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OZET

GIRIS VE AMAC: Wnt/p-katenin sinyal yolaginin aktivator kinaz1 olan TNIK’ m
NCB-0846 ile inhibisyonunun triple negatif meme kanseri lizerindeki terapdtik
etkisinin molekiiler diizeyde arastirilmasi amaglanmustir.

YONTEM: Triple negatif meme kanseri hiicre hatt1 olarak MDA-MB-231, kontrol
hiicre hatt1 olarak ise MCF-10A hiicreleri kullanilmistir. WST-1 analizi ile NCB-
0846’nin sitotoksik etkisi, Annexin V analizi ile apoptotik etkisi, hiicre dongiisii
analizi ile hiicre dongiisiine etkisi ise , Akridin Oranj boyama ile hiicre morfolojisine
olan etkisi gosterilmistir. Ayrica CTNNB1 (B-katenin) gen ekspresyonu iizerindeki
etkisi RT-PCR analizi gosterilmistir. Tiim analizlerde hiicrelere 1, 2 ve 3 uM dozlarda
NCB-0846 uygulanmis ve NCB-0846 uygulanmayan hiicre hatlar1 negatif kontrol
grubu olarak degerlendirilmistir ve deneyler tiger kez tekrar edilmistir.

BULGULAR: NCB-0846, MDA-MB-231 hiicrelerindeki canlilik oranlar1 zaman ve
doz bagimli olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<<0,01). MDA-MB-231 hiicreleri
icin en diisiik canlilik oranlar1 72 saat inkiibasyon sonrasinda 3 puM dozda %42,20
olarak belirlenmistir. MCF-10A hiicrelerinde 72 saat inkiibasyon sonrasinda 3 pM
dozda canlilik oran1 %53,92 olarak belirlenmistir (p<0.01). Apoptotik hiicre oranlari,
MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde 3 uM NCB-0846 inkiibasyon i¢in sirasiyla
%60,5 ve % 39,33 olarak tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde NCB-0846’nin
artan konsantrasyonuna bagli olarak G2/M evresinde hiicre tutulmasina neden oldugu
belirlendi (p<0.01). Ayrica morfolojik olarak, MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA
fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi ve hiicre biiziilmesi gozlemlendi. RT-PCR
analizinde ise MDA-MB-231 hiicrelerinde CTNNB1 ekspresyon seviyesi azalirken,
MCF-10A hiicrelerinde anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

SONUC: NCB-0846’nin, MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligint inhibe
ederken, apoptozu indiikledigi gosterildi. Sonuglarimiz, NCB-0846’nin kanser
tedavisi i¢cin uygun bir aday olabilecegini, ancak molekiiler diizeyde -etki
mekanizmalarini daha iyi anlamak i¢in daha ileri in vitro ve in vivo ¢aligsmalarin gerekli
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: NCB-0846, TNIK, Triple negatif meme kanseri, Wnt/p-katenin



ABSTRACT

Therapeutic effect of inhibition of Wnt/p-catenin signal pathway in triple
negative breast cancer

AIM: It was aimed to investigate the therapeutic effect of NCB-0846 inhibition of
TNIK, which is the activator kinase of Wnt/B-catenin signaling pathway, on triple
negative breast cancer at the molecular level.

MATERIAL AND METHOD: MDA-MB-231 cells were used as triple negative
breast cancer cell line and MCF-10A cells were used as control cell line. WST-1
analysis showed the cytotoxic effect of NCB-0846, Annexin V analysis showed its
apoptotic effect, cell cycle analysis showed its effect on cell cycle, and Acridine
Orange staining showed its effect on cell morphology. In addition, the effect of NCB-
0846 on CTNNBI1 (B-catenin) gene expression was demonstrated by RT-PCR analysis.

RESULTS: The viability rates in NCB-0846, MDA-MB-231 cells decreased
significantly in a time and dose dependent manner (p<0.01). The lowest viability rates
for MDA-MB-231 cells were determined as 42,20% at the 3 uM dose after 72 hours
of incubation. After 72 hours of incubation in MCF-10A cells, the viability rate was
determined as 53,92% at 3 uM dose (p<0.01). Apoptotic cell rates were determined as
60,5% and 39,33% for 3 uM NCB-0846 incubation in MDA-MB-231 and MCF-10A
cells, respectively. It was determined that NCB-0846 caused cell uptake in the G2/M
phase due to the increasing concentration in MDA-MB-231 cells (p<0.01). In the RT-
PCR analysis, while the expression level of CTNNB1 was decreased in MDA-MB-
231 cells, it was determined that it increased significantly in MCF-10A cells.

CONCLUSION: NCB-0846 was shown to induce apoptosis while inhibiting viability
in MDA-MB-231 cells. Our results suggest that NCB-0846 may be a suitable
candidate for cancer therapy, but further in vitro and in vivo studies are required to
better understand its mechanisms of action at the molecular level.

Keywords: NCB-0846, TNIK, Triple negative breast cancer, Wnt/p-catenin
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1.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, tiim diinyada goriilen kanserlerin en sik, kadinlarda kansere bagh
mortalitenin birinci nedenidir. 2020 Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore
(GLOBOCAN) meme kanseri yilda 2,3 milyon (%11,7) yeni vaka ile en sik teshis
edilen kanserdir. Kadinlarin tiim yasami boyunca meme kanserine yakalanma riski,
Amerika Birlesik Devletleri'nde 8 kadinda bir, Avrupa’da ise 10 kadinda birdir (Siegel
ve ark., 2021).

Triple negatif meme kanseri (TNMK), diger kanser subtipleri iginde en mortal
seyredenidir. Trastuzumab (Herceptin) gibi HER2 pozitif meme kanserlerine kars,
tamoksifen gibi ER-pozitif meme kanserlerine kars1 hedeflenen terapiler mevcut iken,
TNMK’ nde bu reseptorler olmadigindan bu gibi terapdtik  ajanlar
kullanilamamaktadir. Su an i¢in cerrahi miidahale ve sistemik sitotoksik kemoterapi,

TNMK i¢in baslica tedavi yollar1 olmustur.

WNT/B-Katenin sinyal yolagi, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsma, hiicre gocii, genetik
stabilite, apoptoz ve kok hiicre yenilenmesi gibi temel hiicresel islevlerinin
diizenlenmesinde gorev alan temel sinyal yolagidir. Bu sinyal yolaginin
diizenlenmesinde pek c¢ok molekiil rol oynamaktadir. Bu molekiillerde meydana
gelebilecek mutasyonlar ve konjenital malformasyonlar, ¢esitli kanser tiirlerinin ve
osteoporoz gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir

(MacDonald ve ark., 2009).

Wnt/ B-katenin sinyal yolagindaki degisimlerin kolon, pankreas, akciger ve meme
kanseri gibi cesitli kanser tiirlerinde roliine dair literatiirde farkli g¢alismalar
bulunmaktadir (Cheng ve ark., 2019; Pan ve ark., 2020; X. Xu ve ark., 2020; Zhou ve
ark., 2020). Bu kapsamda, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin farkli basamaklarindaki
inhibisyonunun kolorektal kanser, akciger kanseri ve meme kanserindeki terapotik
etkisi farkli caligmalarla ortaya konmus ve bu nedenle kanser tedavisinde potansiyel
bir hedef olarak onemi vurgulanmaktadir (Huang ve ark., 2019; Larriba ve ark., 2013;
Zhang ve Wang, 2020).
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Traf2 (TNF reseptor iliskili faktor 2) ve TNIK ( Nck etkilesimli kinaz), WNT/B-
Katenin sinyal yolagimin 6nemli bir diizenleyici bilesenleridir. TNIK, niikleus
diizeyinde p-Katenin/TCF4 kompleksi ile etkilesime girerek TCF4'li fosforile
etmektedir. Aktive olan B-Katenin/TCF4 kompleksi, transkripsiyonu baslatarak hedef
genleri aktive etmektedir. Dolayisiyla bu sinyal yolaginin asir1 aktivitesine bagh
olusan tlimorgenezisi inhibe etmek icin TNIK terapdtik bir hedef haline gelmistir

(Mahmoudi ve ark., 2009).

TNIK inhibisyonunun kolorektal kanser ve akciger kanseri iizerinde anti-kanser
terapotik etkisi aragtirllmistir (Sugano ve ark., 2021). Ancak meme kanseri hiicreleri
tizerinde TNIK inhibitdrlerinin etkisine dair heniiz bir ¢alisma mevcut degildir. NCB-
0846, yeni tanimlanmig kii¢iik molekiillii bir TNIK inhibitoriidiir (Masuda ve ark.,
2016; Yamada ve Masuda, 2017). NCB-0846, anti-WNT/p-Katenin aktivitesine
sahiptir. Aktif olmayan bir konformasyonda TNIK'a baglanan NCB-0846, Wnt/f} -

Katenin yolunu inhibe etmektedir.

Bu kapsamda bizim ¢alismamizda, TNIK inhibitorii olarak NCB-0846'nin TNMK’de

terapotik etkisinin molekiiler diizeyde arastirilmasi amaglanmistir.
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2.GENEL BILGILER

2.1. Memenin Gelisimi, Fizyolojisi ve Anatomisi
2.1.1 Meme gelisimi

Meme dokusu ektodermal orjinli apokrin dzellikte bir salgi bezidir. Embriyonun 5-6.
haftasinda, aksilladan inguinal bolgeye uzanan, govdenin Oniinde, kalinlagmis

ektoderm ¢izgisinden gelisir. Bu ¢izgi {izerinden meme ve meme basi gelismektedir.

Dogum yapmamis kadinlarda meme gelisimi tamamlanmamistir. Bu donemde, duktus
epiteli daha fazla, alveol epiteli daha azdir. Meme siit vermek {izere hamilelikte
hazirlanir. Duktal, lobiiller ve alveollerdeki gelismeye bagli olarak hamileligin
sonlarinda meme boyutu normalden iki kat daha artabilir. Dogumla beraber plasental
laktojen, dstrojen ve progesteron azalarak hipofiz kaynakli prolaktin salinimi ile siit

tiretimi saglanmaktadir.

Menapoz doneminde memede glandiiler doku azalmaktadir ve yerini yag dokusu
almaktadir. Menapoz sonrast meme dokusunun yapisi biiylik oranda yag dokusu, bag
dokusu ve duktuslardan olusmaktadir. Bu donemde yag dokusu az ise memeler pitotik

olmaktadir.
2.1.2. Meme anatomisi

Farkli boyutlardaki yetiskin kadin memesi, toraks 6n duvarinda, {ist ve altta II-VI.
kostalar ile, lateralde 6n aksiller ¢izgi ve medialde sternum arasindadir. Memenin iist
lateral kism1 aksillaya dogru uzanmaktadir. Bazen aksiller fossa anterioruna kadar
ilerleyen, aksiller proses veya Spence Kuyrugu olarak adlandirilan yapr gortilebilir
(Okubo ve ark., 2013). Meme dokusu, pektoral fasianin anteriorunda lokalizedir ve
pektoral fasiadan submammarian bir alan ile ayrilmaktadir. Submammarian alanin
varlig1, serratus anterior, eksternal oblik kaslar ve pektoralis major ile iligkili olarak

memenin mobilitesini saglamaktadir.

Her memede 15-20 adet meme lobu bulunmaktadir ve her lob 20-40 adet lobiil

icermektedir. Her lob, major duktus icerisine agilmaktadir. Dar bir agizla major
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duktuslar meme basinin ampullasina acgilmaktadir. Meme basi/aerola kompleksinin

altinda her bir major duktusun genislemis kismi laktifer6z siniiste yer almaktadir.
2.1.2.1. Memenin arterleri:

Lateralde - Arteria axillaris

- Arteria thoracia superior
- Arteria thoracoacromialis
- Arteria thoracica lateralis

Aurteria subscapularis

Medialde

- Arteria thoracica internanin dallari

Posteriorda

-11-IV. arteria interkostalislerden gelen perforan damarlar (Sekil 2.1.)



torakoakromial arterin pektoral dali

aksiller arter
a. mammaria interng

anterior interkostat \‘
perforan arterler|

lateral torasik
arter

interkostal arter dallan

Sekil 2.1. Memenin arterleri (Bland ve ark., 2018’ den degistirilerek kullanilmistir).

2.1.2.2. Memenin venleri:

Memenin vendz akimi, periareolar pleksustan baslar ve arterlere eslik eder. Ayrica

bunlara ek ylizeyel venoz bir pleksus da vardir (Ricbourg, 1992).
2.1.2.3. Memenin lenfatik drenaji:

Memenin lenfatik akimi baglica aksiller lenf nodlarina olmaktadir. Bunun yanisira
non-aksiller lenf nodlar1 olan mammaria interna lenf nodlari, mammaria interna arteri

ve veni boyunca lokalizedir ve bunlara da drenaj mevcuttur (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Memenin lenfatik drenaji(Bland ve ark., 2018’ den kullanilmistir)

Calismalarda sadece aksillaya akim %80-97, aksillaya ve mammaria interna lenf
nodlarmin her ikisine akim %20-25 oranda ve yalnizca mammaria internaya lenfatik
drenaj ise %3-6 oranda ger¢eklesmektedir (Cody, 2010). Bazi lenfatikler pektoral
majorun lateralinden aksilladaki lenf nodlarin pektoral grubuna drene olurken, bazilar
da pektoral majorun arasindan direk apikal lenf nodlarina olmaktadir. Bunlar disinda
diger lenfatikler de pektoral majorun arasindan mammaria interna lenf nodlarina drene
olmaktadir. Mammaria interna lenf nodlar1 parietal plevra Oniinde ve interkostal
araliklarda lokalizedir (Johnson, 2010). Kollateral memeye gecis lenfatikler arasindaki

baglantilarla olmaktadir. (Nathanson ve ark., 2001).

