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Arimideks’in, meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve T47-D hiicreleri uzerlndefq
doz ve zamana bagl etkileri aragtirildi. Kersetin’in 5-200 uM konsantrasyonlarinin,
Arimideks’in 5-100 pg/ml konsantrasyonlarimin ve Kersetin’in 5-50 uM dozlarina/
Arimideks’in 50 ve 100 pg/ml dozu ilave edilerek olugturulan kombinasyonunun 24,
48, 72 ve 96 saatlerde MCF-7 ve T47-D hiicre hatlarina uygulanarak hiicre
proliferasyonuna ve apoptosise etkileri, MTS kiti ve DNA Laddening yontemleri
kullanilarak incelendi.

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunu doza ve zamana bagl
olarak arttirdigs  gozlenmistir. Bununla birlikte, 100-200 uM Kersetin
konsantrasyonunda, MCF-7 hiicrelerinde 72. saatten sonra, T47-D hiicrelerinde ise
48. saatten sonra hiicre proliferasyonunu yavaslatici ve/veya durdurucu oldugu
gozlenmigtir. Bu durum T47-D hiicrelerinin, MCF-7 hiicrelerine gore Kersetin’e

daha duyarlt oldugunu isaret edebilir.

Arimideks 5-50 pg/ml konsantrasyonlari, MCF-7 hiicrelerinde 0-96. saatleri
arasinda hiicre proliferasyonunu arttirirken, 100 pg/ml uygulamada ise 72. saatten
sonra yavaslatici veya durdurucu etki gézlemledik. Bu durum T47-D hiicrelerinde ise

10, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda 48. saatten sonra gdzlenmistir.

Kesretin/Arimideks kombinasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisinin,
MCF-7 hiicrelerinde arttirici- oldugu, T47-D hiicrelerinde 72-96 saatler arasinda
azaltict/durdurucu oldugunu tespit ettik. Bu sonuglar T47-D hiicrelerinin bu
kombinasyonlara daha duyarli olabilecegine igaret etmektedir. Ayrica her iki hiicre
cesidinde de Kersetin’in hiicre proliferasyonunu arttirirken 0-24. saatleri arasinda
apoptosise neden oldugunu ve bu etkinin kombinasyon uygulamalarinda arttigini

gozlemledik.



SUMMARY

In this study, the dose and time-dependent effects of Quercetin, ﬁ* o
and Arimideks, an aromatase inhibitor, were examined on mammary cancer ﬁ‘[“lﬁleﬁsw&
MCF-7 and T47-D. The effects of 5-200 uM concentrations of Quercetin,
5-100 pg/ml concentrations of Arimidex and different combinations of both (50 and
100 pg/ml doses of Arimidex was added to 5 and 50 uM concentrations of
Quercetin) on cell proliferation and apoptosis in MCF-7 and T47-D cell lines were

evaluated by using MTS kit and DNA Laddening methods.

5-50 uM concentrations of Quercetin increased cell proliferation in MCF-7 and
T47-D cells in dose and time-dependent manner. In addition, 100-200 pM
concentrations of Quercetin decreased the cell proliferation of MCF-7 and T47-D
cells after 72. and 48. hours, respectively. This result shows the higher sensitivity of
the T47-D cells to Quercetin. ’

Although the cell proliferation of MCF-7 cells was increased at 5-50 pg/ml
concentrations of Arimidex during 0-96. hours, 100 ug/ml concentrations of
Arimidex decreased or stopped the cell proliferation after 72. hour. A decline in the
cell proliferation of T47-D cells was seen at 10-50 and 100 pg/ml concentrations of

Arimidex after 48. hours.

The effect of Quercetin-Arimidex combinations on cell proliferation was
inhibitory on T47-D cells between 72-96. hours and stimulatory on MCF-7 cells.
These results indicate that T47-D cells were more susceptible to the combinations of
both agents. While Quercetin increased the cell proliferation, it caused apoptosis
during 0-24. hours in both cell lines and we observed that the apoptotic effect of

Quercetin was increased in combinations with arimidex.
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Akt: Protein kinase B

ATAC: Arimideks, Tamoxifen Alone in Combination
ATCC: American Type Culture Collection
Bax: Bcl-2 associated x protein

Bel 2: B-cell lymphoma 2

BP: Binding protein

BRCA: Breast cancer susceptibility gene
CO,: Karbon dioksit

COMT: Catechol-o-methyl-transferase
COX-2: Cyclooxygenase-2

dH,O: Distile su

DISC: Death-inducing signaling complex
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil siilfoksit.

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EBYV: Epstein-barr virlis

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
EGF: Epidelmal biiylime faktSrii

ER-: Ostrojen reseptdr negatif

ER: Ostrojen reseptorii

ER+ : Ostrojen reseptdr pozitif

ErbB2, ErbB3: Avian erythroblastosis-ES-4
FADD: Fas-associated death domain

FBS: Fetal Bovine (sigir) serum



FDT/PDT: Fotodinamik tedavi

H,0,: Hidrojen peroksit

HelLa: Uterine cervical carcinoma
HER-2/neu: Human epidermal growth factor receptor-2
HL-60: Promyelocytic leukemia cell line
HP: Hiicre proliferasyonu

HPB-ALL: Akut lenfoblastik lenfoma
Hsp: Heat shock proteins

IGFBP: Insulin benzeri biiylime faktér baglanma proteinleri
IR: Iyonize radyasyon

kDa: Kilo dalton

Kersetin: 3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavone
Lag: Duragan (faz)

LH: Liiteinlestirici hormon

Log: Logaritmik (faz)

LLOH: Loss of genetic heterozygosity
MCF-7: Human mammary cancer cells
MMTYV: Mouse mammary tumor virus
MRM: Modifiye Radikal Mastektomi
myc: Avian myeloblastosis

NaAc: Sodyum Asetat

NaHCO;: Sodyum bi karbonat

PARP: Poly (ADP-riboz) polimeraz

PBS: Phosphate Buffer Saline

PGE;: Prostaglandin E2

PKC: Protein kinaz C




PR: Progesteron reseptorii

Radda: Emilen radyasyonun 0lgii birimi

Rb: Retinoblastoma; ¢ocuklarda gériilen g6z kanseridir.
SDS: Sodyum didosil siilfat

SFM: Serum Free Medium

SV40: Simian viris 40.

