edildi.
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Sekil 4.3. Artan konsantrasyonlardaki 5-FU’nun MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlari
tizerindeki etkisi. Her iki hiicre att1 da 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra 10, 50, 100,
250 uM 5-FU ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon adindan MTT testi uygulanarak bir
spektrofotometre yardimiyla hiicre canlilig1 oranlar1 hesaplandi.

4.1.4. Vorinostat’in Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

Vorinostat yaygin olarak kullanilan bir HDAC inhibitoriidiir. Burada, vorinostat’in meme
kanseri hiicre hatlarinin canlilig1 iizerine etkisi arastirilmstir. Vorinostat’in kullandigimiz
hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek i¢in artan konsantrasyonlardaki
vorinostat (mikromolar aralikta), meme kanseri (MDA-MB-231 ve MCF-7) hiicre hatlarina
uygulandi. Vorinostat’in hiicre canlilifi {izerine etkisi her hiicre hatt1 i¢in ayr1 olarak
belirlendi. Vorinostat, her iki hiicre hattinda da genellikle doza bagli bir etki gostermistir. 20
uM vorinostat kullanim1 her iki hiicre hattinda da hiicre canliligin1 %50’nin altina diistirdii.
Doza bagl etki MDA-MB-231 hiicre hattinda daha belirgindir. Hiicre canlilig1 izerinde kayda
deger bir etki her iki hiicre hatt1 i¢in de 3 uM konsantrasyondan sonra goriilmeye baslandi
(Sekil 4.4). Bu sonuglar, vorinostatin genellikle hiicre hatlarina spesifik olmayan bir etki

gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.4. Artan konsantrasyonlardaki vorinostat’in MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1
tizerindeki etkisi. Her iki hiicre att1 da 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra 2, 3, 5, 10, 20
uM vorinostat ile muamele edildi. 48 saat inkiibasyon adindan MTT testi uygulanarak bir
spektrofotometre yardimiyla hiicre canlilig1 oranlar1 hesaplandi.

4.1.5. 5-Aza- 2dC’nin Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

5-Aza-2dC yaygin olarak kullanilan bir DNMT inhibitériidiir. Burada, 5-Aza-2dC’nin meme
kanseri hiicre hatlarmin canliligi iizerindeti sitotoksik etkisi arastirilmstir. 5-Aza-2dC’nin
kullandigimiz hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisini gozlemlemek icin artan
konsantrasyonlardaki vorinostat (mikromolar aralikta), meme kanseri (MDA-231 ve MCF-7)
hiicre hatlarina uygulandi. Vorinostat’in hiicre canlilig1 iizerine etkisi her hiicre hatt1 i¢in ayr
olarak belirlendi. Sonu¢ olarak; MDA-MB-231 hiicre hatt1 5-Aza-2dC’nin artan farkl
konsantrasyonlarindan etkilenmez iken, MCF-7 hiicre hattinda az da olsa hiicre canlilig

tizerinde olumlu etkiler gézlemlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Artan konsantrasyonlardaki 5-Aza-2dC’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlari
tizerindeki etkisi. Ekimi yapilan hiicre hatlar1 24 saat inkiibasyon ardindan 5-Aza-2dC ile
muamele edildi ve takip eden 48 saat ardindan MTT testi uygulanarak hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisi belirlendi.
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4.2. Gen Ekspresyon Analizleri