Aksillada pektoral mindriin komsuluguna gore simiflandirilan lenf nodlar1 vardir.
Level 1 lenfnodlar1 pectoral mindr kasinin laterali ve inferiorunda, Level 2 lenf nodlari
pektoral mindriin posteriorunda , Level 3 ise pektoral mindriin {ist kenarinin

medialinde tanimlanmaktadir (Sekil 2.3.).
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uperior épigastrik lenfatikler<”

Sekil 2.3. Memenin lenfatik akimiyla iligkili lenf nodu gruplari : pektoral mindriin
komsuluklarina gore belirtilmistir (Bland ve ark., 2018” den degistirilerek
kullanilmaistir).

Memede lenfatik pleksuslar, interlobiiler bag dokusunda, laktifer kanallarin
duvarlarinda ve memenin subareoler bolgesinde bulunmaktadir. Lenfatik akim
subareoler lenfatik pleksustan kontralateral memeye, mammaria internaya ve aksiller
lenf nodlarina olmaktadir (Johna, 2006). Hem dermal hem parankim igi lenfatikler
%20-86 olguda ayni koltuk alt1 lenf nodlarina drene olmaktadir (Vendrell-Torné ve
ark., 1972). Kadavra incelemerinde lenfatik duktuslara boya enjeksiyonu sonrasi tiim
yuzeyel lenfatik duktuslaridan Level I lenf nodlarima akim oldugu gosterilmistir.
Yiizeysel lenfatik kanallar dermis ve parankim arasindadir ve bazilari parankim ici
mammaria interna veya intramammarian lenf nodlarina drene olmaktadir (Suami ve
ark., 2008). Kiigiik memelerde, geng ve zay1f bayanlarda mammaria internaya drenajin
daha fazla oldugu bildirilmistir (Krynyckyi ve ark., 2004). Peritiméral derin

intraparankimal boya enjeksiyonu, subdermal, yiizeyel ve intradermal
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enjeksiyonlardan daha fazla mammaria interna lenf nodlara drenaj gostermektedir

(Mudun ve ark., 2008).
2.2. Meme Kanseri
2.2.1 Insidans — epidemiyoloji

Kadinlar arasinda meme kanseri en sik teshis edilen kanser tiiriidiir ve kanserden
kaynakli liimlerin basinda gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii dnciiliigiinde diinyanin
farkli bolgelerinde ‘Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst’ tarafindan olusturulan
“GLOBOCAN 2020” kilavuzuna gore her yil teshis edilen yaklasik 19,3 milyon yeni
kanser vakasinin %11,7’sini meme kanserleri olusturmaktadir (Sung ve ark., 2021).
En mortal kanserler arasinda ise akciger, kolorektal, karaciger, mide kanserinin
ardindan 5.sirada yer almaktadir (Sekil 2.4.). Gelismis tarama ve goriintiileme
modaliteleri ve erken teshis sayesinde gelismis iilkelerde meme kanseri daha yiiksek
bir insidans gosterirken, goreceli mortalite ise daha diisiik olmaktadir (Ghoncheh ve
ark., 2016). Kanser taramalarinin ve ortalama yasam stiresinin artmasi nedeniyle tanisi

konulan meme kanseri siklig1 da artmistir.

Ulkemizde ise 2020 yilinda kanser tanist alan 233.000 kisinin %10,3’iinii meme
kanseri olusturmaktadir (Sekil 2.5.). Kadin popiilasyonda bu oran %23,9’a kadar
cikmaktadir (Sekil 2.6.). Tiim yas gruplarindaki 5 yillik meme kanseri prevalansi her
100.000 kiside 196.64 olarak tespit edilmistir (Tablo 2.1).
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Erkek ve Kadin .
Insidans Olum orani

Kolon
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iy Kadin %7.7
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%
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Sekil 2.4. Yasa gore standardize edilmis insidans ve mortalite siralamasinda ilk 10
kanser tipi ve ylizdeleri (Sung ve ark., 2021° den degistirilerek kullanilmustir).

[ Urkiye

Cografya

Akcger
41,254 (%17 8)

Meme i -
2 24175(%10.3) ]
114,078 (%48.9) Kolon T
21181 (%9.1) AT y
Prestal R
19.444 (%3.3) ; ;
Tirokd i
13,682 (%59)

Toplam: 233 834

Sekil 2.5. Tiirkiye 2020 yilinda goriilen kanser tiirleri, sayisi ve oranlari (Sung ve ark.,
2021’ den degistirilerek kullanilmigtir).
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Tum yaglarda erkeklerde 2020 yilinda yeni vaka sayilar

Akciger
Diger kanserler 34207 (%25.8)

48513 (%636.5)

Mide Prostat
8187 (%7 9) 19 444 (%14.6)

Mesane Kolon
10.476 (%7.9) 11.989 (%9)

Toplam: 132 816

Tum yaslarda kadilarda 2020 yilinda yeni vaka sayilari

Meme
24175 (%23.9)

Diger kanserler
43632 (%43.2)

Tireid
11.034 (%:10.9)
Kolon
9.202 (%9.1)
Rahim agz Akciger
5918 (%59) 7057 (%7)

Toplam: 101 018

Sekil 2.6. Tiirkiye 2020 yilinda goriilen kanser tiirleri, sayisi ve oranlarin cinsiyete
gore dagilimi1 (Sung ve ark., 2021” den degistirilerek kullanilmustir).
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Tablo 2.1. Tirkiye’de 2020 yilinda goriilen kanser tiirlerinin prevalans, insidans ve
mortalite degerleri (Sung ve ark., 2021’ den degistirilerek kullanilmistir).

Yeni Vakalar Oliimler 5 yillik prevalans
(tiim yaglarda)
Kanser Say1 Sira % Kiimiilatif Say1 Sira % Kimii Say1 Oran (
risk latif Her 100
risk 000)
Akciger 41264 1 176 4.82 37070 1 29,3 447 45607 54.08
Meme 24175 2 10,3 4.89 7161 4 57 139 83973 196.64
Prostat 19444 3 8,3 5.26 5 464 6 4,3 085 69682 167.36
Tiroid 13682 4 59 1.41 795 21 0,63 0.09 47883 56.77
Mide 13075 5 5,6 1.46 10789 2 8,5 118 19781 2345
Mesane 12248 6 52 1.47 3771 11 3.0 036 35857 4252
Kolon 12217 7 52 1.41 6 545 5 52 0.66 31660 37.54
Rektum 8741 8 3,7 1.03 4178 10 3,3 046 24796 29.40
Pankreas 8392 9 3,6 0.94 8214 3 6,5 092 6392 7.58
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2.2.2. Risk faktorleri

2.2.2.1. Tleri yas

Yaglanma ve cinsiyet, meme kanserinin en onemli risk faktorlerindendir. Meme
kanseri goriilme sikligi, artan yasla onemli oranda iliskilidir. 2016 yilinda yapilan
calismada, Amerika Birlesik Devletleri'nde meme kanserine bagli mortalitenin
%99,3i ve %71,2'si sirasiyla 40 ve 60 yasin izerindeki kadinlarda
bildirilmistir (Siegel ve ark., 2017). Bu nedenle 40 yas ve tizeri kadinlarda her yil

mamografi taramasi yaptirmak gerekmektedir.

2.2.2.2. Aile oyKkiisii

Meme kanserlerinin 1/4°ii aile dykiisii ile iliskilidir (Brewer ve ark., 2017). Ozellikle
annesi ve/veya kiz kardesine meme kanseri teshisi konulmus olan kadinlarda risk orani
fazladir. Ingiltere'de 113.000'den fazla kadindan olusan bir kohort ¢alismasi, birinci
derece akrabalarinda meme kanseri saptanan kadinlarin akrabalarinda meme kanserine
yakalanma riski, saptanmayan kadinlara gore 1,75 kat daha fazla bulunmustur. ki tane
veya daha fazla birinci derece akrabada saptandiginda risk en az 2,5 kat artmaktadir

(Brewer ve ark., 2017).
2.2.2.3. Ureme faktorleri

[k gebeligin ge¢ yasta olmasi, diisiik parite, erken menars ve ge¢ menopoz gibi
faktorler meme kanseri riskini arttirmaktadir. Menopozdaki her 1 yillik gecikme,
meme kanseri riskinde %3 artisa neden olmaktadir. Her ilave dogum veya menarsta
her bir yillik gecikme meme kanseri riskini sirasiyla %5 veya %10 oraninda
azaltmaktadir (Dall ve Britt, 2017; Ghoncheh ve ark., 2016). Norveg¢’te yapilan bir
kohort ¢alismada, ilk dogumun erken (<20 yas) veya gec (=35 yas) yaslarda olmasinin

meme kanseri riskini 1.54 kat arttirdigi bulunmustur (Horn ve ark., 2013).

2.2.2.4. Ostrojen

Eksojen ve endojen Ostrojen, meme kanseri riskindeki artis ile iliskilidir. Endojen

Ostrojen genellikle menopoz Oncesi kadinlarda overlerde iiretilmektedir.
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Ooferektomili hastalarda bu nedenle meme kanseri riskinin diisik oldugu
gozlemlenmistir (Kauff ve ark., 2008) . Hormon replasman tedavileri (HRT) ve oral
kontraseptif tedavileri eksojen Ostrojenin ana kaynaklaridir. Oral kontraseptifler
1960'lardan bu yana yaygin olarak kullanilmaktadir. Tedavisinin {izerinden 10 yildan
uzun siire gegmis oral kontraseptif kullanan kisilerde meme kanseri risk faktorii

olmaktan ¢ikmaktadir (Bethea ve ark., 2015).

HRT, menopoz yada postmenopozal kadinlar i¢in Ostrojen veya diger hormonlarin
replasmanidir. Bazi ¢calismalar, HRT’nin meme kanseri i¢in risk faktorii olabilecegini
bildirmistir. Birlesik Krallik'taki bir milyon kadin {izerinde yapilan bir ¢alismada,
HRT uygulananlar ile hi¢ uygulanmayanlar arasinda 1,66 oraninda artmis risk
bildirilmigtir. Asya'da 22.929 kadin {izerinde yapilan bir kohort ¢alismasinda ise;
strastyla 4 ve 8 yil siireyle HRT aldiktan sonra sirasiyla 1,48 ve 1,95 oranlarinda risk

artig1 bildirilmistir. (Beral ve Million Women Study Collaborators, 2003).

2.2.2.5. Yasam tarzi

Yagh diyet ve asirt alkol tiiketimi meme kanseri riskini artirabilmektedir. Alkol,
Ostrojeni ylikselttigi, folat emilimini azalttig1 ve hiicre DNA’ sina zarar verdigi icin
meme kanseri riskini arttirmaktadir. Elli li¢ epidemiyolojik aragtirmay1 kapsayan bir
meta-analiz, glinde 35-44 gram alkol tiiketmenin riski %32 arttirdigin1 ve bu miktardan
gilinliikk 10 gram daha fazla tiiketmenin riski %7,1 oraninda arttirdigini bildirmistir
(Hamajima ve ark., 2002; Jung ve ark., 2016). Meme kanserli hastalarda doymus
yaglar olmak {iizere, asir1 yag tiikketimi kotii prognoz ile iligkilidir (Makarem ve ark.,
2013). Meme kanseri riski ve sigara arasindaki iligski tartigmali olsada, sigara
dumaninda bulunan mutajenler emzirmeyen kadinlarda memeden alinan aspirasyon
orneklerinde tespit edilmistir. Sigaranin meme kanseri riskinin yaklasik 1,55 kat
arttirdigin1 yapilan meta-analiz ve derlemeler gostermektedir (Jones ve ark., 2017,
Knight ve ark., 2017; Macacu ve ark., 2015). Meme kanserine yakalanma riskinin

ozellikle erken yasta sigara icenlerde arttig1 bilinmektedir (Catsburg ve ark., 2015).
2.2.3. Meme kanserinde evreleme ve prognoz

Amerikan Ortak Kanser Komisyonu (AJCC) tarafindan, meme kanseri i¢in TNM

smiflandirmasi; tiimdr derecesi, proliferasyon hizi, dstrojen reseptorii (OR) ve
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progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu, insan epidermal biiyiime faktorii 2 (HER2)
ekspresyonu ve gen ekspresyonu gibi biyolojik faktorlerin evreleme sistemine dahil
edilmesiyle gergeklestirilmistir. Belirlenen biyo-belirtegler ile TNM evreleme
sistemine yalnizca patolojik evreyi degil, ayn1 zamanda farkli biyo-belirteclerin de sag
kalimi etkileyebilecegini gosteren genis kohort ¢aligmalarinin sonuglar1 da
kullanilmistir (Edition ve ark., 2017; Yi ve ark., 2011). AJCC 8. baski, anatomik
evrelemeyi tiimor derecesi, hormon reseptér durumu ve HER2 durumu ile birlestiren

klinik ve patolojik prognostik evreleri tanimlamaktadir (Sekil 2.7. ve Sekil 2.8.).

AJCC’ nin 8. baskisinda T belirlenirken en biiyiik invaziv karsinomun boyutu goz

oniinde bulundurulur, karsinoma in situ odaklar1 goz ardi edilir.
TNM siniflamasi asagida gosterilmistir (Tablo 2.2.).
Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimor yok
Tis: in situ kanser
*Tis (DKIS): Duktal karsinoma in situ
*Tis (Paget): Altta yatan invaziv karsinom yada DKIS olmayan Paget hastalig
T1: Timor 2 cm’ den kiigiik
*T1mi : <0,1 cm
*Tla :>0,1cm, <0,5cm
*T1b :>0,5 cm, < lcm
*Tle:>1 cm, <2 cm
T2: Tiimor 2 cm.den biiyiik, 5 cm.den kiiciik
T3: Tiimor 5 cm.den biiyiik

T4: Goglis duvarina veya deriye direk yayilim gosteren tiimor tiimor herhangi bir

boyutta olabilir;
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*T4a : Pektoralis major kasit da dahil olmak {izere gdgiis duvarina invazyon.

Yalnizca pektoral kas invazyonu T4a olarak degerlendirilmez.