T47-D: Human breast cancer cell lines

TPK: Tirozin protein kinaz

UV: Ultra viole

WNT7B: Wingless-related Mouse mammary tumor virus
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1. GIRIS

Kanser; genetik ve gevresel faktorler arasindaki iligkinin bir sonucudur. Bu'~
kapsamda beslenme aligkanlii kanser olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Russo et al., 1999). Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisiiniin aragtirmalarina gore
dogru beslenmenin kanser riskini %20 azalttig1 belirtilmistir (World Cancer Research
Fund and American Institute for Cancer Research, 1997). Son yillarda aragtirmacilar
diyette bulunan, besleyici olmayan ve kanser gibi yikici hastaliklarin olugumunu
engelleyebilen bilesikler iizerine galigmalarini yogunlasmistir (Russo et al., 1999).
Stavric 1994°e gére bu molekiilleri kimyasal engelleyiciler olarak adlandirarak bir
sinifta toplamaktadir. Bu sinifta bazi vitaminler (C ve E vitamini) ve yiyeceklerdeki
gida polifenolleri yer almaktadir. Flavonoid simfi, sebze, meyve ile ¢ay ve sarap gibi
iceceklerde dogal olarak bulunan polifenolik antioksidanlardir (Middleton and
Kandaswami, 1993). Yapilan birgok epidemiyolojik ve molekiler ¢aligma diyetle
birlikte alinan flavonoidlerin bazi kanser tiplerinin olusumunu azaltabilecegini

gostermektedir (Kuo, 1997; Garcia-Closas ef al., 1999).

Kersetin (3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavone) besinlerle viicuda alinan en 6nemli
flavanoidlerden biridir. Elma, sogan siyah ve yesil ¢ay ve sarap gibi igeceklerde
bolca bulunmaktadir (Middleton and Kandaswami, 1993; Lombard ef al., 2005). Bu
molekiiliin insan kanserlerinden elde edilen ¢esitli hatlarinin biiyiimesini engelledigi

rapor edilmistir (Avila et al., 1994; Ferrandina et al., 1998).

Kersetin’in kolon (bagirsak) kanser hiicreleri iizerinde biiyiimeyi Onleyici ve
apoptosis mekanizmalar1 {izerine arastirmalarinda Kersetin’in insan kolon kanseri
hiicrelerinde apoptosise yol actigimi  ve hiicre biiylimesini yavaglattigini
belirtmislerdir‘ (Kim et al., 2005). Bununla birlikte, yapilan diger c¢aligmalarda
Kersetin’in  farkli hiicre tiplerinde hem yararli, hem zararli etkilerini
gozlemlemiglerdir. Ornegin, Kersetin’in hidrojen peroksit ile uyarilan oksidatif strese
maruz kalan hiicreler {izerinde koruyucu bir potansiyel etkiye sahip oldugunu Oyama
et al., 1999 ve Rzymowska et al,, 1999 fakat Rong ef al, 2000°de Kersetin
uygulamalatimin farkli sonuglar verdigini belirtmislerdir. Bu nedenle Kersetin’in

hiicreler tizerindeki etkisi hala tam olarak anlasilamamuastir.

Kadinlarda, yumurtaliklardan salgilanan steroid yapidaki Ostrojen hormonu;

genotoksik metabolitlere doniistiiriilebilmekte ve bdylece meme kanserine sebep



olabilmektedir Oyle ki kadinlarda &stradiol (Ostrojen viicutta; dstron, ;. trlol“v

o it

ostradiol formlarinda bulunmaktadir) aromatoz enzimi tizerinden meme dokusunda = -

sentezlenmektedir (Crews et al, 1996). Aromataz enziminin asir eksprégifonu
nedeniyle Sstrojen, meme dokusunun kanserlegsmesine neden olabilmekte ve bununla
ilgili olarak da aromatazi agiri eksprese eden transgenik fare ve kemirgen
modellerinde kanser ile aromataz arasinda iligki bulunmusgtur (Santen et al,, 1999).
Bu verilere dayanarak aromataz inhibitorlerinin meme kanserini Onlemedeki

potansiyel etkileri gliniimiizde ilgi uyandirmaktadir (Santen et al., 1999).

Aromataz inhibitérleri ile birlikte yapilan farmokolojik yaklagimlar Gstrojen
sentezini Onlemede etkin olmaktadir. 1973 yilinda birkag aromataz inhibitorii
bulunmugtur. Aromatoz inhibitorlerinin kapsadigi bilegenler in vivo da strojen
sentezini yavagslatmig ve hayvanlarda yapilan caligmalarda timor olusumunu

zayiflatmigtir (Freedman et al., 2005).

Aromataz inhibitorierinin siniflandiriimasinda, steroid yapida olup olmamalan
dikkate alinmistir. Bu inhibitdrlerde bulundugu zamanlara gore birinci kusak, ikinci
kusak ve flgiincli kusak seklinde gruplandirilmaktadir. Arimideks bu aromataz
inhibitorlerinin steroid yapida olmayan iigiincti kusak klsﬁllna girmektedir

(Freedman et al., 2005).

Bu calismamizda, hiicre kiiltiirli ve molekiiler biyoloji tekniklerini kullanarak
meme Kkanseri  hiicrelerinde, Kersetin, Arimideks ve Kersetin/Arimideks
kombinasyonu’nun ¢esitli dozlar; doza ve zamana bagli olarak, hiicre proliferasyonu

(HP) ve apoptosis lizerine etkileri aragtirtimagtir.

1.1. Kanser

Kanser, Eski Misir’dan beri bilinmesine ragmen yaklagik 200 yil once

tanimlanabilmistir (Singer and Grunberger, 1983).