4.2.1. Bortezomib Uygulamasi1 Sonras1t MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda 4-
1BBL ve OX40L Yiizey Protein Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Daha once yapilan ¢alismalarda bortezomibin immunojenik bir ajan olabilecegi ve kanser-
immiinoterapi yaklasimlarina katki saglayacagi ortaya konulmustur (Cacan ve ark., 2015;
Cacan ve Ozmen, 2020; Berkel ve ark., 2020). Bu galismalardan yola ¢ikarak belirli bir
dozdaki bortezomib uygulamasimin T hiicre aktiflesmesinde ve anti-timor yanitta 6nemli
rolleri bulunan yardimci sitiimiile molekiiller iizerindeki etkisini test etmek istedik.
Kullandigimiz hiicre hatlarindaki farkli bortezomib konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi 6nceki ¢alismalarda ortaya konuldugundan (Codony-Servat ve ark., 2006; Yang ve ark.,
2014) tekrara diismemek adina dogrudan diisiik dozdaki bortezomib uygulamasinin bu
molekiillerin ekspresyonu iizerindeki etkisini belirlemek istedik. Bu ama¢ dogrultusunda,
diger deneylerde de kullandigimiz meme kanseri hiicre hattt (MCF-7 ve MDA-MB-231) 10
nM bortezomib ile muamele edilerek, 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler
toplanarak yiizey proteinlerine spesifik antikorlar kullanilarak oncelikli olarak 4-1BBL yiizey
ekspresyon seviyesine bakildi. Sonug olarak, MDA-MD-231 hiicre hattinda 4-1BBL protein
ifadesi bortezomib ugulamasi sonrasi 2 Kat artig gosterirken, MCF7 hiicre hattinda proteozom
inhibisyonu hiicre yiizeyinde 41BBL protein ifadesinde bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.6).
Dolayisiyla meme kanseri hiicre hatlarinda bortezomib uygulamasinin 4-1BBL ifadesi
agisindan hiicre hatti-spesifik bir etki gosterdigini ortaya konuldu. Daha sonra, her iki hiicre
hattinda diger ¢alistigimiz molekiil olan OX40L ekspresyon seviyesine bakildi. Elde edilen
bulgulara gore, yine MCF-7 hiicre hattinda OX40L ekspresyon seviyesinde bir degisim
gozlemlenmezken, ilging olarak yine MDA-MB-231 hiicre hattinda 4-1BBL expresyonunda
gozlemledigimiz gibi OX40L ekspresyon seviyesinde de anlamli bir artis gdzlenmlendi (Sekil
4.7).
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Sekil 4.6. Bortezomib uygulamasinin, 4-1BBL yiizey protein seviyesi lizerine etkisi. A, B
sirast ile MCF-7, MDA-MB-231 hiicre hatlarina 10 nM bortezomib uygulamas1 sonrasi 4-
IBBL yiizey protein ekspresyon seviyelerini gostermektedir. Analiz i¢in student-t testi
kullanild1 (*p<0.1). Hata ¢cubuklar1 SEM degerini gostermektedir.

(A)
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Sekil 4.7. Bortezomib uygulamasinin, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki yiizey
OX40L protein seviyesi lizerine etkisi. Hiicreler 10 nM bortezomib ile muamele edildi ve 48
saat sonra hiicreler toplanarak flow sitometri icin spesisik antikorlar ile boyandi. Analiz i¢in
student-t testi kullanildi (*p<0.1). Hata gubuklart SEM degerini gostermektedir.
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4.2.2. Bortezomib Uygulamasi1 Sonras1t MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda 4-
1BBL mRNA Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