*T4b : Odem, portakal kabugu goriiniimii, iilserasyon, ipsilateral memede

makroskopik satellit cilt nodiilleri (inflamatuar karsinom olmadan)
*T4c: T4a+ T4b
*T4d : Inflamatuar meme kanseri

Meme cildinin iigte birinden fazlasini tutmus tipik cilt lezyonlar1 olan vakalar
inflamatuar karsinomdur. Dermal lenfatikleri yayilmis invaziv karsinonomun

histolojik varlig1 taniy1 destekler.
Bolgesel lenf nodlarinin klinik siniflandirmasi (cN)

NX: Primer tiimor degerlendirilemiyor

NO: Lenf nodu tutulumu yok

N1: Hareketli ipsilateral, level I-11 lenf nodu
N2: Fikse ya da konglomere level I-11 lenf nodu veya internal mammarian lenf nodlari
*N2a: Fikse ya da konglomere level I-11 lenf nodu

N2b: Internal mammarian lenf nodlar: (aksillada metastaz yok)

N3: Ipsilateral infraklavikular lenf nodu (level3) veya internal mammarian lenf nodu

+ level I-1I aksiller lenf nodu veya, supraklavikular lenf nodu metastazi
*N3a: Ipsilateral infraklavikular lenf nodu (level3) tutulumu
*N3b: Internal mammarian lenf nodu + level I-1I aksiller lenf nodu metastazi
*N3c: Supraklavikular lenf nodu tutulumu

MXx : Uzak metastaz bilinmiyor

MO : Uzak metastaz yok

M1 : Uzak metastaz var
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Tablo 2.2.: Meme kanserinde TNM siniflamasi (Sobin ve ark., 2011’ den
degistirilerek kullanilmustir).

EVRE 0 Tis NO MO
EVRE 1A T1 NO MO
EVRE 1B TO N1 mi MO
T1 N1 mi MO
EVRE 2A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
EVRE 2B T2 N1 MO
T3 NO MO
EVRE 3A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
EVRE 3B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
EVRE 3C Her T N3 MO
EVRE 4 Her T Her N M1
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TisNO MO GI-3
TINO gl
TON Imi G2
TINImi
TONI bk
TINI G2
T2NO
N &
Gl
G2

Sekil 2.7. Klinik Prognostik Evre, verilen tedavinin tiiriine bakilmaksizin tim
hastalara uygulanir .(ER = 0strojen reseptor, G = grade, mi = mikrometastaz , PR =
progesteron reseptor , Tis = in situ) (Koh ve Kim, 2019’ dan degistirilerek
kullanilmistir).

Sekil 2.8. Patolojik Prognostik Evre, cerrahi uygulanan hastalara uygulanir. (Ek
olarak, pT1, pT2, pNO, MO, ER+ ve HER2 - kanserleri, Oncotype DX niiks skoru
11'den az oldugunda Patolojik Prognostik Evre grubu IA olarak atanir.) (Koh ve Kim,
2019’ dan degistirilerek kullanilmistir)

2.2.3.1. Tiim6r boyutu

Tiim6r boyutu nodal durumdan bagimsiz olarak c¢ok onemli prognostik bilgiler

saglamaktadir. Aksillas1 negatif 13.000'den fazla kadindan olusan Surveilance,
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Epidemiology and End Results (SEER) veri tabaninda, 1 cm'den kiiciik tiimorii olan
hastalarda 5 yillik ortalama sag kalim %99'a yakinken, 1-3 cm tiimérii olanlarda %89
ve tiimorid 3-5 cm olanlarda %86°dir (Carter ve ark., 1989). Diger ¢alismalarda, 20 yili
asan takiplerde bile benzer sonuclar elde edilmistir (Quiet ve ark., 1995; Rosen ve ark.,
1993).

2.2.3.2. Aksiller lenf nodu tutulumu

Adjuvan sistemik tedavi alan hastalarda, histopatolojik kanitlanan lenf nodu
metastazlarinin varhi§i veya yoklugu, simdiye kadar yapilmis hemen hemen her
calismada giiclii bir prognostik faktordiir. Amerika’ da SEER veri tabaninda 5 yillik
sag kalim, aksiller lenf nodu negatif olanlarda %92, 1-3 lenf nodu pozitif olanlarda %
81, 4 veya daha fazla lenf nodu pozitif olanlarda %57 olarak saptanmistir (Carter ve
ark., 1989).

2.2.3.3. Metastaz

Uzak organ metastaz1 kotli prognostik faktordiir. Klinik veya radyolojik tani almis

olmasina bakilmaksizin bu hastalarin takip ve tedavisi buna gore sekillenmektedir.
2.2.3.4. Histolojik tip

Invaziv ductal karsinom meme kanserleri i¢inde en sik goriilen tiptir. Meme
kanserlerinin yaklasik %70-80 ini olusturmaktadir. Tiim meme kanserlerinin yaklasik
%5-10 ‘nu invaziv lobuler karsinom olusturur. Duktal ve lobiiler karsinomlarin daha
onceleri benzer prognozda oldugu diisliniiliiyor olmasina ragmen, son ¢aligsmalarda
duktal karsinomlarin prognozunun lobiiler karsinomlara (baz1 varyantlar1 harig) gore
daha kot oldugu goriilmektedir (C. 1. Li ve ark., 2003). Geriye kalan %10°u olusturan;
tiibiiler, miisin6z, medullar, metaplastik,invaziv mikropapiller karsinomlardir.
Bunlardan metaplastic karsinom ve mikropapiller karsinom kétii prognoz ile iligkilidir

(Hashmi ve ark., 2018; Luna-Moré¢ ve ark., 1994).

2.2.3.5. Lenfovaskiiler invazyon

Peritiiméral lenfatik damar invazyonu (LDI) ve kan damar invazyonu (KDI), hem

yerel hem de uzak niiksii 6ngdrmek i¢in farkli calismalar tarafindan gosterilmistir
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(Neville ve ark., 1992; Rosen ve ark., 1989). Ornegin, 20 yillik bir ¢alismada, evre-1
461 kadinda niiks oran1 LD pozitif i¢in %38 ve LDI-negatif hastalar i¢in %22 olarak
belirlenmistir (p = 0.05) (Rosen ve ark., 1989).

2.2.3.6. Hormon reseptorleri

OR ve PR, meme dokusunda hiicrelerin biiyiimesinde, proliferasyonunda ve
diferansiyasyonunda  gorevli olan niikleer transkripsiyon faktorleridir.
Immiinohistokimyasal ydntemlerle tespit edilebilirler ve tiimdral dokuda %1’i ve
fazlasi, hormon reseptdr icin pozitif kabul edilmektedir. OR ve PR pozitif hasta
grubunda hedefe yonelik tedavi miimkiindiir ve hormon tedavisine iyi yanit
vermektedir (H. Mohammed ve ark., 2015). OR pozitif hasta grubu genelde daha iyi
prognozludur (Lamb ve ark., 2019). OR pozitif tiimorlerde hormonal tedaviye yanit
%55-60 iken, OR negatiflerde %8 civarindadir (Ruhi, 2010). OR ve PR pozitif
timorlerde hormonal tedaviye yanit %75-80"e ulagmaktadir (Tavassoli, 1993). Tan1
sonrasi ilk 3 yilda niiks, OR negatif tiimérlerde OR pozitif timorlerden daha fazla
oranda goriilmiistiir. OR pozitif timérlerin, yumusak doku ve kemikte, OR negatif
olanlarin ise beyinde ve karacigerde daha sik metastaz yaptig1 bilinmektedir. Hastalik

niiksiinde PR, OR’ne gore daha belirleyici role sahiptir (Allred ve ark., 1998).
2.2.3.7. Her2 reseptor

Insan epidermal biiyiime faktorii-2 (HER2) onkogeni, epidermal biiyiime faktorii
reseptoriinii kodlar. Prognoz belirtecidir ve en ¢ok lenf nodu pozitif hastalarda
yararhdir, ancak lenf nodu negatif hastalarda bu belirtecin kullanimi geliskilidir (Ross
ve ark., 2003). HER2 invaziv meme kanserli tiim hastalarda 6l¢iilmelidir. HER2'yi
Olgmenin temel amaci, Trastuzumab ile tedavi edilebilecek meme kanserli hastalar1
se¢mektir (Piccart-Gebhart ve ark., 2005; Romond ve ark., 2005; Slamon ve ark.,
2001). HER2 ayrica antrasiklin bazli adjuvan kemoterapiden fayda gorebilecek
hastalar1 da belirleyebilir (Duffy, 2005; Gennari ve ark., 2008; Yamauchi ve ark.,
2001). Meme kanserlerinde HER2'yi saptamak i¢in iki ana tahlil,
immiinohistokimyasal analiz ve fluorescence in situ hybridization (FISH) testidir
(Bartlett ve ark., 2003) .
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2.2.3.8. Ki-67

Ki-67 indeksi, meme kanseri i¢in prognostik bir biyobelirtegtir, ¢linkii daha yiiksek
Ki-67, daha yiiksek tiimor derecesi ile iliskilidir. (Hashmi ve ark., 2019)

2.2.3.9. Molekiiler subtipler

2011 yilinda meme kanseri igin uluslararasi uzman birliginin (St.Gallen international
Expert Consensus for Breast Cancer) ¢aligmasiyla molekiiler smiflama yapilmistir

(Goldhirsch ve ark., 2011). Bes farkli immiinohistokimyasal tanim yapilmistir.
*Luminal A (OR pozitif ve/veya PR pozitif, HER-2 negatif ve Ki-67 < %14)

*Luminal B (OR pozitif ve/veya PR pozitif HER-2 negatif veya pozitif ve
Ki67> %14)

*HER-2 pozitif (OR negatif, PR negatif, HER-2 pozitif)

*Triple negatif (OR negatif, PR negatif, HER-2 negatif) (Goldhirsch ve ark.,
2011)

Luminal A tip tiimdrlerde OR ve PR iliskili genlerde yiiksek ekspresyona sahiptir. Ki-
67 diizeyi disiiktiir. Hormonoterapi uygulandigindan prognozu en iyi grup olarak

kabul edilmektedirler.

Luminal B tip de OR pozitiftir ancak ilgili genlerin ekspresyonu diisiiktiir. iki tiptir
‘HER-2 pozitif ve HER-2 negatif. Luminal kanserler meme kanserlerinin yaklagik

dortte tictinii olusturmaktadir.(Brenton ve ark., 2005)

HER-2 pozitif tiimér grubunda OR ve PR negatif olup timér biiyiimesini saglayan
HER-2 genin yiiksek ekspresyonu mevcuttur ve agresiftir. (Geyer ve ark., 2006;
Gianni ve ark., 2011)

TNMK’ de, OR, PR ve HER-2 negatiftir. TNMK’ nin diger subtiplere gore daha geng
yasta goriildiigili, timdr boyutunun daha biiylik saptandigi, yiiksek gradeli oldugu ve
daha sik lenf nodu metastazinin oldugu gdzlenmistir. Oliim oraninin 3 kat fazla

goriilmesi ise tiimdriin kotiin prognozunu gostermektedir. (Nielsen ve ark., 2004).
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2.2.3.9.1 Triple negatif meme kanseri

TNMK, tiim meme kanseri tanilarinin yaklasik %15-20'sini olusturan bir meme
kanseri alt kiimesidir (Perou ve ark., 2000). Klinik olarak ER/PR ve HER2
ekspresyonunun olmamasi olarak tanimlanan TNMK, diger meme kanseri alt tipleriyle
karsilastirildiginda agresif ve daha kotii prognoz ile karakterizedir (Dent ve ark.,
2007). Smid ve arkadaslar1, 344 primer lenf nodu negatif meme kanseri arasinda uzak
niiks bolgesinin meme kanseri alt tipine gore farklilik gosterdigini bildirdi (Smid ve
ark., 2008). Bu analizde, akciger (p = 0,01) ve beyin metastazlari (p = 0,0035) dahil
olmak tizere viseral relapslar, bazal-like tiimorleri olan hastalarda daha yaygin olarak
gbzlendi. Buna karsilik, kemik niiksii liiminal alt tipte daha yaygin olarak gériildii (p
= 0,0031) ve HER2+ kanseri olanlarda karacigerde daha sik niiksetti (p = 0,17).
Ayrica, Harrell ve arkadaslari, yaklagik 1.000 insan meme tiimoriinden olusan bir veri
kiimesini kullanarak tiimor gen ekspresyonunu degerlendirdi ve HER2+ tiimoérlerin
daha yaygin olarak karacigere yayildigini, basal-like and claudin-low meme
kanserlerinin ise akciger ve beyine metastaz yaptigini bildirmistir (Harrell ve ark.,
2012). Ileri evre TNMK hastalarinin %50’sinde beyin metastazlar1 gdzlenmistir (Lin
ve ark., 2008).

Kemoterapiye yanit meme kanseri alt tipine gore de farklilik gosterir; ileri evre TNMK
tipik olarak preoperatif kemoterapiye daha fazla yanit verir, ancak daha yiiksek genel
niiks oranlarina sahiptir (Carey ve ark., 2007; Liedtke ve ark., 2008). Bu durum "triple
negatif paradoks" olarak adlandirilir (Carey ve ark., 2007). Neoadjuvan kemoterapiyi
takiben TNMK'li hastalarda daha yiiksek uzak rekiirrens orani, muhtemelen rezidiiel
hastaliga baglanmaktadir (J. Li ve ark., 2017). Birden fazla ¢alisma, neoadjuvan
tedaviye yanit veren hastalarda, yanit vermeyenlere goére daha uzun sag kalim
oldugunu bildirmistir (Liedtke ve ark., 2008; J. Li ve ark., 2017). Neoadjuvan
kemoterapiye yeni kemoterapi kombinasyonlart (Platin grubu kemoteropatik ajanlar)
ve yeni hedefli tedaviler (poli ADP-riboz) eklenmesi patolojik tam yanit oranlarini
arttirdigr gézlenmistir (Sikov ve ark., 2015, 2016; von Minckwitz ve ark., 2014).
Bununla birlikte, patolojik tam yanmit (PTY) oranlarindaki artisin hastaliksiz sag

kalimda iyilesmeye doniisecegi belirsizdir (Cortazar ve ark., 2014).
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TNMK’ nin niiks paternleri ve dogal seyri, meme kanserinin diger alt tiplerinden
farklidir. Dent ve arkadaslari, 1601 meme kanseri tanili hastada, TNMK’ nin dogal
seyri ve klinik davranisini diger meme kanseri subtipleri ile karsilastirdi (Dent ve ark.,
2007). 8 yillik medyan takipte bu analiz, TNMK'li kadinlarin uzak bir niiks yasama
olasiliginin daha yiiksek oldugunu gostermistir (p<<0.0001); TNMK'li hastalar i¢in sag
kalim, tanidan sonraki 5 yil i¢inde digerlerine kiyasla daha diisiiktii (p < 0,001). ilging
bir sekilde, TNMK olmayan meme kanserli hastalarla karsilastirildiginda, niiks riski 3
yilda zirve yapti ve ondan sonra azaldi. Diger subtiplerde ise ilk 3 yillik izlemde niiks

riskinin diisiik oldugu ve sonra zamanla sabit kaldig1 gozlenmistir.