Kanser, ¢evredeki dokular1 iggal etmeye y6nelmis, kontrolsiiz hiicre biiylimesi
ve viicudun diger organlarina yayilma (metastaz) ile karakterize edilen bir hastalik
grubudur. Bazen kullamilan g¢esitli tanimlar ¢eligki yaratmaktadir. Kanser, timér ve
neoplasma terimleri birbirlerinin yerine kullanilmaktadir. Neoplasm, biiyiimenin
dogasini tanimlamaksizin her hangi bir yeni biiylimeye verilen isimdir. Tiimor
kelimesi ise hem =zararli hem de zararsiz biiylimelerin her ikisi iginde

kullanilmaktadir (Artner, 2001)



1.1.1. Kanser Olusumu

Kanserin olusum siireci Karsinogenez olarak isimlendirilir. Karsmogen g i e

W

hiicrelerde 6nemli diizenleyici yollardaki hatalarin birikmesinden kaynaklanan, g:ok
basamakli bir mekanizmadir. Tek hiicrede baglar (klonal), gogalir ve komsularina
gdre ona yagamsal avantajlar saglayan ilave degisiklikler gegirir. Bu degismis
hiicreler, kanser olusturmak i¢in pek ¢ok hiicre iiretecek kadar ¢ogalmak
durumundadir. Yagsam siiresince meydana gelebilecek hatalarin birikmesiyle
olustugu diisiiniiliirse, kansere yakalanma riskinin yasla orantili oldugu dustiniilebilir.
Bununla beraber, erken yasta goriilen kanserlerde vardir. Ornegin retinoblastoma

(gdz kanseri) ve leukaemia (kan kanseri) kanserleri gibi (King, 2000).

Yas faktSriinin yanisina kanserin olusumunda yasam tarzida Onem
tasimaktadir. Kanserin étiyolojisine baktigimizda, Meme ve prostat kanseri bati
iilkelerinde daha yaygin iken Cin gibi iilkelerde ise rahim agzi ve mide kanseri daha
¢cok goriilmektedir. Kanser olusumunda cevresel faktdrlerin daha fazla 6nemi
olmasiyla birlikte bazi kanser tipleri hatta alt tipleri genetik olarak tanimlanir.
Ornegin, kolon kanserlerinin gogu kalitsal 6zelikte degildir bununla beraber ii¢ farkli

tipi genetik §zelliklerin kalitilmasi ile olusmaktadir (King, 1997).

Karsinogenez stiresince hiicrelerde hatalarin birikimi devam eder, ilerledikge
kanser hiicreleri davramslarini degistirmeyi siirdiriirler. Ornegin meme kanseri
hiicreleri baslangigta normalde hormonlara duyarli iken daha sonra duyarsiz hale
gelir. Hiicrelerdeki genetik tutarsizlik artmaya devam eder, hiicre agir1 biiyiimeye
dogru bir egilim gostererek diger hiicrelerin farklilastign yapidan uzaklasir (King,
2000). |

Bazi dokular, 6rnegin epitel dokular kanser olusumuna daha fazla egilimlidirler
(Masood and Kameh, 2003). Cinsiyete bagl olarak da farkli kanser tiirleri goriiliir,
kadinlarda ovaryum ve rahim agzi kanserleri goriiliir iken erkeklerde prostat kanseri
goriilmektedir. Ttim kanserlerin sadece %5°ni olugturan agiz ve deri kanserlerinin her
ikisi de hizhi bir gekilde gogalan hiicreleri igermektedir. Oysa kadinlarda en yaygin
kanser olan meme kanseri yavas bir sekilde gogalmaktadir (Parkin, 1998). Pek ¢ok
normal hiicre, zamanla asir1 ¢ogalma goOsterir fakat tekrar normal goriiniim ve
davramgini geri kazanabilir. Hiicreler farklilagtiginda g¢ok daha yavas boliniirler.

Boylece farklilagmay: bloke etmek (bazi kan kanserlerinde goriildiigii gibi) veya



durdururken, kanser hiicrelerinde bu durum s6éz konusu deg11d1r Aslinda bu temas

bozuklugu nedeniyle bazi kanserler yabanci olarak tanimlamir boylelikle konakg:mm

bagisiklik sisteminin miidahalesine maruz kalirlar (Masood and Kameh, 2003).

Kanser hiicrelerinin dzgiil ozelligi, anti-sosyal olmalar1 ve kanserlesmemis
komsgular1 ile uyumlu olmayan bir otonomi diizeyine sahip olmalaridir. Normal
hiicreler degisik seviyelerde i¢ ve dig kaynakli sinyallere tabii olmaktadir;
Karsinogenez sirasinda ise bu Ozellik ortadan kalkmaktadir. Bu nedenle, bu -
diizenleyici sinyalleri tanimlamak; hiicre dist gevrenin hiicrenin isleyigini nasil
etkileyebildigini, bir kanser hiicresinin ¢evresini nasil maniple edilebildigini, bir

hiicre yiginindaki tiim davramglara karar veren sinyalin ne oldugunu anlayabilmemiz

bakimindan énemlidir.

Hiicre (doku) yagsaminin genlerle kontroliine, kanser genleri veya onkogenlerin
de katilimi, hiicre i¢i sinyal yollarinda rol alan anahtar diizenleyici genlerin
aktivitelerinde nitel veya nicel degisikliklere neden olarak, hiicrenin islevi
degismektedir. Cogu kanser vakasinda, gen islevinde artigtan ziyade, normal
baskilayict genlerdeki islev kaybi goriilebilmektedir, 6zellikle hiicre ¢ogalmasi ve
olimi ile ilgili kontrol genlerinde olabilmektedir. Kanserler arasindaki farkliligin
nedeni, kontrolsiiz biiyimeye farkli kanserlerin, farkli sinyal yollarimi degistirmesi

yargisinda yatmaktadir.

Kanser olusumu surecinde bireyin maruz kaldig1 i¢ ve dis etmenlerin etkisi s6z
konusudur. Bu etmenlerden, dig kaynakli olanlarina; radyasyon, kimyasallar, viriisler
ve beslenme aliskanligy, i¢ kaynakli olanlarina; tagidigi genler, onkogenler ve kaliim

6rnek verilebilir.