4-1BBL ve OX40L molekiillerinin hiicre yiizey ekspresyonlarit belirlendikten sonra bu
molekiillerin tranksripsiyon seviyelerinide belirlemek istedik. Bu ama¢ dogrultusunda, 4-
IBBL protein expresyonunun transkripsiyonel diizeyde nasil etkilendigini ortaya koymak
adina her iki timor hiicresi 10 nM bortezomib ile muamele edilerek 4-1BBL transkript
ekspresyonlar1 belirlendi. S6z konusu genin transkript ekspresyon seviyeleri qRT-PCR ile
dlgiildii. Oncelikli olarak bortezomib uygulamasinin ardidan 8 saat sonunda MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre hatlarinda 4-1BBL transkripsiyon seviyesine bakildi.
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Sekil 4.8. 8 ve 24 saat sonunda belirlenen MCF-7 hiicrelerindeki (A-C) 4-1BBL mRNA ve
MDA-MB-231 hiicrelerindeki (B-D) 4-1BBL mRNA transkripsiyon seviyeleri. 10nM
Bortezomib uygulamasi sonrasi, 8 ya da 24 saat sonunda hiicreler toplandi, RNA izole edildi.
Spesifik primerler kullanilarak qRT-PCR ile veriler elde edildi. Grafiklerdeki veriler
birbirinden bagimsiz 3 deneyin ortalamasini gostermektedir. Analiz i¢in Student-t testi
kullanildi (***p<0.001 ). Hata ¢ubuklar1 SEM degerini gostermektedir.
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Yapilan ilag muamelesinin ardindan 8 saat sonunda her iki hiicre hattinda da 4-1BBL mRNA
ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis oldugu gézlemlendi. MCF-7 hiicre hatt1 da kontrole
gore 20 kat artarken MDA-MB-231°de 3 kat artis s6z konusudur (Sekil 4.8). 24 saatlik
bortezomib uygulamasinin sonunda da her iki hiicre hattinda 4-1BBL mRNA ekspresyon
seviyesinde anlamli bir artis oldugu gozlemlendi. Sonug¢ olarak, 10 nM bortezomib
uygulamasimin 4-1BBL mRNA ekspresyon seviyelerinde artisa neden oldugu tespit edildi.
Her ne kadar MCF-7 hiicre hatlarinda 4-1BBL yiizey protein seviyesinde bir degisiklik
gbzlemlenmezken, 10nm bortezomib uygulamasi sonrasinda ilging olarak mRNA seviyesinde

anlamli bir artis gézlemlendi.
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5- TARTISMA ve ONERILER

Hiicre biliylimesini, farklilagmasini, hareketliligini ve apoptozu yoneten sinyal
mekanizmalarinin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve bunlarin kotii huylu fenotipin gelisimi
ile ilgisinin acikliga kavusturulmasiyla yeni bir kanser tedavisi donemi bagladi. Normal ve
patolojik olarak bozulmus hiicresel sinyal aglarinin molekiiler anlayisindaki ilerlemelere
dayanarak, tedavi ve Oonleme ic¢in yeni hedef secici ilaglar gelistirilmistir ve diinya c¢apinda
klinik etkinliklerini arastirmak i¢in bir¢ok calisma devam etmektedir, Bu yeni terapdtik
ajanlar, genel olarak kanser i¢in yeni bir tedavi paradigmasi olusturacaktir (Arruebo ve ark.,

2011).

Bagisiklik sistemi, konagi siirekli mikroorganizmalara maruz kalmaktan korumak igin
gelistirilmistir. Bu biyoljik savunma mekanizmasi, viicut hiicreleri ile mikroorganizmalar
veya enfekte hiicreler arasinda ayrim yapamadigi silirece iyi ¢alismaz. Kanser hiicreleri,
genetik bir degisiklik ile kotii huylu 6zellikler kazanan viicut hiicrelerinden tiiretilir. Bununla
birlikte, kotii huylu hiicrelerin yabanciligi ¢ogu zaman bagisiklik sisteminden kagabilir ve
klinik olarak onemli bir kitleye doniisebilir. Meme kanserinin, malign melanom ve kiisiik
hiicreli olmayan akciger karsinomu dahil olmak iizere yiiksek derecede immiinojenik
kanserlerle karsilastirildiginda geleneksel olarak zayif immiinojenik oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte tiimor infiltre eden lenfositler ve kanser genom dizileri ile ilgili dnceki
calismalar, ER-, HER2+ alt tip ve triple negatif meme kanserinin, ER+ ve HER2- alt
tiplerden daha immiinojenik oldugunu gostermektedir. Meme kanseri dokusundaki bagigiklik
hiicreleri esas olarak T lenfositlerden olusur ve geri kalan1 B lenfosit makrofalarindan, dogal
oldiiriicii hiicrelerden ve antijjen sunan hiicrelerden (APC) olusur. T hiicreler, APC’ler
tarafindan sunulan tiimor antijenlerinin taninmasiyla etkinlestirilir ve T hiicresisinin
aktivasyon sinyallerinin giicli ve kalitesi ¢esitli reseptdr-ligand etkilesimleriyle baglantilidir

(Bayraktar ve ark., 2019).