Son on yilda, TNMK heterojen bir hastalik olarak kabul edilmistir. Birka¢ grup,
immiinohistokimya (IHK), gen ekspresyonu ve dizileme araglarin1 kullanarak
TNMK'nin biyolojisini incelemeye calismigtir. Tiim meme kanserleriyle
karsilastirildiginda, gen ekspresyonuna gore TNMK' nin belki de en iyi bilinen
smiflandirmasi bazal-like alt tiptir. Tiim meme kanserlerinin %15-20'sini temsil eden
bazal-like alt tip, orijinal olarak keratin 5, keratin 17, integrin-4 ve laminin igeren bir
bazal epitel hiicre gen ekspresyon kiimesi ile siniflandirilir (Perou ve ark., 2000).
Bazal-like meme kanseri, TNMK'nin IHK siniflandirmasi ile yaklasik %80 uyumludur
(Livasy ve ark., 2006). Claudin-low olarak adlandirilan daha nadir bir meme kanseri
alt tipi de genellikle TNMK’ dir (Prat ve ark., n.d.). Claudin-low alt tipi, liimen
farklilasma belirteglerinin diisiik ya da hi¢ ekspresyonu olmamasi, epithelial-
mesenchymal transition (EMT) belirtegleri i¢in zengin, bagisiklik tepkisi genleri ve
kanser kok hiicre benzeri 6zellikler ile karakterize edilir. Yiiksek metaplastik ve
mediiller farklilagma sikligina sahip bu meme kanseri alt tipi, bazal-like ve luminal

meme kanseri alt tipleri arasinda orta diizeyde olan bir tedaviye yanit1 gosterir.

Benzersiz terapotik etkileri olan farkli biyolojik alt tipleri ortaya ¢ikarmak i¢in gen
ekspresyonu ve dizileme araglar1 kullanilarak yalnizca TNMK' lerin alt tiplendirildigi
farkli ancak tamamlayici bir yaklagim benimsenmistir (M. D. Burstein ve ark., 2015;
Lehmann ve ark., 2011). Lehmann ve arkadaslar1 500'den fazla TNMK tiimoriinden
gen ekspresyonunu analiz ettiler ve alt1 farkli alt tip belirlediler: Bazal-like (iki alt tip,
BL1 ve BL2), immiinomodiilatér (IM), mezenkimal (M), mezenkimal stem like
(MSL), ve luminal androjen reseptorii (LAR) (Lehmann ve ark., 2011). Her bir alt tipi
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temsil eden hiicre hatti modelleri belirlendi ve terapotik olarak hedeflendi. Sonuglar,
hiicre dongiisii ve DNA hasar tepki genlerinin daha yiiksek ekspresyonuna sahip olan
BL1 ve BL2 alt tiplerinin hiicre hatlarinin sisplatine duyarl oldugunu gosterdi. EMT
ve biiylime faktorii yollari i¢in zenginlestirilmis mezenkimal ve MSL alt tipi hiicre
hatlari, ikili PI3K/mTOR inhibisyonuna ve Src inhibisyonuna duyarliligi gésterdi. Son
olarak, LAR alt tipi hiicre hatlari, klinik alanda erken basar1 gosteren bir strateji olan
bir androjen reseptorii (AR) antagonistine duyarliydi (Gucalp ve ark., 2013). Buna
paralel olarak, Burnstein ve arkadaslari, bagimsiz veri kiimelerinde dogrulama ile
yaklagik 200 TNMK tiimoriinde DNA ve RNA dizilimi gergeklestirdi ve dort alt tip
tanimladi: LAR, mezenkimal (MES), basal-like immunosuppressed (BLIS) ve basal-
like immune-activated (BLIA) (M. D. Burstein ve ark., 2015). BLIS alt tipi, hem
hastaliksiz hem de hastaliga 0zgii sag kalim icin en kotii prognozlu olarak

degerlendirilirken, BLIA ise en iyi prognozlu olarak degerlendirildi.

TNMK tedavisinde siklikla antrasiklin ve taksan tiirevleri kullanilmistir. Tek basina
Antrasiklinler ile %14 ila %47 arasinda PTY oranlar1 rapor edilmistir (Bidard ve ark.,
2008; Le Tourneau, 2007). Antrasiklin ve taksan tiirevleri ile kombine tedavide % 17
ila 39 arasinda, PTY oranlar1 rapor edilmistir (Fernandez-Morales ve ark., 2006;
Straver ve ark., 2010). GeparTrio (Alman meme grubu faz3 caligmasi, 2008),
neoadjuvan antrasiklinler, siklofosfamid ve taksanlarla tedavi edilen TNMK icin

%S57'ye varan PTY oranlar bildirdi (Huober ve ark., 2010).

BRCA1 ve BRCA2 germline mutant tiimorlerinin neoadjuvan kombine tedavisine poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri eklenmistir. PARP inhibitorleri, BRCA
islevine sahip hiicreleri korurken, BRCA eksikligi olan hiicrelerde sentetik
oldiiriictiligli indiikleyerek etki eder. Faz 3 BrighTness klinik calismasi, PARP
inhibitorii olan veliparib’ in yerine karboplatinde daha iyi PTY iyilesmesi gordii (Loibl
ve ark., 2018). Faz 2 gemsitabin, karboplatin ve iniparib klinik deneyi olan PrECOG
0105, %36'lik umut verici bir PTY verdi (Telli ve ark., 2015, 2016). Iniparib artik
gercek bir PARP inhibitorii olarak kabul edilmese de, bu sonuglar ikna edicidir (Liu
ve ark., 2012; Pierce ve ark., 2013). PARP tuzagi nedeniyle farkli PARP ajanlarinin

farkl etkinlige sahip olmast miimkiindiir (Tutt, 2018). Sadece talozparib ile germline
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BRCA mutasyonlu erken evre meme kanserli hastalarda umut verici PTY oranlar

goriilmistiir (Litton ve ark., 2018).

Randomize faz 3 GeparQuinto ¢alismasinda, bevacizumab ilavesiyle PTY oranlarinda

degisiklik saptanmistir (von Minckwitz ve ark., 2012).
2.2.4. Etyopatogenez

Normal meme kanallari, bazal membran, liimen epiteli ve miyoepitelyal tabakalardan
olugmaktadir. Stromayr olusturan hiicreler arasinda cesitli 16kositler, endotelyal
hiicreleri, fibroblastlar ve miyofibroblastlar mevcuttur. In situ karsinomlarda
miyoepitelyal hiicreler epigenetik ve fenotipik olarak degisiklik gostermekte ve
potansiyel olarak bazal membranin bozulmasi nedeniyle sayilar1 azalmaktadir. Ayni
zamanda stromal fibroblast, miyofibroblast, lenfosit ve endotel hiicrelerinin sayisinda
artis olabilmektedir. Miyoepitelyal hiicrelerin ve bazal membranin kaybi, timor
hiicrelerinin ¢evre dokular istila edebildigi ve uzak organlara go¢ edip sonunda
metastazlara yol agabildigi invaziv karsinomlarla sonuglanmaktadir (Sekil 2.9.).
Meme kanserinin dogal seyri, duktal hiperproliferasyonla baglayan, ardindan in situ ve
invaziv karsinomlara ve son olarak metastatik hastaliga doniisen siirecin patolojik ve
klinik asamalarimi igermektedir (Allred ve ark., 2001; H. J. Burstein ve ark., 2004).
Makrofajlar veya stromal etkiler, meme kanserinin baglamasinda ve ilerlemesinde
onemli rol oynamaktadir. Sicanlarin meme bezleri lizerinde yapilan ¢alismada,
epitelden ve ekstraseliiler matriksden bagimsiz olarak yalnizca stromanin kanserojen
etkisinde kalmasinin da neoplaziye neden olabilecegi gosterilmistir (Maffini ve ark.,
2004; Sonnenschein ve Soto, 2016) . Makrofajlar, anjiyogeneze neden olarak kanser
hiicrelerinin immiin sistemden kagmasini saglayan mutajenik inflamatuar bir mikro

ortam olusturabilmektedir (Dumars ve ark., 2016; Qian ve Pollard, 2010).
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Sekil 2.9.: Meme kanserinin ilerlemesinin varsayimsal modeli (Polyak, 2007° den
degistirilerek kullanilmistir).

2.2.5. Wnt/pg-katenin sinyal yolag1 ve TNIK

Wnt sinyali, kok hiicre pluripotensi dahil olmak iizere hiicrenin proliferasyonunu
farklilasmasini, ve polaritesini etkileyen cesitli hiicresel stirecleri diizenlemektedir.
Whnt sinyal yolaginin asir1 aktivitesi bir¢ok hastalik tipiyle iliskili oldugundan terapotik
bir hedef olarak dikkat cekmektedir Wnt ligandlari, hiicre yiizeyi reseptorleri yoluyla
ekstraselliiler ortamdan hiicreye sinyal ileten, endoplazmik retikulumda tretilen 19
adet glikoproteinden olusan genis bir ailedir (Komiya ve Habas, 2008). Wnt sinyal
yolaginin aktivitesi kanonik ve kanonik olmayan yolak olarak olarak iki sekilde
diizenlemektedir. Kanonik yolak tipik olarak B-katenin bagimliyken, kanonik olmayan
yolak ise PB-katenin'e bagimli degildir ve morfogenez sirasinda hiicre hareketinin
kontroliinden sorumludur (Veeman ve ark., 2003) . Her iki yolakta malignite
olusumunda, ilerlemesinde ve gelisiminde rol oynamaktadir (Giles ve ark., 2003). Bu
kapsamda TNMK gelisiminde ve metastazda hem kanonik hem de kanonik olmayan
yolaklarin aktivitesinin oldugu belirlenmistir (M. K. Mohammed ve ark., 2016; J. Xu
ve ark., 2015).

Kanonik olmayan yolakta Wnt/Ca2+ yolunun yan sira Diizlemsel Hiicre Polarite
(DHP) yolu yer almaktadir (MacDonald ve ark., 2009). LRP-% (diisiik dansiteli
lipoprotein) reseptorii ve Frizzled reseptdrleri, basta Wnt sinyal yolagi olmak iizere

diger sinyal yolaklartyla iliskili atipik bir G-protein bagli reseptor ailesidir. Kanonik
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sinyal yolagt Wnt ligandinin LRP-% ve Frizzled reseptorlerine baglanmasiyla
tetiklenmektedir. Bu reseptorlerin uyarilmasi sitozolde  Disheveled'in (DVL)
aktivitesini saglayarak kompleksin (Axin, GSK-3p3, CKI1, APC) reseptore
baglanmasinda rol oynamaktadir (Gordon ve Nusse, 2006; Wu ve Pan, 2010) .

Whnt-Frizzled-Axin-LRP-5/6 kompleksi sitozolik GSK-3B'y1 sckestre ederek p-
katenin'in fosforilasyonun inhibe etmektedir. Sitozolde fosforile edilmemis f-katenin
cekirdege goc ederek T hiicreye 6zgii faktdr (TCF)/lenfoid gii¢lendirici baglayic
faktor (LEF) ve Pygopus (Pygo) gibi yardimci aktivatorler ile etkilesime girmektedir.
Bu etkilesim sonrasinda Bcl-9, c-Myc, siklin D1 ve Cdknla gibi Wnt hedef genleri
aktive olmaktadir (Gordon ve Nusse, 2006).

e
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Sekil 2.10. Wnt yolu, kanonik ve kanonik olmayan olarak siniflandirilabilir.
(Krishnamurthy ve Kurzrock, 2018’ den degistirilerek kullanilmigtir)

Wnt olmadan sitozoldeki B-katenin, GSK-3f ve CK1 tarafindan fosforilize edilmekte
ve ardindan B-katenin yikim kompleksinde (APC, GSK-3B, CKI, Axin) yikima
ugramaktadir. Bu fosforile edilmis kompleks, B-TrCP adi verilen E3 ubikuitin

ligazinin B-katenin'e baglanmasina izin vererek onun ubiquitinasyonunu arttirmakta ve
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proteazomal degradasyona yol agmaktadir (Kohn ve Moon, 2005; Spiegelman ve ark.,
2000) (Sekil 2.10.).

Kanonik olmayan Wnt yollarindan biri, DHP yolagint icermektedir. Frizzled
reseptorler ile Wnt etkilesimi hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesinde rol oynayan
RhoA gibi kii¢iik GTPazlarin aktivitesini kontrol eden ko-reseptorler RYK ve ROR ile
baslatilabilmektedir (Kohn ve Moon, 2005) (Sekil 2.11.). Frizzled ile Wnt
sinyalizasyonu Dvl aktivasyonuna yol agmaktadir (Kohn ve Moon, 2005). Miyozin ve
Rho ile iliskili kinaz (ROCK), aktin ve hiicre iskeleti yeniden diizenleme
mekanizmasini degistirerek Rho GTPaz tarafindan aktive edilmektedir. Rho GTPaz'in
aktivasyonu ile aktive edilmis Ras daha sonra c-Jun N-terminal kinaz (IJNK)

aktivitesini uyarmaktadir (Topol ve ark., 2003).