1.1.1.1. Radyasyon

U.V, X ve Gama igmlant mutajenik ve karsinojeniktir. U.V radyasyonu
piramidin dimerlerinin olugsmasina neden olur. U.V 1smm ile karsit bazlann
eliminasyonu ile piirinsiz ve pirimidinsiz konumlar olugabilir tek ve ¢ift iplikgik
kinlmalart  veya iplikgiklerde ¢apraz baglantilar olusabilmektedir. Isinlama
enerjisinin neden oldugu karsinogenezde temel mekanizmanin DNA hasar1 oldugu

varsayilmaktadir. DNA’daki dogrudan etkilerden ayri olarak X ve gama isinlari



dokularda serbest radikallerin olusmasina neden olur, meydana gelen OPf supe kci)ksrt
ve diger radikaller DNA ve baska makro molekiiler ile etkileserek moleklﬂer hasafa
yol agarlar (Barcellos-Hoff, 2005). ‘%ﬁ: e
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Yiiksek dozda radyasyon ismina maruz kalmak  karsinogenezi
baslatabilmektedir. Radyasyonun 1g1ma siiresince, bu 1gtmaya maruz kalan hiicrelere
bireysel olarak hasar verdigi diigtinlilmektedir (Barcellos-Hoff, 2005). Fakat son
zamanlarda, radyasyona ugramis hiicrelerin var olmasinin, radyasyona ugramamus
diger hiicreleri de etkiledigi gosterilmis ve bu olgu Bystander etkisi olarak
adlandirilmigtir (Huang ef al, 2003). Radyasyon isimasinin kanser {izerindeki
potansiyel etkisine dair galigmalar, siklikla baslangicta DNA’ya vermis oldugu
hasarlar iizerine odaklanmistir. Bu anzalar dogru bir gekilde tamir edilemedigi
taktirde mutasyon veya kromozom hasarina yol agmaktadir. DNA hasarlart normalde
hiicre oliimiine neden olur. Bununla birlikte hatali olarak tamir edilen hasar
neoplastik hticreyi olusturan bir mutasyona yol agabilir. Genellikle radyasyon
1stmasinin mutajenik olmayan etkileri, ¢ok hiicreli sistemde neoplastik islemi agikca
tesvik edecek sekilde bozan siirekli etkilere de neden olabilmektedir. Iyonize
radyasyonun (IR) dokunun mikro ¢evresindeki degisiklikleri uyarabilmesi,
neoplastik siirecin sikligin1 ve oOzelliklerini etkileyen karsinojenik potansiyelinin
O6nemli bir bileseni oldugu disiiniilmektedir (Barcellos-Hoff, 2001). Radyasyona
ugramig bir dokuda, kaybolan islevi tamir etmeye yonelik bir Doku Hasar Yanit
Programt mevcuttur ve bu programda her bir hiicrenin hasara yanit1 hiicre dis1 sinyal
ileti ile koordine edilmektedir (Barcellos-Hoff, 1998). Doku patolojisi ve organin
gérevini yerine getirememesi, hiicreler arasinda ve hatta farkli hiicre tipleri
arasindaki bilgi aligverisinin bozulmasindan kaynaklaniyor olabilmektedir (Trosko,

1998; Barcellos-Hoff, 2005).

1.1.1.2. Kimyasallar

Niikleik asitlerin modifikasyonunu etkileyerek kansere yol agabilen birgok
faktor vardir. Mutajenler ve karsinojenler dogrudan etkili olanlar ve dolayli yoldan
etkili olanlar olarak ikiye aynlabilirler. Dogrudan etkili olanlar makro molekiiller ile
herhangi enzimatik aktivasyona ihtiyag duymaksizin reaksiyona girerler. Digerleri
metabolik aktivasyona ihtiyag duyarlar. Ornegin dialkilnitroz aminler reaktif

olabilmek icin bir enzimatik basamaga maruz kalmak zorundadirlar (Singer and

Grunberger, 1983).
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Beslenme kanser olusumunda etkili olabilmektedir. Yiiksek tuz (s
alimi mide kanseri riskinki artirir. Meme kanseri ile alinana yag a%
el . %
oranti, konserve soya fasulyesinin igerdigi tuz oraniyla mide kanseri araSipda da’bl
baglant1 oldugu belirtilmigtir. Yiiksek yag alimi ile sigmanlayan kadmlarda bu
durumun Ostrojen ilizerinde etkili olmasi sonucunda hiperproliferasyona sebebiyet
verdigi i¢in meme ve rahim kanserine yakalanma riskini artirmaktadir (World Cancer

Research Fund and American Institute for Cancer Research, 1997)

Besinlerle birlikte alinan bazi kimyasal bilesiklerinde kanser geligimi {izerinde
etkileri vardir. Omegin basit non-alkilleyici ajanlar niikleik asitlerde, amino
gruplarin1 dogrudan degistirirler, bu isglemi oksitaditif mekanizmalar yolu ile veya
dogrudan elektrofilik atakla gergeklestirirler. Deaminasyon yoluyla baz giftlesmesini
degistirirler veya tautomerik dengede bir kaymaya yol agarlar ayrica bistilfit,
hidroksilamin, metoksiamin ve hidrazin sitozinin 5-6 ¢ift bagina (veya metoksianim
hari¢) urasilin 5-6 ¢ift bagina dahil olabilirler. Nitroz asit miikkemmel bir mutajendir
ve oksidatif deaminazyon ajamidir. Sitozinin urasil, adenin’in hipoksantine veya
guanin’in ksantine deaminasyonu baz eslesmesini degistirmektedir (Singer and

Grunberger, 1983).

Alkol bilesiminde kanseri hizlandiran maddeler bulunur. Agiz, girtlak, yemek
borusu, karaciger, kolon gibi bolgelerde kotii etkileri vardir. Giinde 10 gr alkol
tiiketimi ile 160 gr’dan fazla alim arasinda risk oram 20 kattir (American Institute for

Cancer, 1997).