CDA40, 4-1BB ve OX40 gibi sitimiilator molekdiller T hiicre yanitlarinin olusmasinda, yanit
stiresini  belirlemede, programlamada rol alan onemli molekiillerdir. OX40L, OX40'n
ligandidir (CD134 veya TNFRSF4 olarak da bilinir) ve DC2'ler (dendritik hiicrelerin bir alt
tipi), makrofajlar ve aktive edilmis B lenfositleri gibi bircok antijen sunan hiicrede kararli bir
sekilde eksprese edilir. OX40-OX40L ligasyonu, T hiicreleri i¢in bir hayatta kalma sinyali

kaynagidir ve bellek T hiicrelerinin gelisimini saglar. 4-1BB, T hiicresi belleginin
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genislemesi, efektor fonksiyonunun kazanilmasi, hayatta kalma ve gelistirilmesinde rolleri
olan bir ortak uyarict molekiildiir (Seong ve ark., 2005; Arch ve ark., 1998; Kumari ve ark.,
2013).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak; bu calisma kapsaminda, ¢esitli test teknikleri ile kemoterapotik
ilaclara diren¢ goOsteren kanserli meme hiicre hatlarn (MCF-7, MDA-MB-231)’nin
kemoterapotik ajanlara gosterdikleri farkli duyarhiliklarin potansiyel mekanizmalar1 ve

immiinolojik genlerin (OX40L ve 4-1BBL) ekspresyon seviyeleri arastirildi.

Calismada kullanilan MCF-7 hiicre hattinin 6strojen reseptor alfa, androjen, progesteron ve
glukokortikoid reseptorlerini eksprese etmesi tibbi arastirmalarda onlart degerli araclar
yapmaktadir. Yapilan calismalarda, anti-Gstrojen kemoterapi ilaglariyla yapilan tedavinin
MCF-7 hiicre hattinin proliferasyonunu inhibe ederek ve apoptozu indiikleyerek kiiltiirlerin

biliylimesini azaltabildigi gosterilmistir.

MDA-MB-231, dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu ve HER2
amplifikasyonundan yoksun oldugundan, tedavi edilmesi en zor olan oldukca agresif, istilaci,
metastatik Ozellik gdsteren triple negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir. Metastatik
hastalik i¢in sagkalim oranlarinin arttirilmasi yogun arastirma konusu olmustur ve yeni
ajanlar ve stratejiler aktif olarak degerlendirilmektedir. ER, PR ve HER2 ekspresyonunun
olmamasi1 bu kanser hatlarinda kemoterapiyi on plana cikarmistir. Kemoterapiye yanit
vermesine ragmen metastatik yetenegi en giiclii olan kanser tipidir. Tiim meme kanseri hiicre
hatlarina gore tedavi edilmesi zor ve yayilma olasiligi daha yiiksektir. Bu nedenle, bu agresif

tiimor i¢in yeni terapotik ajanlara kritik olarak ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sisplatin, Epirubisin, 5-FU, Vorinostat, 5-Aza-2dC kemoterapotik ajanlari artan
konsantrasyonlarda her iki meme kanseri hiicre hattina uyguland1 ve hiicre canliliklar
tizerindeki sitotoksik etkiler MTT deneyi ile belirlendi. Elde ettigimiz veriler gosterdiki
kullanilan her iki hiicre hattinin bu kemoterapi ajanlarina karsi olan duyarliliklari farklilik arz
etmektedir. Baz1 kemoterapotiklere karst MCF-7 hiicre hatti daha duyarli iken, digerlerine
kars1t MDA-MB-231 hiicre hattinin daha duyarl oldugu gézlemlendi.

Uygulanan sisplatin konsantrasyonlarinin her iki hiicre hattinda da oldukg¢a etkili hiicre

Olimiine sebep oldugu gozlemlendi. Sonuglar her iki hiicre hattinda da sisplatin tedavisinin
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sitotoksik etkiler sergiledigini gosterdi ancak MCF-7 ile kiyaslandiginda MDA-MB-231
hiicreleri yiliksek dozdaki sisplatine kars1 daha duyarsiz bir profil sergiledi.