Sonic hedgehog
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Sekil 2.11. Kanonik Olmayan Wnt Yolu ve Notch and Sonic Hedgehog Yolu-
Kanonik olmayan iki ana yol, Wnt/kalsiyum ve Diizlemsel Hiicre Polaritesi (DHP)
yollaridir. (Krishnamurthy ve Kurzrock, 2018’ den degistirilerek kullanilmstir)

Sonug olarak Wnt/B-katenin sinyal yolagiminin aktivitesinde degisimler niikleus
diizeyinde asir1 transkripsiyona yol agmaktadir. Ornegin Wnt/B-katenin sinyal
yolagimin negatif diizenleyici olan APC’nin islev kaybimin kolerektal kanser
gelisimine neden oldugu bildirilmistir (Vermeulen ve ark., 2010). Kiigiik hiicreli

olmayan akciger kanserlerinde, Wnt sinyalinin negatif diizenleyicilerinin inhibisyonu

27


https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ+5Yrh3
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ+5Yrh3
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ+5Yrh3
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ+5Yrh3
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ+5Yrh3
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ+5Yrh3
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ
https://paperpile.com/c/02LRf4/A24EJ
https://paperpile.com/c/02LRf4/Sb6eR
https://paperpile.com/c/02LRf4/Sb6eR
https://paperpile.com/c/02LRf4/Sb6eR
https://paperpile.com/c/02LRf4/20o02
https://paperpile.com/c/02LRf4/20o02
https://paperpile.com/c/02LRf4/20o02
https://paperpile.com/c/02LRf4/20o02
https://paperpile.com/c/02LRf4/20o02
https://paperpile.com/c/02LRf4/V3fxX
https://paperpile.com/c/02LRf4/V3fxX
https://paperpile.com/c/02LRf4/V3fxX

ile B-katenin aracili Wnt aktivitesini artirarak akciger kanseri gelisimine neden
olmaktadir (Teng ve ark., 2010). Meme kanserlerinin ise yarisindan fazlasinda Wnt
sinyal yolaginin asir1 aktivitesi vardir ve daha diisiik genel sag kalim ile iligkilidir
(Khramtsov ve ark., 2010). Meme kanseri kok hiicrelerinde, aktiflestirilmis B-katenin
protein ekspresyonunun artmasiyla aktif Wnt sinyal yolagi, AXIN2 ve LEF1'i
hedefleyerek Wnt nin negatif regiilatorii olan DKKI1 proteininin ekspresyonunun
azalmasina neden olmaktadir (Khramtsov ve ark., 2010; Schade ve ark., 2013). Diger
bir calismada HER2 asir1 eksprese eden tiimor hiicrelerinin selektif bir B-katenin/CBP
inhibitorii ile tedavisi, proliferasyonu ve HER2 ekspresyonunu 6nemli oranda azalttigi

goriilmiistiir (Tablo 2.3.) (Schade ve ark., 2013).
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Tablo 2.3. Wnt sinyal yolaginda teropatik hedefler. (CBP, CAMP response element
binding protein (CREB); CK, casein kinase; Dvl, disheveled; FZD, frizzled; LRP6,
low-density lipoprotein receptor-related protein 6; PPI, protein-protein interaction;
TNIK, Traf2 and Nck-interacting protein kinase ) (Yamada ve Masuda, 2017’ den

degistirilerek kullanilmistir)

Hedef molekiil

Hedgehog

Wnt5a

FZD reseptorii 8

FZD reseptorleri (1, 2, 5, 7, 8)

LRP6 yardimci reseptdrii

Dvl

TNKS1/2

CKla

CK1d/e

B-katenin ve CBP arasindaki UFE

TNIK

Lokalizasyon Ajan Klinik
hiicre dist LGK974/Wnt974 Faz 1
hiicre dist Foxy-5 (Wntba Faz 1
hiicre dist OMP-54F28(decoy Faz 1
Membran OMP-18R5 (vanituctumab) Faz 1
Membran salinomisin preklinik
niklosamid Faz 1
salinomisin preklinik
niklosamid Faz 1
sitoplazma NSC668036 preklinik
FJ9 klinik 6ncesi
3289-8625 preklinik
sitoplazma XAV939 preklinik
NVP-TNK656 preklinik
JW55 preklinik
sitoplazma pirvinyum klinik 6ncesi
sitoplazma TAK-715 klinik dncesi
AMG-548 klinik 6ncesi
cekirdek ICG-001 klinik 6ncesi
PRI-724 Faz 2
cekirdek/sitoplaz  NCB-0846 klinik dncesi
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Wnt sinyali en sik olarak adenomat6z polipozis kolinin (APC) mutasyonu ile aktive
olur. APC proteinin yeniden yapilandirilmast dogru bir terdpatik yaklasim olarak
goriilmemistir (Yamada ve Masuda, 2017). Bu nedenle daha asagi akis yoniindeki Wnt

sinyal molekiilleri terdpatik hedef olarak benimsenmistir (Yamada ve Masuda, 2017).

Son zamanlarda kesfedilen yeni bir protein olan Traf2 ve Nck etkilesimli kinaz
(TNIK), WNT/B-Katenin sinyal yolaginin énemli bir diizenleyici bilesenidir. TNIK,
Whnt sinyalinin T-hiicre faktorii-4 (TCF4) ve B-katenin transkripsiyonel kompleksi ile
baglantili proteinlerin, kiitle spektrometrisi analizleri yoluyla iki arastirma grubu
tarafindan bagimsiz olarak tanimlanmistir (Mahmoudi ve ark., 2009; Shitashige ve
ark., 2010).

TCF4, bagirsak epitel hiicrelerinin farklilasmamasini ve kendini yenilemesini
stirdiirmek i¢in gerekli bir transkripsiyon faktoriidiir. TNIK, TCF4' fosforile ederek
bu yolaktaki etkinligini gostermektedir. TNIK'in TCF4 icin aktive edici bir kinaz
oldugu ve kolorektal kanser gelisimi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Masuda ve
ark., 2016). Bu nedenle, anormal Wnt sinyali ile TCF4'iin aktivasyonunun, kolorektal
karsinogenez temelinde rol aldigi belirtilmistir (Morin ve ark., 1997). Ayrica, TNIK
eksikligi olan farelerde tiimor gelisiminde azalma oldugu gozlenmis, TNIK'in
tiimorijenezin baglatilmasinda rol oynadigini belirtilmistir (Masuda ve ark., 2016). Bu

nedenle antikanser ¢calismalarda TNIK inhibisyonu hedef haline gelmistir.

ATP-competitive kii¢iilk molekiillii kinaz inhibitdrleri kanser tedavisinde basariyla
uygulanmasi nedeniyle TNIK, bahsedilen diger molekiillerden daha avantajhidir.

(Mahmoudi ve ark., 2009)

TNIK inhibisyonunun osteosarkom kok hiicresini inhibe ettigi ve aymi anda
osteosarkom hiicrelerinin PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor)
indiiksiyonu yoluyla adiposit benzeri hiicrelere doniismesini sagladigi gosterilmistir
(Hirozane ve ark., 2021). Baska bir ¢aligmada TNIK inhibisyonunun, skuamoz hiicreli
akciger kanserinde apoptozisi arttirarak antitiimor etkisi oldugu gosterilmistir (Torres-

Ayuso ve ark., 2021).

NCB-0846, Compound 3, ON-1081050/ON-108600, PF-794 gibi farkli kimyasal
yapilara sahip TNIK inhibitorleri gelistirilmistir (Bujak ve ark., 2015; Wang ve ark.,
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2016). TNIK'e kars1 giiclii antagonist etkiye sahip bir dizi 4-fenil-2-fenilaminopiridin
analogu da bildirilmistir (Ho ve ark., 2013). CK2 (kazein kinaz-2)/TNIK’ m ikili
inhibitorii olan ON108600'in, kanser kok hiicrelerini hedefledigi ve paklitaksele
direngli TNMK hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (Padgaonkar ve
ark., 2015). Ayrica, TNIK' in, multipl miyelom tedavisinde kullanilan dovitinib'in anti-

kanser mekanizmasinda yer aldig1 belirlenmistir (Chon ve ark., 2016).

FDA onayli bir antihelmintik ila¢ olan mebendazol, yakin zamanda selektif bir TNIK
inhibitorii olarak tanimland1 (Tan ve ark., 2016). Mebendazoliin kolorektal ve meme
kanseri gibi farkli kanser tiplerinin 6n-klinik calismalarinda genis bir anti-timor

etkinligi oldugu gosterildi (Mukhopadhyay ve ark., 2002).

NCB-0846, yeni tanimlanmis kiiciik molekiillii bir TNIK-inhibitoriidiir ve anti-
WNT/B-Katenin aktivitesine sahiptir. NCB-0846 ayrica FMS benzeri tirozin kinaz 3
(FLT3), trombosit kaynakli biiytime faktorii-o (PDGFRa) ve sikline bagimli kinaz 2
(CDK2)/siklin A2 (CycA2) dahil olmak iizere bir¢cok diger onkojenik proteini de
inhibe etmektedir (Yamada ve Masuda, 2017). NCB-0846, aktif olmayan bir
konformasyonda TNIK'a baglanmakta ve bu baglanma ile Wnt/p - Katenin yolagini
inhibe etmektedir (Sekil 2.12.).

31


https://paperpile.com/c/02LRf4/BDH4U+LlprG
https://paperpile.com/c/02LRf4/mNFZp
https://paperpile.com/c/02LRf4/mNFZp
https://paperpile.com/c/02LRf4/mNFZp
https://paperpile.com/c/02LRf4/UuHpW
https://paperpile.com/c/02LRf4/UuHpW
https://paperpile.com/c/02LRf4/UuHpW
https://paperpile.com/c/02LRf4/UuHpW
https://paperpile.com/c/02LRf4/15iC3
https://paperpile.com/c/02LRf4/15iC3
https://paperpile.com/c/02LRf4/15iC3
https://paperpile.com/c/02LRf4/gmH5J
https://paperpile.com/c/02LRf4/gmH5J
https://paperpile.com/c/02LRf4/gmH5J
https://paperpile.com/c/02LRf4/9TAzo
https://paperpile.com/c/02LRf4/9TAzo
https://paperpile.com/c/02LRf4/9TAzo
https://paperpile.com/c/02LRf4/UeLGQ
https://paperpile.com/c/02LRf4/UeLGQ
https://paperpile.com/c/02LRf4/UeLGQ

Kanonikal Wnt Yolagi ve Wnt/beta-katenin sinyal yolaginin inhibitérleri
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Sekil 2.12. Kanonik Wnt Yolu ve Wnt/beta-Katenin Sinyal Yolunun Inhibitérleri
(Krishnamurthy ve Kurzrock, 2018’ den degistirilerek kullanilmistir).
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3. GEREC VE YONTEM

T.C. Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 71522473/050.01.04/6061
say1 ile 29/01/2021 tarihinde onay alindu.

3.1. Hiicre Kiiltiiri

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26TM) insan TNMK hiicre hatti1 Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak satin alindi. MDA-MB-231 hiicre hatti
Dulbecco Modified Eagle Media (DMEM) besiyerinde %10 Fetal Bovine Serum
(FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilerek 37 °C’ de %5 CO 2 inkiibatoriinde
T 75 flaskta kiiltiire edildi. Adherent hiicre kiiltiirii biiyiime ortaminda konfluent
olduktan sonra kaldirma islemi i¢in fosfat tamponlu tuz (PBS) soliisyonunda yikanarak
%0.25 Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) ile yaklasik 2 dakika inkiibatorde bekletildi. Bu
islemler MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in 2 pasaj olacak sekilde tekrar edildi .

3.2. Hiicre Canlilik Testi (WST-1) Analizi

MDA-MB-231 hiicreleri tizerine NCB-0846’nin sitotoksik etkisinin saptanmasi
amactyla Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) analizi yapildi. WST-1 analizi i¢in
hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her kuyuda 2x10 4 hiicre olacak sekilde 100 pL
besiyeri ile ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, MDA-MB-231 hiicre
hattina farkli konsantrasyonlarda (1 uM, 2 uM ve 3 uM) NCB-0846 uygulandiktan
sonra 24 saat, 48 saat ve 72 saat muamele edildi. Muamelenin ardindan her bir kuyuya
10 uL WST-1 reaktifi eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Muamele
sonras1 absorbans degerleri mikroplaka okuyucusunda (Allsheng, Cin) 450nm dalga
boyunda 6l¢iildii. NCB-0846 ile muamele edilmeyen kontrol grubunun canliligi %100
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 kontrole kiyasla % olarak ifade
edildi. Tleri analizlerde NCB-0846 maddesinin WSst-1 analiz sonuglarindan elde edilen

en uygun doz ve saat araliklar1 kullanildi.(Masuda ve ark., 2016)
3.3. Annexin-V Analizi

MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine NCB-0846’nin apoptotik etkisinin belirlenmesi
amaciyla Annexin-V Analizi gerceklestirildi. Hiicreler 6 kuyulu plakalara 1x10 5
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hiicre olacak sekilde ekildi. Wst-1 analizinden elde edilen veriler dogrultusunda en
etkin doz ve saat NCB-0846 ile muamele edilen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirildu.
Kaldirilan hiicreler santrifiij edilerek 2 kere PBS ile yikandi. Elde edilen hiicre pelleti
Muse Annexin V; Dead Cell Assay Kit (Merck, Almanya) boyasi ile 20 dakika oda
sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edildi. Boyanan hiicreler inkiibasyon sonrasi
Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya) cihazinda analiz edilerek apoptotik

6liim oranlar1 belirlendi.
3.4. Hiicre Dongiisii Analizi

NCB-0846 'nin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre dongiisiiniin hangi fazinda etkin
oldugunun tespiti amaciyla hiicre dongiisii analizi yapildi. WST-1 analizine gore NCB-
0846’ nin etkin doz ve saati ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hatt1 biiyiime
ortamindan kaldirildi ve 1 mL %70 soguk etanol ile -20°C’de en az 3 saat boyunca
fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda, hiicre pelletleri Muse® Cell Cycle Kit (Merck
Millipore, Almanya) protokoliine gore 200 uL. Muse® Cell Cycle Reagent ile
boyanarak 30 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.