U.S.A.’da sliimlerin %17’si, sadece kanserden kaynaklanan Sliimlerin %30°u
sigara igmekten kaynaklanmaktadir ve diger iilkelerde de benzerdir. Pasif igicilerde
de tiittin ile iligkili trlinleri hava yoluyla alarak etkilenmekte ayrica agiz, girtlak,
yemek borusu, mesane ve bdbrek kanserlerini de arttirmaktadir. Etkilenen bélgenin
¢ogu karsinojen dumanlar temasa gecen bélgelerdir ama karsinojenler akcigerler
yoluyla kana gegerek oradan da bébrek ve mesane’ye ulasarak digari atilir. Bu
bolgelerin her ikisi de bu durumdan etkilenir ama ilgingtir ki kanser baskilayic1 gen
p53°teki inaktive edici mutasyonlar mesane ve akciger kanserlerin de farklidir. Bu
durum mesaneye ulagan dumandaki karsinojenlerin akcigerleri epiteli {izerinde etkili

olan karsinojenler den farkli oldugu 6nerisine yol agmaktadir (Doll and Crofton,

1996)



Bunlara ek olarak tibbi tedavi uygulamalarimn, kanser olusumu “

g6z ard1 edilmemelidir. Bagigiklik sistemi baskilayici ilaglar kullanma
nakli yaptirmus hastalarda da bu ilaglar kanser olusumuna neden olabits ektedir

Ornegin bébrek nakli yaptirmislar da ileride lenfoma gelisimi goriilme riski normalin

40 kat {izerindedir (King, 2000).

1.1.1.3. Viriisler

Virtisler karsinogenez olusumunda diger bir etmendir. Hiicre diizenlenmesini
etkileyen genleri tasirlar, hiicre fonksiyonunu degistirebilir veya hiicreyi modifiye

edebilirler (Beverly and Wilson, 2003).

DNA viriisleri konak¢1 proteinlerini inaktive ederek v-onc proteinleriyle de
konakg1 proteinlerini baglayarak etkilerini gosterirler. DNA viriislerin’den Simian
viriis 40 (SV40) ve Adenoviriisler insan kanserleri ile iligkili degillerdir. Baz1 tip
adenoviriislerin muhtelif havyan hiicrelerinin transformasyonlarina neden olduklar
bilinmektedir. Epstein-Barr virlisi (EBV) insanlarda Burkitt Lenfomast ve
nozofaraigeal karsinoma ile iligkilidir. Herpes Simpleks viriisii (tip II) ile serviks
kanseri arasinda iligki kurulmustur. Hepatitis B viriisii ile de insanlardaki bazi
karaciger kanserleri arasinda iliski olabilecegi diistintilmektedir (Butel, 2000).
Papilloma virtisler bir DNA viriis ailesidir, insanlarda dahil olmak iizere yiiksek
omurgalilarin gogunda mukozal ve deri epitelinde asin sekilde gogalabilen yaralara
(sigil gibi) sebep olur. Bu yaralardan gogu gelende iyi huylu zamanla gerileyen bir
yapidadirlar. Fakat bazilar1 kétii huylu olmaya ve karsinomaya meyillidir. Ornegin

rahim agz1 kanseri (Villa, 1997).

RNA viriisleri hiicreyi enfekte ettiginde viriisiin RNA’s1 revers transkripsiyon
ile DNA’ya doniigtiirtiliir. Aktif hale gelen viral DNA bir onkogen olarak veya
konak¢1 gen aktivitesini etkileyerek mutasyonlara neden olmakta ve bdylece

karsinogeneze gidilen yolda konakg1 hiicrelerinin ilerlemesini baglatmaktadir (Butel,

2000).
1.1.1.4. Kanser Genleri

Kanser gelisiminde onkogenlerin roliiniin olabilecegini ileri siirmiislerdir
(Tchia ef al, 1991). Onkogenler ilk olarak Rous sarkoma viriisiinde tanimlanmus,
insan genomunda da homolog gozlenmistir. Viral olan onkogenler v-onc, normal

onkogenler ise c-onc olarak belirtilir. Proto-onkogenlerin kodlanmig protein tiriinleri




hiicre sinyalizasyonu ile hiicre biiylimesinin regulasyonunda 6nemii ‘rol oynarlar 2
(Bacus ef al., 1990). Bu genler mutasyon, kromozomal translokasyon, amphﬁkasyon‘ '

veya transkripsiyonel disregulasyon ile aktive olarak anormal protein sentezme veya, |
asirt protein yapimina neden olur. Aktive olan proto-onkogenlere onkogen, protem
tirtinlerine ise onkoprotein denir. Ornek olarak c-myc geni, int-2 ve c-erb B2
genlerine verebiliriz (Hesketh, 1997). Bu genlerin kanser ile iliskilerini tezin 1.3.1.

meme kanseri’nde protoonkogenler ve onkogenler adli kistmda anlatilmaktadir.

Protoonkogenler. degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler. Genin
yapisal bir bolgesinde degisiklik sonucu farkli fonksiyon géren bir protein
sentezlenir. Bu tip degisiklikler siklikla nokta mutasyonlari sonucunda olugur ve en
stk ras onkogen ailesinde goriliir. Bir bagka mekanizma da, genin ekspresyonunu
regiile eden bélgede olugan bir degisiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina
karsin siirekli olarak uyartlma sonucu gen iirlinliniin agir1 miktarda iiretilmesidir.
Kromozom translokasyonlarinda ise kromozomun bir bélgesi koparak ;yer degistirir.
Genin yeni yerlestigi bolge, devamli uyar1 alan bir genin regiilatuar bdlgesinin
kontrolii altinda ise stirekli uyarilacaktir. Gen amplifikasyonu ile hiicre icindeki DNA

miktar1 artar 6rnegin, Myc ailesi (Roth ef al., 1994).

Kanser olusumumda etkili olabilen diger genler tiimdr baskilayic1 genlerdir.
Ornegin p53 ve Rb genleri olup, bu genler tezin 1.3.2. meme kanseri’nde timor

baskilayici genler adli kisimda anlatiliyor.