Antrasiklin kemoterap6tik ajan ailesinin bir iiyesi olan epirubisin, hem erken donem meme
kanserinde hem de metastatik meme kanserinde adjuvan tedavi olarak diinya ¢apinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Epirubisin uygulamasi, MCF-7 hiicre hatinda artan doza bir etki
gosterirken, aymi etki diger hiicre hattinda g6zlenmemistir. Bu sebeple, epirubisin
uygulamasinin hiicre hatti spesifik bir etki gosterdigi séylenebilir. In vivo deneylerde bu

farklilik hesaba katilarak deney tasarimlar1 gerceklestirilebilir.

Vorinostat, histon deasetilazlar (HDAC'ler), Ostrojen reseptorii (ER) transkripsiyonel
kompleksinin onemli bilesenleridir. Preklinik olarak, HDAC inhibitorleri, hormon reseptorii
pozitif meme kanserinde tamoksifen / aromataz inhibitorii direncini tersine ¢evirebilmektedir.
HDAC inhibitorleri; tlimor baskilayici proteinlerin, transkripsiyon etkenlerinin ve histonlarin
asetilli kalmasin1 destekleyerek biyolojik etkinliklerine tesir edebilmekte ve genlerin ifade
sekillerinde degisiklikler meydana getirebilmektedir. Vorinostat, her iki hiicre hattinda da
genellikle artan doza bagl bir etki géstermistir. Dolayisi ile bu sonuglar, her iki meme kanseri
tipine sahip farelerde yapilacak in vivo deneylerin de benzer etkiler gosterebilecegine isaret

etmektedir.

Antikanser ajan olarak bilinen 5-Florourasil, kolon, meme ve cilt kanseri dahil olmak tiizere
birgok yaygin malignitenin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir. Dogal
olarak olusan pirimidin urasilin bir analogu olan bu ilag, urasil ile ayn1 metabolik yollarla
metabolize edilir. Birkag¢ potansiyel antitiimor aktivite bolgesi tanimlanmis olmasina ragmen,
kesin etki mekanizmasi ve bu bdlgelerin her birinin timor veya konakgr hiicre toksisitesine ne
Ol¢iide katkida bulundugu belirsizligini korumaktadir. 5-FU konsantrasyonuna bagli olarak
her iki hiicre hattinda da hiicre canlilig1 lizerinde azalan bir etki olusturdugu tespit edildi.
Epigenetik degisiklikler kanser terapilerinin gelismesi i¢in giderek daha degerli hedefler
olarak kabul edilmektedir.

Metilasyon DNA baz sekansini degistirmediginden, arastirmacilar potansiyel olarak anti-
kanser ajanlar1 olarak kullanilabilecek DNMT'lerin kiigiik molekiil inhibitorlerinin
gelistirilmesine odaklanmustir (Izmirli, 2013). DNMT'ler meme kanseri de dahil olmak {iizere
cesitli timor tiplerinde asir1 eksprese edilir. DNMT'lerin inhibisyonu, timdér olusumunda

azalma ve tiimor baskilayicit genlerin ekspresyonunun artmasi ile iliskilidir. Bu nedenle,
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DNMT 'ler spesifik anti-kanser stratejilerinin tasarimi i¢in degerli hedefler olarak kabul edilir.
DNMT'lerin en yaygin kullanilan inhibitorii, 5-aza-2dC artan konsantrasyonda kullanilarak,
farkli meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi belirlendi ve sonug¢ olarak
MDA-MB-231 hiicre hatt1 5-Aza-2dC’nin artan farkli konsantrasyonlarindan etkilenmez iken,

MCEF-7 hiicre hattinda az da olsa hiicre canlilig1 {izerinde olumlu etkiler gézlemlendi.