Ardindan Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya) cihazinda analiz edildi.
3.5. Akridin-Oranj/Etidyum Bromiir (AO/EB ) Boyama

NCB-0846’nin MDA-MB-231 hiicre hattinda neden oldugu morfolojik degisimlerin
gdzlemlenmesi amactyla AO/EB boyama yapildi. Bu amagla esit sayida hiicre (5x10
6) 6 kuyulu plakalara ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonundanWST-1 analizinden elde edilen verilerce belirlenen etkin doz ve saatte NCB-
0846 ile muamele edildi. Muamele sonrasi besiyeri uzaklastirlarak %4 Praformaldehit
(PFA) ile hiicreler fikse edildi. Fiksasyon sonrasi hiicreler Akridin Oranj (Sigma-
Aldrich, ABD)/Etidyum Bromiir (BioVision, ABD) soliisyonu ile 30 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta boyamaya alindi. Boyanan hiicreler {i¢ kez PBS tamponu ile
yikandiktan sonra EVOS ™ FLoid (Life Technologies, ABD) hiicre goriintiileme

sistemi ile goriintiilendi.
3.6. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in 1x10 6 hiicrenin 6 kuyulu plakalara ekimi gergeklestirildi ve 24
saat inkiibe edildi. NCB-0846’nin WST-1 analizi ile belirlenen en uygun doz ve
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saatlerde muamelesi sonrasi hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak TRIzol™ Reagent
(Invitrogen, ABD) kit protokiiliine uygun olarak liziz edildi. Ardinda hiicre lizat1 faz
ayrimi i¢in kloroform (Sigma-Aldrich, ABD) ile inkiibe edildi. Elde edilen list faza
(aqueous faz) eklenen izopropil alkol (Sigma-Aldrich, ABD) ile ¢oktiiriilen RNA
pelleti %75 etanol ile yikandi. Daha sonra alkoliin uzaklastirilmasi ile elde edilen total
RNA, RNaz igermeyen su ile diliie edilerek saflik ve miktar tayini i¢in Qubit™ 4
Fluorometer (Invitrogen, ABD) cihazi ile nicel olarak analiz edildi. Ornekler daha

sonra cDNA’ya ¢evrilmek iizere -70°C’de saklandi.
3.7. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi

MDA-MB-231 hiicre hattinda Wnt/B-Katenin yolagi ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyeleri WST-1 sonuglarina gore belirlenen en etkin doz ve saatte NCB-0846
maddesinin muamelesi sonrasi belirlendi. izole edilen RNA &rneklerinden High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Hiicrelerin mRNA ekspresyon seviyeleri,
RNA izolasyonuyla elde edilen cDNA’larin The StepOnePlus Real-Time PTY System
(Applied Biosystems, ABD) ile gercek zamanli RT-PCR islemiyle belirlendi. RT-
PCR, 100ng cDNA, TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems,ABD), 1luL ticari olarak temin edilen CTNNB-1 ( p-catenin)
(Hs00355045 ml) primer ve son hacime 6ulL RNaz igermeyen su eklenerek
hazirlanan mix ile gergeklestirildi. Kontrol geni olarak ACTB (actin f)
(Hs99999903 ml) kullanildi. CTNNB-1’in mRNA ekspresyon seviyesi AA-Ct
yontemiyle analiz edildi ve her deney en az ii¢ kez tekrarlandi. Veri analiz programlari
(REST (2009 V2.0.13)) kullanilarak genlerin ekspresyon diizeylerinde degisiklikler
belirlendi.

3.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 21.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ekspresyon degisimindeki
farkliliklar Paired Sample t-Test (Bagimli Orneklem t-Testi) ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1 NCB-0846'min Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

NCB-0846'nin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri lizerindeki doza ve zamana
bagl sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile degerlendirilerek elde edilen bulgular Sekil
4.1.de gosterilmistir. Ayrica canlilik yiizdeleri Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. NCB-0846'nin doza ve zamana bagl hiicrelerdeki canlilik yiizdeleri.

MDA-MB-231 MCF-10A
Konsantrasyon 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol %100,00  %100,00  %100,00  %100,00  %100,00  %100,00
1uM %90,48 %83,42 %68,89 %96,49 %83.09 %39,74
2 uM %92,65 %76,12 %58,84 %90,32 %83,33 %40,36
3uM %87,80 %70,88 %42,20 %83,91 %86,53 %53,92

MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saat boyunca 1 uM, 2 uM ve 3 uM NCB-0846
uygulanmas1 sonucunda, kontrol grubu canlilig1 %100 kabul edilerek canlilik oranlar
sirastyla %90,48, %92,65, %87,80 iken, 48 saat uygulama sonrasinda sirasiyla
%83,42, %76,12 ve %70,88 olarak saptanmustir (p<0,01). 72 saat boyunca NCB-0846
uygulamasi sonrasinda ise sirasiyla canlilik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde %68,89, %58,84 ve%42,20’ye azaldig1 belirlendi (p<0,01).

MCF-10A hiicrelerinin belirtilen doz ve saatlerde NCB-0846 uygulamasi sonrasinda
doz gruplari arasindaki canlilik oranlar1 Sekil 4.1.”de gdsterilmistir. 24 saat boyunca 1

UM, 2 uM ve 3 uM NCB-0846 uygulanmasi sonucunda, kontrol grubu canliligi %100
kabul edilerek canlilik oranlart sirasiyla %96,49, %90,32 ve %83,91 iken, 48 saat

sonunda sirastyla %83,09, %83,33 ve % 86,53 olarak belirlendi. 72 saat sonunda ise
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MCF-10A canlilik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %39,74, %40,36
ve %53,92’ye azaldigi tespit edildi (p<0,01).

Sonug olarak, NCB-0846'nin MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde canlilik oraninda
anlamli bir azalisa neden oldugu belirlenmesine ragmen, 72 saat uygulamasi
sonucunda MCF-10A kontrol hiicrelerinde toksik etkiye sahip oldugu analiz
edilmistir. WST-1 bulgularina gore belirlenen en etkin uygulama siiresinde (72 saat)
1 uM, 2 uM ve 3 uM NCB-0846'nin apoptotik etkisi MDA-MB-231 ve MCF-10A

hiicrelerinde ileri analizler ile arastirildi.
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Sekil 4.1. NCB-0846’'nin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde uygulama
stiresine bagli sitotoksik etkisi.
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4.2. NCB-0846'nn Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi

NCB-0846'nin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki apoptotik etkisini
belirlemek i¢in gergeklestirilen Annexin V analizi sonucunda elde edilen histogramlar

ve istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’de verilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde gerceklestirilen analizlerde 72 saat boyunca 1 uM, 2 uM
ve 3 uM NCB-0846 uygulanan deney gruplarinda toplam apoptotik hiicre 6liim
oranlar1 kontrol grubuna gore (%5,0) kiyaslandiginda sirasiyla %49,95, %51,85 ve
%60.5 olarak belirlendi (Sekil 4.2.). Ayrica kontrol grubuna gore toplam apoptotik
6lim miktarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 analiz edildi (Sekil 4.3.,

p<0,01).

MCF-10A hiicrelerinde ise 72 saat boyunca NCB-0846'nin 1 uM, 2 uM ve 3 uM
konsantrasyonlarindaki toplam apoptotik hiicre 6lim oranlar1 kontrol grubuna gore

(%5,10) kiyaslandiginda sirasiyla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %57,30,
%46,10 ve %39,44 ¢ arttig1 olarak belirlendi (Sekil 4.2.- Sekil 4.3., p<0.01).

Sonug olarak, 3 uM NCB-0846 konsantrasyonunun MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde
en yiiksek apoptotik etkinlik gdsterirken, MCF-10A hiicrelerinde diger doz gruplarina
kiyasla daha az apoptotik etkisi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. 72 saat NCB-0846 uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde
Annexin V analizi histogramlari a) Kontrol b) 1 uM ¢) 2 uM d) 3 uM NCB-0846
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Sekil 4.3. NCB-0846"nin farkli konsantrasyonlarinin neden oldugu erken ve geg
apoptoz yiizdelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi (*p<0.05, **p<0.01).

4.3. NCB-0846'mmm Hiicre Dongiisinde Neden Oldugu Degisimlerin

Degerlendirilmesi

NCB-0846'nin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki hiicre siklusu iizerinde
etkisini belirlemek i¢in gergeklestirilen hiicre siklusu analizi sonucunda elde edilen

histogramlar ve istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 4.4. ve 4.5."de verilmistir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubunda GO/G1 evresinde hiicre oran1 %73,2
iken; 72 saat 1 uM, 2 uM ve 3 uM konsantrasyonlarda NCB-0846 uygulanan
hiicrelerde sirasiyla %51.4 (p<0.01), %51.9 ve %50.1 (p<0.01) olarak belirlendi.
NCB-0846'nin 1 uM, 2uM ve 3 uM dozlar1 uygulanan deney gruplarinda G2/M
evresinde tutulan hiicre miktari kontrol grubuna gore (%22,6) sirasiyla %43.5 (p<0.01)
, %42.0 ve %44.7 (p<0.01) anlaml1 bir sekilde arttig1 tespit edildi (Sekil 4.4. ve 4.5.).

MCF-10A hiicrelerinde GO/G1 evresinde hiicre popiilasyonu kontrol grubunda %82,3
iken, 1 uM, 2 uM ve 3 uM NCB-0846 uygulanan hiicrelerde sirasiyla %80,3, %76,2
ve %83,2 olarak bulundu (Sekil 4.5.). 1 uM, 2 uM ve 3 uM NCB-0846 uygulanan
deney gruplarinda G2/M fazinda hiicre orani kontrol grubunda %13,6 iken, 1 puM, 2
uM ve 3 uM NCB-0846 dozlarinda sirastyla %12,3, %15,7 ve %10,1 arttig1 tespit
edildi (Sekil 4.4. ve 4.5., p<0.01).

Sonug olarak, MDA-MB-231 hiicrelerinde NCB-0846’nin artan konsantrasyonuna
bagli olarak G2/M evresinde hiicre tutulmasina neden oldugu belirlendi. Ancak, MCF-
10A hiicrelerinde toksik etkisine ragmen, NCB-0846'nin hiicre siklusunda G2/M

fazinda belirgin bir artisa neden olmadig1 analiz edildi.
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Sekil 4.4. 72 saat NCB-0846 uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde
hiicre dongiisii analizi histogramlar1 A) Kontrol B) 1 uM C) 2 uM D) 3 uM NCB-

0846
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Sekil 4.5. NCB-0846 nin farkli konsantrasyonlarinin hiicre dongiisiinde etkisinin
istatistiksel olarak karsilastiriimasi (*p<0.05, **p<0.01).

4.4, NCB-0846'min Hiicreler Uzerinde Neden Oldugu Morfolojik Degisimlerin

Belirlenmesi

NCB-0846'nin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde neden oldugu morfolojik
degisimler AO/PI boyama ile goriintiilendi (Sekil 4.6.).
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MDA-MB-231 hiicrelerinde NCB-0846 artan dozuna bagli olarak DNA
fragmantasyonu, kromatin yogunlasmasi ve hiicre biiziilmesi gozlemlendi. Ayrica
adherent baglantilarin1 hedef alan yolaklar iizerinde etkin olan NCB-0846'nin (Masuda
ve ark., 2016) konsantrasyonundaki artisa bagli olarak sitoplazmada dejeneratif
degisimlerin yanisira hiicre membraninda kopmalar (apoptotik body) olusumlari
gortldi.

MCF-10A hiicrelerinde ise 6zellikle 2 uM NCB-0846 uygulanan hiicrelerde kontrol
grubuna gore hiicre morfolojisinin bozuldugu ve hiicre baglantilarinda kopmalar ve
niikleer par¢alanmalar goriintiilendi. 3 uM NCB-0846 uygulanan hiicrelerde ise diger
dozlara gore daha az hasar gézlemlendi. Ancak, NCB-0846'nin toksik etkisinden
dolay1 genel olarak MCF-10A hiicrelerinde hasar meydana geldigi belirlendi.
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MDA-MB-231 MCF-10A

(d)

Sekil 4.6. MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin NCB-0846 konsantrasyonuna
bagli olarak morfolojik degisimlerin degerlendirilmesi a) Kontrol b) 1 uM c¢) 2 uM d)
3 uM NCB-0846
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4.5. CTNNBL1 Gen Ekspresyon Diizeyinde Degisimlerin Degerlendirilmesi

Hiicre adezyonunda etkin rol alan NCB-0846'nin MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinde CTNNBI (f-catenin) gen ekspresyonu iizerindeki etkisi RT-PCR analizi
ile belirlenmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.7."de sunulmustur. Ayrica, NCB-
0846’nin farkli konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde gen
ekspresyonu iizerine etkileri, her grup i¢in ACTB geni ile 22T metoduyla normalize

edilerek elde edilen veriler Tablo 4.2.”de sunulmustur.

Tablo 4.2. 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda NCB-0846 uygulanan MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki kat degisimleri. (**p<0.01)

Konsantrasyon p Kat Degisimi p
M 1M 3.294 2.83 0,0046**
DA
2 utM 0.336 0.29 0,0008**
M
B- 3uM 0.816 0.70 0,2697
23
1
MCEF- 1M 0.141 1.83 0,0066**
10A
2 M 0.259 3.12 0,0001**
3uM 0.578 4.08 0,0042**

Wnt yolaginin 6nemli bir hedefi olarak p-katenin proteinini kodlayan CTNNB1
geninin MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat boyunca 1uM NCB-0846 uygulamasi
sonrasinda ekspresyon seviyesi 2.83-kat artmasina ragmen (p<0.01), 2 uM ve 3 uM

NCB-0846 uygulamas1 sonrasinda sirasiyla 0.29 ve 0.70-kat olarak belirlenmistir.
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MCF-10A hiicrelerinde 72 saat boyunca 1 uM, 2uM ve 3 uM NCB-0846 uygulanmasi
sonrasinda CTNNB1 geninin mRNA diizeyi sirastyla 1.83, 3.12 ve 4.08-kat olarak

belirlenmistir (*p<0.01).