1.2. Meme Kanseri Nedir?

Meme kanseri ile ilgili verilere M.O 3000°de antik Misir’da rastlamilmistir
(Bartelink er al, 1985). Meme hastaliklar1 ile ilgili ilk bilgiler Misirli hekim
Imhotep’in yazilarinda rastlanir (Bartelink et al, 1985). Hippocrates meme
tiimorlerini bening ve malingnant olarak simiflamigtir (Urban and Baker, 1952).
ABD’de her yu 658,800 kadinda yeni kanser vakasi goriilmekte ve kadin kanserleri

arasinda meme kanseri goriilme oran1 %30’dur (American Cancer Society, 2003).

Ulkemizde ise saglik bakanligmnin 1999 yili verilerine gore, kadin kanserleri

arasinda meme kanseri goriilme sikhigt, %24.1°dir (Kilig ve ark, 2003) (Tablo 1.1.).



Tablo 1.1. Tiirkiye’de kadinlarda goriilen kanser tiirleri (Kilig ve ark 2003) .

KADINLARDA EN COK GORULEN
ON KANSER TUORU, 1899
The Most Frequent Ten Cancers It Females, 1999

Tﬁsioms

VAK'A (Yiizbinde}

incidence
{(Per hundred

ORGANLAR Organs Case %% thousand}
TOPLAM TOTAL 6.577 100 30.38
Meme Breast 2.390 24.1 7.32
Mide - Stomach 893 699 212
Yumurtalik Ovary 556 5.61 1.70
Deri Skin 684 6.9 2.40
Kolon Colon 419 422 1.28
Akciger Lung 404 407 1.24
Serviks Cervix 310 313 0.85
Beyin Brain 349 352 1.07
Kemik iligi Bore Marrove 39 394 1.20
Rektum Rectum 381 384 1.47
Digerleri Cthers 3.342 33.69 10.24

1.2.1. Epidemiyoloji

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kotii huylu (malign)
{imor olup (Brinton and Devesa, 1996) Avrupa’da yilda 180.000 ve A.B.D’de
211,300 yeni vaka saptanmaktadir (Parki et al., 1988; Boring ef al.,1993; American
—ancer Society, 2003). A.B.D’de kadin kanser hastalarindan yaklasik %15’si meme

canserinden Slmektedir (American Cancer Society, 2003).

1.2.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Meme kanseri etiyolojisi tam olarak anlasilmamugtir. Genetik, gevresel,
hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin olusumunda rol aldigi kabul
edilmekle birlikte, meme kanserli kadinlarin %70-80°i bu risk faktdrlerine sahip
degildir (Tannock and Hill, 1992). Meme kanserinde, bazi risk faktdrlerinin gok

onemli oldugu bilinmekte olup bu Risk faktorleri s6yle siralanabilir.
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(i) Reproduktif Faktor: Mensturasyon hayati uzun siiren kad;plaﬂrida'merﬁ'e‘
kanseri daha sik gériilmektedir. Dogurmus olmak veya ilk dogumun ei}(qp:syaslarda
olmasi ve emzirme siiresinin uzunlugu kadinlarda meme kanseri riskini aialtmaktad;r '

(Aslan, 1997).

e
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(i) Yas Faktorii: Orta ve ileri yaglarda meme kanseri risk artmakta olup
menopoz siiresin duraklama gdstermekte olup sonrasinda tekrar artiy gdzlenir

(Schwarzel et al., 1973).

(iii) Kalitim Faktorii: Ailesinde meme kanseri vakasi bulunan kadinlarda
digerlerine gére meme kanseri yakalanma riski 3 kat daha fazladir. Ailenin birincil

yakin akrabalarinda goriilen vakalar durunum da bu risk 9-10 kat olabilir (Sattin et

al., 1985).

(iv) Diger meme hastahklarmm Rolii: Ozellikle fibrokistik hastalikta
belirgindir. Atipik lobuler ve duktal hiperplaziler ile bariz atipisi olan apokrin
metaplazilerde bu risk 5 kat, makrokisklerde 20 yil iginde 4 kat fazladir (Sattin et al.,

1985).

(v) Cografi Faktor: Ulkelere ve iklime gére meme karsinomu dagilimi
farklilik gosterir. A.B.D. ve Avrupa iilkelerinde fazla, Japonya’da azdir. Soguk
iklimlerde riskin daha fazla oldugu belirtilmistir (Ottoman er al, 1986). Bagka
tilkelere go¢ eden ailelerde yapilan ¢alismalar gb¢ eden kadinlarda meme kanseri
sikliginin, birkag nesil sonra gog ettikleri iilkenin goériilme sikligina ulastigini

gostermistir (Buell, 1974; Locke and King, 1980).

(vi) Endokrin Faktorii: Meme kanseri erkeklerden ziyade kadinlarda ¢ok
fazla goriilmesinde genetik faktdre bagli oldugu, normal meme gelisimi ve
fonksiyonu igin ¢ok sayida hormonun etkili olmasi sebebiyle basta Gstrojen olmak

tizere hormonlar sorumlu oldugu belirtilmistir (Miller, 1990).

(vii) Diger Faktorler: Radyoterapi uygulananlarda, immuno-spesifik ilag
kullananlarda, timus atrofisi olan ya:;‘hlarda meme karsinomu diger popiilasyonlara
gore daha sik goriilmektedir. Rezerpin, Fenotiazin, Metil-Dopa gibi baz1
antidepresanlar ve bazi antihistaminiklerin meme karsinomuna sebep oldugu ileri
siiriilmiistiir (Sattin ef al., 1985). Rahim kanseri ve endometrium kanseriyle birlikte

sik gorilmektedir. Virilisler ve yaralanmalar da kansere etkeni olabilmektedir.
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Ayrica, kansinojen madde ihtiva eden besin alimi, asin yagh gldalan,?}\f‘e ‘§i‘§man11k

meme karsinomuna neden oldugu sanilan diger faktérlerdir (Aslan, 1997);; R

1.2.3. Meme Kanseri Patolojisi

- >
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Meme kanseri vakalarinda sol memede, sa§ memeye oranla daha fazla
rastlamilmaktadir (Robins and Kumar, 1990). Hastalarin %4-10’nun da iki tarafli
birincil tiimérlerde vardir. Ya da birincil timdrlerin ardindan ikincil timor geligir
(Robins and Kumar, 1990). Meme tiimorleri makroskobik 6zelliklerine gore; skird,
kolloid, ve mediiller olarak, histolojik 6zelliklerine gore; adenokarsinom, papiller ve
sarkoma olarak isimlendirililer. Histogenetik olarak; duktal, lobiiler ve asiner ve

aktivitesine gore de; invaziv ve noninvaziv olarak tanimlanir.