Bu tez c¢alismasinin ikinci basamaginda, immiinojenik bir ajan olan Bortezomibin
immiinolojik bazi genler {izerindeki ekisini arastirmakti. Seichiro Komatsu ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢aligmalarda MD-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar ¢esitli konsantrasyonlarda
Bortezomib ile muamele edilip ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra canli hiicre sayilari
degerlendirildiginde 10 nM ‘dan biiyiik olan konsantrasyonlardaki Bortezomib uygulamasinin
MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde gii¢lii hiicre biiylimesi inhibisyonu sergiledigi ancak
MCF-7 hiicre hatlarinda daha az etkili oldugu gosterildi. Bu c¢alisma ile MDA-MB-231
hiicreleri i¢in IC50 degeri 17 nM olarak belirlenirken, MCF-7 hiicrelerinde 96 saate uzatilmis
inkiibasyon siiresi sonunda 25 nM da %50 hiicre biiylimesi inhibisyonu gosterdigi belirtildi.
Bu calismada, Botrezomib uygulamasinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda ¢esitli

konsantrasyonlarda apoptozu indiikledigi sonucuna varildi (Komatsu ve ark., 2012).

Yine benzer bir ¢calismada, Feng Yao ve ¢alisma arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
da Bortezomibin hiicre ¢ogalmasi ve proteozom aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi. MCF-7
hiicreleri 48 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda bortezomib ile muamele edildikten sonra
MTT deneyi ile hiicre inhibisyonu degerlendirildi. Sonu¢ olarak ise MCF-7 hiicre
proliferasyonunun doza bagimli sekilde bortezomib tarafindan inhibe edildigi sonucuna
varildi. 50 nM dozda bortezomibin MCF-7 hiicre hatlar1 ile 48 saatlik muamelesinin ardindan
MCF-7 proliferasyonunun %32 oraninda inhibe edildigi tespit edildi (Sun ve ark., 2011).
Bortezomib uygulamasinin hiicre canliligi iizerinde oldiirticii etkisi oldugu yapilan bu

caligmalar ve bir ¢ok ¢alisma ile kanitlanmustir.

Bortezomibin immiinjenik etkisini anlamak adina, OX40L ve 4-1BBL genlerinin timor
hiicrelerindeki ekspresyon seviyelerini arastirdik. Kullanilan uygun bortezomib dozu yapilan
calismalar baz alinarak 10 nM olarak belirlendi. Bortezomib kullanilarak MCF-7 ve MDA-
MB-231 kanserli hiicre hatlar1 iizerindeki 8 saat ve 24 saat sonunda ayri ayr1 4-1BBL ve

OX40L genlerinin ifadelerine bakildi. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda Bortezomib
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uygulamasi sonucu mRNA seviyesinin iki hiicre hattindada artis gosterdigi tespit edilmesine
ragmen, 24 saatin sonunda MDA-MB-231 hiicre hattinda 4-1BBL yiizey protein ekspresyonu
artarken, MCF-7 hiicre hattinda bu ekspresyonun azaldigi gortilmiistiir. Yani MCF-7 hiicre
hattinda transkripsiyon seviyesine etki ettigi ancak translasyon asamasinda herhangi bir
etkisinin olmadig1 anlasildi. OX40L i¢cin mRNA ifadesine bakilamadi ancak yiizey protein
ekspresyonu belirlendi. Sonug olarak, yiizey protein ekspresyonunun MDA-MB-231 hiicre
hattinda kontrole gore ekspresyonu artarken, MCF-7 hiicre hattinda ekspresyonun azaldigi
gorildii. Sonug olarak, diisiik dozlardaki bortezomibin kanser immiinoteerapi yaklasimlarinda
kullanilmasmin faydali olacagi ve anti-timér immiin yanitt aktiflestirebilecegini
diisiinmekteyiz. Bu ¢alismalarin devami niteliginde bortezomib uygulamasi sonucunda T
hiicre aktiflesmesi, canlilig1 ya da T hiicre ile tiimor hiicresi inkiibasyonu sonucunda tiimor

hiicresindeki apoptoz durumlari belirlenebilir.
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6. EKLER
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Sekil. Sisplatin uygulamas1 sonrast MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin mikroskop
goruntisu.
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MCF-7/ Kontrol

Sekil. Epirubisin uygulamasi sonrast MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin mikroskop
goruntis.
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Sekil. 5-FU uygulamasi sonrast MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii.
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