Sonu¢ olarak, NCB-0846 artan dozuna bagli olarak MDA-MB-231 hiicrelerinde
CTNNB1 ekspresyon seviyesinde azalis belirlenmesine ragmen, MCF-10A
hiicrelerinde CTNNB1 mRNA seviyesinin anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. 72 saat boyunca 1uM, 2uM ve 3uM NCB-0846 uygulanan A) MDA-MB-
231 ve B) MCF-10A hiicrelerinde CTNNB1 gen ekspresyon seviyesindeki degisimler
(**p<0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC

TNIK inhibisyonunun meme kanserindeki etkisine dair literatiirde sinirli sayida
calisma mevcuttur (Sato ve ark., 2021). Bizim g¢alismamizda ilk defa NCB-0846 ile
TNIK inhibisyonunun TNMK hiicresindeki sitotoksik, morfolojik ve apoptotik etkisi,
kontrol hiicre hatt1 ile karsilastirilarak in vitro olarak gézlenmistir. Bulgular TNIK
inhibisyonunun TNMK hiicrelerinde canlilik oranlarini azalttifin1 ve apoptotik hiicre

ylizdesini arttirdigini géstermistir.

TNMLK, diger meme kanseri subtipleri iginde prognozu en kotii olandir. Cerrahi tedavi,
radyoterapi, adjuvan ve neoadjuvan tedaviler i¢i endikasyonlar diger meme kanseri
subtipleri ile benzerdir. Fakat diger meme kanserleri subtiplerinde medikal tedavide
hedefe yonelik tedavi mevcut iken, TNMK’ de ER(-) , PR(-), HER-2(-) oldugundan
dolay1 reseptdr hedefli tedavi mevcut degildir. Bu nedenle TNMK tedavisinde,
sistemik sitotoksik ajanlar kullanilmaktadir. Molekiiler terapi, hiicre yapisini hedef
alan terapiler, migrasyonu hedef alan terapiler, hiicre ¢ogalmasi ve vaskiilarizasyonu

hedef alan terapiler, immunoterapiler ve as1 gibi ¢calismalar hala devam etmektedir.

Neoadjuvan kemoterapiden sonra yiliksek PTY oranlarinin gosterildigi TNMK,
kemoterapiye duyarlidir (Liedtke ve ark., 2008; Straver ve ark., 2010). Neoadjuvan
tedavi, ameliyattan once terapotik miidahaleyi, yani tiimoriin boyutunu kiigiilterek
ameliyatin gergeklestirilmesine izin vermeyi tanimlar. Ameliyat edilebilir tlimorler
icin neoadjuvan tedavi, mastektomi ihtiyacini ortadan kaldirarak meme koruyucu
cerrahiye izin vermektedir. Biiyiikk klinik calismalarin retrospektif analizi, OR
ekspresyonu eksikliginin, OR pozitif tiimorlere kiyasla kemoterapiye daha iyi bir yanit
verdigini gostermistir. (Berry ve ark., 2006; Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative Group (EBCTCG), 2008)

TNMK'de neoadjuvan kemoterapi iizerine yapilan ¢esitli ¢alismalar, PTY'nin uzun
vadeli yanit ve sag kalim i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini dogrulanmistir
(Rastogi ve ark., 2008). Ancak bu, yalnizca PTY'nin hem memede hem de aksillada

rezidiiel hastalik olmamasi olarak tanimlandig1 zaman gecerlidir.
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Liedtke ve ark. 1118 meme kanseri hastasini igeren bir ¢alismada, TNMK'li hastalarda
neoadjuvan tedavi ile PTY oranlarinin, TNMK olmayanlara gore daha yiiksek oldugu
bulundu (%22'ye kars1 %11; p = 0.034) (Liedtke ve ark., 2008). TNMK'de neoadjuvan
tedaviye yanitin, sadece iki tedavi dongiisiinden sonra bile ¢ok hizli olabilecegi de

kanitlanmistir (Huober ve ark., 2010).

Neoadjuvan veya adjuvan tedavide belirli bir meme kanseri fenotipinde herhangi bir
kemoterapétik ajanin istiinliigiine dair bir kanit yoktur (Straver ve ark., 2010).
Antrasiklin ve taksan bazli rejimler meme kanseri hastalar1 i¢in gliniimiiziin standart
tedavisini olusturur (Metzger-Filho ve ark., 2012). Bunlarin TNMK” de oldukga etkili
oldugu kanitlanmistir (Rouzier ve ark., 2005). Huober ve arkadaslari TAC
(dosetaksel/doksorubisin/siklofosfamid) veya TAC-NX (TAC-vinorelbin/kapesitabin)
ile tedavi edilen TNMK' li 509 hastada %39'luk bir PTY orani bildirmistir; bu, ¢ok
merkezli bir ¢aligmada bildirilen en yiiksek PTY oranlarindan biridir (Huober ve ark.,
2010).

Ayrica bazi yazarlar tarafindan TNMK/bazal-like meme kanserlerinin, diger meme
kanseri alt tipleriyle karsilastirildiginda antrasiklin bazli tedaviye daha zayif bir yanit
gosterdigi bildirilmistir (Martin ve ark., 2010, 2011). Tersine, TNMK/bazal-like meme
kanseri olan hastalar, diger alt tiplere gore taksan bazli tedavilere daha iyi yanit
vermektedir (Martin ve ark., 2011). Bu nedenle iliskili kardiyotoksisitesi g6z oniine

alindiginda gereksiz antrasiklin tedavisinden kaginmak gerekir (Smith ve ark., 2010).

TNMK'li hastalarda platin igeren tedaviler taksanlarla birlestirildiginde, TNMK
olmayanlara kiyasla daha iyi yanitlar bildirilmistir, ancak bunlar kii¢iik 6rneklem
grubu igeren tek merkezli ¢alismalardir (Chang ve ark., 2010; Sikov ve ark., 2009). 94
TNMK hastasini igeren daha biiylik bir faz II ¢aligmasi, antrasiklin/taksan bazli bir
tedaviye karboplatin eklenmesinin, PTY oranlarini artirmadigini gostermistir (Alba ve

ark., 2011).

GeparSixto ¢alismasinda (TNMK ve HER2 pozitif meme kanseri i¢in neoadjuvan
tedaviye karboplatin eklenmesinin etkisinin arastiran faz 2 calisma), TNMK'li 315
hasta, 3 hafta boyunca haftada bir kez bevacizumab ile paktitaksel ve doksorubisin
uygulandi. Bu hastalarin bir kismina 18 hafta boyunca haftada bir kez karboplatin

uygulandi. Hematolojik toksisite, karboplatin eklenen grupta daha yiiksekti ve bu
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tedavinin erken sonlandirilmasina neden oldu (kontrol grubunda %36.9, karboplatin
grubunda % 53.2). Buna ragmen, kontrollerde PTY meme/aksilla (TO/NO) %36.9 idi
ve karboplatin ile %53,2'ye yiikseldi (p = 0,005 ) (Alba ve ark., 2011).

Randomize bir faz II ¢alismasi olan Cancer and Losemi Group B (CALGB) 40603
calismasinda, neoadjuvan haftalik paklitaksele karboplatin ve/veya bevacizumab ve
ardindan doksorubisin ve siklofosfamid eklenmesinin, evre II-111 TNMK'de patolojik
tam yanit oranlar1 tizerindeki etkisini degerlendirdi (n=443). Neoadjuvan
kemoterapiye karboplatin veya bevacizumab eklenmesinin PTY oranlarini artirdigi

gozlendi.

Yukarida belirtildigi iizere, antrasiklin ve taksan bazli rejimler meme kanseri hastalari
i¢in giinlimiiziin standart rejimini olusturmaktadir (Metzger-Filho ve ark., 2012). Yine
de, TNMK'li hastalar igin optimal bir neoadjuvan/adjuvan kemoterapi rejimi
olusturulamamistir ve sonuglar iyilestirmek i¢in hem neoadjuvan hem de adjuvan

tedaviler i¢in daha yeni ilaglar ve kombinasyonlar arastirilmaktadir (Joensuu ve

Gligorov, 2012).

TNMK'de metastatik niiks ile ilgili olarak, ER/PR/HER2 hedeflerinin olmamasi
nedeniyle tedavi secenekleri yetersizdir. Kemoterapi, TNMK tedavisinde sistemik
niiks i¢in temel tedavi olmaya devam etmektedir ve tedavinin amaci, sag kalimi
uzatmak ve semptomlarin hafifletilmesidir. Ne yazik ki, sistemik tedaviye verilen
yanitlar kaliciliktan yoksundur ve prognoz diger alt tiplere kiyasla daha kétiidiir (Carey
ve ark., 2007; Kennecke ve ark., 2010). Meme kanseri bir kez metastatik hale
geldiginde, belirli bir meme kanseri alt tipinde bazi kemoterapdtik ajanlarin
digerlerinden daha iistiin olduguna dair higbir kanit yoktur. Tek ajanli kemoterapi
genellikle mantiklidir, ancak bazen acil yanit gerektiginde kombinasyon kemoterapisi
tercih edilebilir. TNMK' deki tek ajanli kemoterapi segenekleri arasinda antrasiklinler
(doksorubisin, epirubisin, vb.), taksanlar (paklitaksel, dosetaksel vb.), anti-
metabolitler (kapesitabin, gemsitabin) ve diger mikrotiibiil inhibitorleri ve/veya
stabilizatorler (vinorelbin, iksabepilon, eribulin) veya platin ajanlar1 (sisplatin,

karboplatin) bulunur.

Bir mikrotiibiil inhibitorii olan eribulin, bir antrasiklin ve bir taksan i¢eren en az iki

kemoterap6tik rejim almis ileri meme kanseri hastalar1 i¢cin FDA tarafindan onay
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almistir. EMBRACE (metastik meme kanserinde eribulin monoterapisine karsin
hekim tercihine bagl tedavi karsilastirilmasi ,2011) ¢alismasindan elde edilen alt grup
analizleri, eribulinin, hekim tercihine gore diizenlenen herhangi bir monoterapi veya
yalnizca palyatif tedaviye kiyasla OR negatif hastalarda ve TNMK'li hastalarda daha
etkili oldugunu gostermistir. Kapesitabin ile onceden tedavi edilmemis hastalarda

eribulinin daha az etkili oldugu dikkate alinmalidir (Twelves ve ark., 2010).

Genel olarak, standart kemoterapi rejimleri, erken evre TNMK' li bir hasta alt grubu
icin etkili olabilir. Bununla birlikte, ilerlemis hastaligi olan hastalar tipik olarak
mevcut kemoterapdtik ajanlara zayif yanit verir veya hizli hastalik progresyonu vardir.
Bu nedenle yeni, daha hedefe yonelik tedavi yaklasimlari, tan1 anindaki hastaligin
evresi ne olursa olsun, TNMK'li bu hasta popiilasyonu i¢in acil ve karsilanmamis bir

tibbi ihtiyactir.

TNMK'nde hedeflenen c¢esitli molekiiler yolaklar arasinda; vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF), yetersiz DNA onarim mekanizmalart (PARP gibi),
epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR), mammalian target of rapamycin (mTOR),
src onkojen yolu, histon deasetilaz (HDAC) ve AR vardir. Ancak bu molekiiller igin
ongoriicii biyobelirteg eksikligi var. Immunhistokimyasallar tarafindan tespit edilen,
TNMK'de asir1 eksprese edilen proteinler EGFR, cKIT, sitokeratinler 5/6, 14 ve 17,
p53, p15 ve siklin E'dir ve bunlar daha kisa sag kalim ile iliskilidir (Cheang ve ark.,
2008).

Randomize faz 3 ¢aligmalarinda VEGF inhibitorleri, tiimor neovaskiilarizasyonunun
biiyiimesini bloke eder. Anti-VEGF monoklonal antikoru olan bevacizumab, birinci
basamak kemoterapiye eklendiginde metastatik meme kanserli hastalarin yanit oranini
ve progresyonsuz sag kalimi artirmaktadir (Miller ve ark., 2007; Robert ve ark., 2011).
Ulusal Cerrahi Adjuvan Meme ve Bagirsak Projesi (NSABP) B-40 calismasinda,
antrasiklin-taksan bazli neoadjuvan kemoterapiye bevacizumab eklenmesinin TNMK
grubunda etkili olmadig1 gosterilmistir (Bear ve ark., 2012). Faz 1l BEATRICE
(Triple Negatif Meme Kanserinde Bevacizumab Adjuvan Tedavisi) ¢aligmasi, rezeke
edilmis TNMK'de bevacizumab ile adjuvan tedavi i¢in 3 yillik hastaliksiz sag kalim
i¢in bir fark bulamamistir (Cameron ve ark., 2013).
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PARP inhibisyonu, BRCA1 eksikligi olan TNMK tiimoérleri i¢in ¢ekici bir hedeftir ve
PARP inhibitorii olan iniparib ile ilgili ilk g¢alismalar cesaret verici olmustur
(O’Shaughnessy ve ark., 2011). Ancak daha sonraki ¢calismalar ne spesifik inhibisyonu
ne de Kklinik iliskiyi dogrulayamamistir (Kumar ve Aggarwal, 2016). BRCA
mutasyonlart olmayan TNMK hastalarinin tedavisinde PARP inhibitorii olaparib
kullaniminin etkisiz oldugu gosterilmistir (Gelmon ve ark., 2010). PARP inhibitorleri
su anda sadece BRCA1/2 mutasyonu olan hastalar1 igeren g¢esitli calismalarda
kemoterapétik ajanlarla kombinasyon halinde degerlendirilmektedir (Kumar ve
Aggarwal, 2016).