1.2.4. Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Prognoz; genel olarak tedavi sonrasi tekrarlanmasina kadar gecen siire ve
toplam sag kalim siiresi ile degerlendirilir. K6tii seyirli olabilecek kanserli olgularin

tedavi segiminde prognostik faktorler yol gostericidir.

Yapilan ¢aligmalarda kanitlanmig ya da potansiyel olan prognostik faktorleri
stralarsak; aksiler lenf bezleri tutulumu, timor biiytiklugu, histolojik tipi, niiklear
grade, vaskiiler invazyon, timor nekrozu, dstrojen ve progesteron reseptér durumu,
DNA ploidi, % S faz fraksiyonu ayrica c-erb B2 (HER-2/neu) (HER-2/neu: Human
epidermal growth factor receptor-2) gen amplifikasyonu ya da onkoprotein
overekspresyonu, epidermal growth faktor, p5S3 gen mutasyonu, heat shock ;;rotéin
(hsp), plasminogen aktivatorleri, laminin reseptérleri, tiimor angiogenesis, c-myc,

c-HA-ras, int-2/hst, katepsin D vb. (Hansel, 1997).
1.3. Meme Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Meme kanserine molekiiler diizeyde bakildiginda karsimiza; protoonkogenler,

onkogenlér, tiimdr baskilayict genler ve genotipteki degisimler ¢ikmaktadir.
1.3.1. Meme Kanserin’de Protoonkogenler ve Onkogenler

Protoonkogenlerin iriinleri hiicre sinyal iletide nemli noktalar tegkil etmekte
olup bu genlerin triinleri olan proteinlerin normal iglevlerini yerine getirememesi
veya normal konsantrasyonundaki degisim ile iizerlerine diigen gérevleri yerine

getirememelerine neden olmaktadir (Hesketh, 1997).



Solid tiimorler, 16semi ve lenfomalar dahil bircok insan kansermde etk111 ‘

oldugu diisiiniilen c-myc onkogeni, bir transkripsiyonel faktorii protélm kodlar '
Meme kanserinde c-myc geninde amplifikasyon ve yeniden duzenlemeler.
saptanmigtir (Bonilla et al., 1988; Garcia et al., 1989). Myc geni ampllﬁkasyonu ile
lenf tutulumu, evre, hormon reseptorii durumu ve niiks arasinda anlaml: iligki sadece
menopoz sonrasi hastalarda goriilmustiir (Cline et al., 1987). c-myc geni daha gok

yeniden diizenlenme yoluyla aktive olur (Adnane ef al., 1989).

Int-2 geni fare meme tiimorlerinde MMTV’iin integrasyon bolgesi olarak
tammlanmugtir. Bu genin insandaki karsitinin 11913 (11. kromozonun kisa
kolunundaki 13. lokasyon bélgesi) lizerinde yer aldigi saptanmis ve gen izole
edildikten sonra meme kanserlerinin %15-20’sinde ifade edildigi gozlemlenmistir

(Lidereau et al., 1988; Zhou ef al., 1988).

c-erbB2 veya HER-2/neu onkogeni, etil nitro iire uygulanan farelerde nokta
mutasyonu ile noroglioblastoma olusturarak tammlanmig ve neu olarak
isimlendirilmistir (Schechter ef al., 1984). c-erbB2 onkogeni, 17. kromozomun g21
kolunda bulunmaktadir (Hansel, 1997). Bu onkogen {iriini, tirozin kinaz ailesinden
185 kDa bir glikoproteindir. c-erbB2 onkogeninin ekstraselliiler bolgesi, yapisal
olarak EGF reseptoriine benzemekte olup ligandi baglayan pargasimin olmamasi ile
aynilmaktadir. Yapilan gahsmalarda‘c-erbB2 onkogen amplifikasyonu veya over-

ekspresyonu meme kanserli olgularin %10-40’da tespit edilmigtir (Hansel, 1997).
1.3.2. Meme Kanseri’nde Tiimor Baskilayici Genler

Meme kanseri vakalarinda bir timor supressdr ve transkripsiyon faktoér olan
p53 geninde mutasyonlara rastlanmigtir (Deng et al, 1994). p53 genin iiriinii olan
p33 proteini 393 amino grup asit uzunlugunda 50-55kDA molekiiler agirliginda
niiklear transaktivatdr proteindir. Cell cycle G1’den S fazina gegisteki ve G2’den M
fazina gegisteki kontrol noktalarida gérev alir (Ronit and Ygal, 1999). p53 hiicre
biiylimesinin ve Oliimiiniin dﬁzenlemnesindé merkezi bir rol {stlenmistir. p53
ekspresyonu memenin iyi huylu lezyonlarinda gézlenmez (Koutselini ef al., 1991).
p53’teki mutasyonlarda viral veya hiicresel proteinler ile etkilesim yoluyla
gerceklesen inaktivasyonlar kanser hiicrelerinde en sik gozlenen en sik degisimlerdir.
Bu degisimler genellikle p53 proteininin yarilanma siiresinin uzamasina neden

olmaktadirlar. Meme kanserinde en sik goriilen pS3 mutasyonlart (LOH: loss of



genetic heterozygosity) bir allelinde anlamsiz mutasyon digerinde ;; kJSe»t delesyt e

olmasidir. Bu durum sonucunda ise normal p53 gen {irlinliniin kaybi IIe sonug:lamr
p53 giiniimiizde sporadik meme kanserlerinde en sik rastlanan mutasyona ugram1$ o
gendir. Meme kanserlerinde %22-58 oraminda p53 proteininin agir1 ekspresyonu
goriiliir (Thor et al, 1992). p53’teki mutasyonlara kolon, akciger, Ozafagus,

karaciger, beyin ve hemopoetik kanserlerde de arastiriimistir (Hansel, 1997).