EGFR inhibitorii olan monoklonal antikor setuksimab, karboplatin ile kombine
edildiginde TNMK' 1i hastalarin %20’ sinden azinda etki gostermistir (Carey ve ark.,
2012). Randomize bir faz II ¢alismasinda, metastatik hastalik i¢in daha 6nce birden
fazla kemoterapi almamis metastatik TNMK'li 173 hastaya setuksimab ile birlikte
veya setuksimabsiz sisplatin verildi. Setuksimabin eklenmesi, aktivitede 1limli bir

iyilesme ile sonuglanmistir (Baselga ve ark., 2013).

Src, C-kit ve Platellet Derivated Growth Factor Receptor Beta’ nin (PDGFR-) oral
inhibitorii olan dasatinib, bazal-like meme kanseri ve TNMK hiicre hatlarinin
biiytimesini inhibe eder (Finn ve ark., 2007; Tryfonopoulos ve ark., 2011). Tek ajan
dasatinib, tek kollu bir faz I ¢alismasinda antrasiklin ve taksan ile neoadjuvan tedavi
gormiis metastatik TNMK'li hastalarda degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, giinde iki
kez 70 mg'lik bir dozda dasatinib, %9,3'liikk bir hastaliksiz sagkalim oranlar

saglamustir (Fornier ve ark., 2011).

Son yillarda yeni gelistirilen as1 caligmalart TNMK tedavisinde umut verici
olmaktadir. GLV-1h153, replikasyon yetkin bir onkolitik as1 viriistidiir. Gholami ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, bu as1 viriisiiniin TNMK hiicre hattindaki
etkinligi, hem in vitro hem de in vivo ortamda kanitlanmistir. Ayrica GLV-1h153'tin
metastatik TNMK'yi onlemek ve tedavi etmek i¢in umut verici bir terapotik ajan

oldugu sonucuna varilmigtir (Gholami ve ark., 2012).

Hiicre iskeletini etkileyen ve EMT belirteclerini etkileyen mutasyonlar TNMK'de
nispeten sik gozlenmistir (Jeong ve ark., 2012). Hem bazal-like hem de o6zellikle

claudin-low tiimorler, EMT siirecinde yer alan proteinlerin yiiksek ekspresyon
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seviyelerine sahiptir (Dutta ve ark.,, 2012). Wnt/B-katenin sinyal yolunun
aktivasyonunun, EMT'nin karakteristigi, invazyonu ve ¢ogalma potansiyeli ile iliskili

oldugu gosterilmistir (Jiang ve ark., 2007).

TNMK’nde yeni tedavi ¢alismalarinda Wnt/B-katenin sinyal yolagindaki teropatik
hedefler mevcuttur. Kiigiik molekiillii f-katenin/TCF inhibitorii olan CWP232228 ile
tedavi, B-katenin aracili transkripsiyonu inhibe ederek, sirasiyla TNMK hiicre
dizilerinde ve TNMK hastadan tiiretilen ksenograft modellerinde, kok hiicre
proliferasyonunun inhibisyonuna ve tiimor kiitlesinde azalmaya yol agtmistir (Jang ve
ark., 2015). CBP (CREB baglayici protein) inhibitorii olan PRI-724 ve bir Porcupine
inhibitorii olan LGK-974, su anda klinik gelistirme asamasinda olan iki kiigiik
molekuldiir. Her iki molekiil de su anda TNMK hastalarinda devam eden faz | klinik
denemelerinde tek ajan kullanimi i¢in arastirilmaktadir (Takebe ve ark., 2015). En son
in vitro calismalar, LGK-974'tin PI3K/AKT/mTOR inhibitérii BKMI120 ile
kombinasyon halinde, TNMK hiicre kiiltliriinde hiicre canliligin1 azaltmak ve
antitimor etkinligini artirmak i¢in sinerjistik olarak ¢alistigini gostermistir (Solzak ve
ark., 2015). Wnt sinyal yolundaki Frizzled reseptor antagonisti olan vantictumab’in,
TNMK hiicre kiiltiiriinde paklitaksel ile sinerjik etki gdstererek mitotik hiicre 6limiinii
arttirdigl gozlenmistir (Fischer ve ark., 2017). Bu ¢alismada Wnt antagonistlerinin
taksel grubu ile en iyi sinerjik etkiyi gosterdigi belirtilmektedir (Fischer ve ark., 2017).
Benzer bir ¢alismada, FZD7’ ye baglanan ve yanit olarak B-katenin sinyalini bloke
eden OMP-18RS5 antikorunun, kemoterapik ajanlarla kombine edildiginde, hem
pankreas hem de meme tiimorlerinde tiimdr gelisimini 10 kat azalttig1 gozlenmistir
(Gurney ve ark., 2012). Baska bir calismada Wnt sinyal yolu antagaonisti olan Frizzled
ile iliskili protein 1” in (sFRP1), MDA-MB-231" de kanser hiicrelerinin biiyiimesini
inhibe ettigi gosterilmistir (Matsuda ve ark., 2009)

B-katenin ve TCF-4 transkripsiyonel kompleksinin diizenleyici bir bileseni olarak
tanimlanan TNIK, Wnt sinyalini en asag1 basamakta, niikleus diizeyinde
diizenlediginden, son zamanlarda terapotik hedef haline gelmistir (Yamada ve
Masuda, 2017). Fakat TNIK inhibisyonu ile sinirli sayida ¢alisma yapilmistir. Bir
calismada TNIK inhibitorii NCB-0846’nin osteosarkom hiicre kiiltiiriinde PPARy
indiiksiyonu yoluyla tiim6r hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere doniismesini

sagladig1 gosterildi. Pedro T. ve arkadaslarinin akciger skuamoz hiicreli karsinom
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hiicre kiiltiirinde NCB-0846 ile yaptig1 calismada tiimor hiicrelerini inhibe oldugu
gozlenmistir (Torres-Ayuso ve ark., 2021).

TNMK, erken evrede, standart kemoterapiklere 1yi yanit vermektedir . Fakat ileri
evrede ve niikslerde standart kemoterapiye ilaveten hedefe yonelik tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir . Bu nedenle ¢aligmalarda tiimér migrasyonu, invazyonu ve
metastazinda rol alan EMT ve Wnt/B-katenin sinyal yolu ile TNMK inhibisyonu
hedeflenmistir. Ayrica NCB-0846’ nin TNIK inhibisyonunun TNMK’ ne etkilerini

arastiran bir ¢aligma mevcut degildir.

Caligmamizda, NCB-0846’nin sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi WST-1 canlilik
analizi sonuglarinda, MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat sonundaki canlilik oranlar1
48 saate gore daha diisiik bulunmustur ve NCB-0846’nin zaman bagimli olarak TNMK
hiicre hattinda canlilig1 azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica uygulanan NCB-0846 dozlari
ile canlilik oranlar1 degerlendirildiginde, MDA-MB-231 hiicrelerinde en etkin doz 3
uM olarak saptanmistir. Kontrol hiicrelerimiz olan MCF-10A hiicrelerinde de ise
NCB-0846’nin sitotoksik etkisinin oldugu saptanmistir. 3 uM dozda 72 saat sonunda
MDA-MB-231’ de canli hucre %42,20 iken MCF-10A ise %53.92 idi. NCB-0846,
3 uM dozda kanser hiicrelerine daha fazla toksik etki gostermistir. NCB-0846, MDA-
MB-231 hiicreleri lizerinde doz ve zaman bagimli iken, MCF-10A hiicreleri tizerinde
sadece zaman bagimli idi. NCB-0846" nin MCF-10A hiicreleri iizerindeki en
sitotoksik dozu 1 uM olarak saptanmistir. Tetsuya S. ve arkadaslarmin 2020 yilinda
yayimlanmis ¢calismasinda, snovyal sarkom kanseri hiicre hatti olan HS-SY-1l ve SYO-
1 hiicrelerinde NCB-0846’ nin inhibitor etkisinin oldugunu, bu etkinin konsantrasyon
ve zaman bagimli olarak arttigini bildirmislerdir (Sekita ve ark., 2020). Bir diger in
vitro ¢alismada, Masuda ve arkadaslari, insan kolon kanser hiicre hattinda (HCT116 ),
NCB-0846’ nin inhibitdr etkisinin konsantrasyon ve zaman bagimli olarak arttigini

gostermistirlerdir (Masuda ve ark., 2016).

NCB-0846" en etkin siiresi olan 72 saatlik uygulamasinin MDA-MB-231" deki
apoptotik etkisi degerlendirildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubuna goére
tiim dozlarda apoptotik hiicre oranlarinin daha yiiksek oldugu saptandi. MDA-MB-
231 hiicrelerinde en yiiksek apoptoz 3 uM dozda saptandi. Morfolojik degisiklikler

degerlendirildiginde konsantrasyonundaki artisa bagli olarak sitoplazmada dejeneratif

55


https://paperpile.com/c/02LRf4/xxj07
https://paperpile.com/c/02LRf4/bLxxN
https://paperpile.com/c/02LRf4/MfQGx

degisimlerin yanisira hiicre membraninda kopmalar (apoptotik body) olusumlar

gozlendi. Morfolojik degisiklikler ve WST-1 canlilik analizi apoptoz ile uyumluydu.

Bu durum TNMK’ nin apoptoz hedefli tedavilere duyarli olabilecegini
diistindiirmektedir. MCF-10A hiicrelerinde ise 72 saat boyunca NCB-0846, en yiiksek
apoptoz Olim oranini1 1 pM da gostermistir, 3uM dozda daha diisiik bulunmustur..
NCB-0846’nin apoptotik etkilerini gosteren bir ¢caligmada, HCT-116 hiicre hattinda
PARP-1 ile apoptozun indiiklendigi tespit edilmistir (Masuda ve ark., 2016). Toru H.
ve ark. (2021), osteosarkom hiicrelerinde NCB-0846 uygulamasinin apoptozu
arttirdigim1 PARP-1 yikimindaki artis ile gostermistir (Hirozane ve ark., 2021).

Sato ve arkadaslar1 CK2a, DYRK1A ve TNIK fosforilasyonunu inhibe eden 108600
multikinaz inhibitoriiniin, MDA-MB-231 hiicre hattindaki uygulamasinda kanser
hiicrelerini inhibe ettigini, hiicre siklusunda G2M fazinda duraklattigin1 ve apoptozu

indiikledigini géstermislerdir (Sato ve ark., 2021).

Hiicre siklusuna yonelik aragtirmada MDA-MB-231 hiicrelerinde NCB-0846’nin artan
konsantrasyonuna bagli olarak G2/M evresinde hiicre tutulmasina neden oldugu
belirlendi. Baska g¢alismada NCB-0846" nin osteosarkom hiicre hattinda sub-G1
fazinda tutuluma neden oldugu bildirildi (Hirozane ve ark., 2021). Yine Mari M. ve
arkadaslarinin ¢alismasinda, NCB-0846" nin HCT116 hiicre hattinda sub-G1 fazinda
tutuluma neden oldugu gosterilmistir (Masuda ve ark., 2016).

Wnt yolagmin onemli bir hedefi olarak B-katenin proteinini kodlayan CTNNB1
geninin NCB-0846" nin artan dozuna bagli olarak MDA-MB-231 hiicrelerinde
ekspresyon seviyesinde azalis belirlenmesine ragmen, MCF-10A hiicrelerinde
CTNNB1 mRNA seviyesinin anlaml1 bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Toru H. ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada NCB-0846’ nin uygulandigi fareler SOX2
NANOG ve MYC gen ekspresyon diizeylerinde azalma saptanmistir (Hirozane ve ark.,
2021).

TNMK kanserinde apoptoz hedefli tedavi ile ilgili gesitli ¢alismalar mevcuttur.
Apoptozun hem intrinsik hem de ekstrinsik yolagi mevcuttur. (Carneiro ve El-Deiry,
2020). Apoptozun intrinsik yolagindaki ana hedef anti-apoptotik olan Bcl-2’ nin
inhibisyonudur. Bir Bcl-2 inhibitorii olan ABT-199, doksorubisinin MDA-MB-231
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hiicre hattindaki etkisini sinerjik arttirdg1 ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Inao
ve ark., 2018). Icsel yoldaki bir diger hedef olan BCLXL’ in inhibitérii WEHI-539°
dur ve bunun sisplatin ile kombinasyonunda TNMK hiicre hatlarinda sinerjik aktivite
gosterdi (Lucantoni ve ark., 2018). Ekstrinsik yolak inhibisyonu ile tedavide TRAIL,
FAS-L, TNF gibi bilinen {i¢ 6liim reseptoriinden birinin aktivasyonu ile kaspaz-8
aracili apoptozis indiiksiyonu hedeflenmektedir . TRAIL agonistinin meme kanseri
hiicre hatlari iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, hormon reseptorii pozitif
olan hiicre hatlarinin TRAIL agonistine direnc¢li oldugu, TNMK hiicre hatlarinda ise
kaspaz bagimli apoptozun indiiklendigi goriildi (Rahman ve ark., 2009).

Sonug olarak ¢alismamizda TNMK’ ndeki etkinligini arastirdigimiz TNIK inhibitorii
olan olan NCB-0846’nin, apoptozu indiikleyerek, hiicre sagkalimini azaltarak ve
proliferasyonu baskilayarak MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etki
gosterdigi  saptanmistir. Calismamizda, NCB-0846’nin TNMK hiicrelerinde
apoptotoza neden oldugu yolaklar belirlenememis olsa da, bildigimiz kadariyla, NCB-
0846’nin MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik ve antiproliferatif yetenegi lizerine ilk
rapordur. Bu yoniiyle calismamizin gelecekte yapilacak arastirmalara 11k tutacagi
disiiniilmektedir. Calismamiz, TNIK inhibisyonunun TNMK tedavisinde yeterli
etkinlige ulasabilecegini diislindiirmektedir. Kombin kemoterapi ilaclar ile birlikte
kullanildiginda tedavi etkinligi artabilir, yan etkileri azalabilir. Ayrica sistemik
kemoterapiklerle kombinasyonunda doz azalmasini saglayarak yan etkilerin
azalmasina neden olabilir. Sonuglarimiz, NCB-0846’ nin TNMK tedavisi i¢in uygun
bir aday olabilecegini gdstermektedir. Ancak etki mekanizmalarin1 daha iyi anlamak

icin daha ileri diizey in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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