Birgok tiimér tiirlinde oldugu gibi meme kanserinde de retinoblastoma (Rb)
geninde bozukluklar saptanmistir (Xu ef al., 1991). Bu bozukluklar meme kanserinin
ileri asamalarinda g6zlenmekte olup, bu mutasyonlarin kalitsal meme kanserli
hastalardaki incelemeler sonucunda kalitsal meme kanseri ile bir iligkisi olma;hgl

saptanmigtir (Borg et al., 1992).

Ayrica yapilan soy agaci calismalari ile meme kanserinde islevsel oldugu
bulunan genler saptanmugtir. 17. kromozom iizerinde kalitsal meme ve ovaryum
kanseri ile iligkili bir genin yer aldig1 baglant1 analiziyle saptanmis BRCA1 (breast
kanser susceptibility gene) olarak isimlendirilmistir (Casey, 1997). BRCA1 17q’da
yer almakta olup, meydana gelebilecek mutasyonlardan dolayr BRCA1 geninin
ailevi meme kanseri ve ovaryum Kkanserinde etiyolojik rol oynadigi kabul
edilmektedir (Adnane er al, 1989). BRCAI otozomal dominant bir gen olup,
DNA’ya baglanabilen bir tiimor supressér proteini kodlamaktadir. BRCA1 genine
Ozgli antisense oligoniikleotidlerin meme epitel hiicrelerini g¢ogalma y&niinde
uyardigi gosterilmistir (Zhang et al., “2” 1998). Bu bulgular BRCAD’in timér
baskilayici etkinligini ve normal meme ile ovaryum epitelinde mevcut olan proteinin
timorlerde degisiklige ugradigini ya da ortadan kalktigi goriisiinii desteklemektedir.
Kalitsal meme kanseri ailelerinin %45’inde, kalitsal meme/ovaryum kanseri
ailelerinin ise %87’sinde hastaligin olugumundan BRCA1 genindeki mutasyonjar
sorumludur (Merajver et al., 1995). Erken yasta ortaya ¢ikan en az 1k1 meme ya da
ovaryum kanseri olgusunun yer aldig ailelerin %92’sinde BRCA1 geni mutasyonlari
gozlenir (Simard ef al, 1994). Normal bireylerde meme kanserine yakalanma
olasihigi %2 iken, BRCA1 geninde mutasyon bulunan bir kadinlarda 50 yasindan
dnce bu olastlik %59 ve 65 yagina kadar %85 olarak belirtilmigtir (Ford ef al., 1994).

Sonraki arastirmalar da 13. kromozom fizerinde ikinci bir predispozisyon geni
olan BRCA2 bulunmustur. Ik yapilan degerlendirmelere gore ailevi kanserler de

hastaligin erken ortaya g¢ikisinda rol oynayan bir gendir. BRCA2’nin, BRCA1’den
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farki bu genin ovaryum kanseri ile bir iligkisi olmayip, erkeklerde gorulen meme .

kanseri ile bir iligkisi oldugudur (Futreal et al, 1994). Bu 1k1 gen blrhkte
degerlendirildiginde kalitsal nitelik tasiyan meme kanserlerinin %90’nmdan
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sorumiudur (Topuz, 1997).
1.3.3. Meme Kanseri ve Apoptosis

Apoptosis; embriyonik gelisimin organegenesis asamasinda, erigkin yagaminda
ise bazi fizyolojik islemler ve patofizyolojik durumlarda meydana gelen programhi
hiicre 6liimii olarak tanimlanmigtir. (Wyllie, 1992; Buja ef al, 1993). Apoptosis
olayinda 6zgiil endoniikleazlar, niikleozomlar arasindaki kromatini keserek yaklagik
200 baz giftinde olugsan kromatin pargaciklar meydana gelir (Wyllie, 1992; Buja et
al, 1993). Apoptotik islem, uyaricilar ve baskilayicilar tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu uyartilar arasindaki denge, hiicre dongiisiiniin mitoz ydniinde yada
apoptosise girecegine karar verir. (Wyllie, 1992; Buja ef al., 1993). Son hipotezlere
gore klonal biiyime apoptosisin baskilanmasi, diizenleyici onkogenlerdeki
mutasyonlar sonucunda olusan pre-malignant bir olay olarak meydana gelmektedir
(Lipponen, 1999). Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Hockenbery, 1992; van Slooten et
al., 1998), c-myc (Koskinen and Alitalo, 1993) ve p53’iin (Wyllie, 1992; van Slooten

et al., 1998) apoptosisin diizenlenmesinde yer almaktadir.

Meme kanseri vakalarinda, apoptosis ile tiimor biiytikliigli arasindaki iligki
incelenmistir (Lipponen ef al., 1994; Zhang et al., 1998; Berardo ef al, 1998). Bu
¢aliymalardan sadece birinde tiimdr biiyiikliigiiniin artigina bagh olarak ile apoptotik
hiicre miktarinda artis gdzlenmistir (Zhang et al., 1998).

Apoptosis ile cinsiyet steroid reseptorii bulundurmama arasinda onemli bir
iligki tespit edilmistir (Lipponen and Aaltomaa, 1994; Berardo ef al, 1998). ER
(Ostrojen reseptorii) ekspresse eden tiimorlerde genellikle apoptosis miktar1 ER-
(Ostrojen reseptorii negatif) tiimorlere gore daha diisiiktiir 6yle ki, ER- tiimorlerde
apoptosis degeri %50 daha yiiksek bulunmustur (Lipponen and Aaltomaa, 1994,
Berardo et al., 1998).

p53 proteinini asinn ekspresse eden meme tiimorleri hizi bir gekilde
¢ogalmaktadir (Pietildinen et al, 1995), ve p53’ln asint ekspresyonu yiksek
apoptosis degeri ile orantili bulunmustur (Lipponen et al., 1994; Pietildinen et al.,

1995; Mustonen ef al., 1997; Berardo et al., 1998; Zhang, ef al., 1998).



Epey farklilagmis cinsiyet steroid reseptdr pozitif meme kanserlermde Bcl-?,n

ekspresse edilmektedir (Lipponen ef al, 1995). Teoride Bcl- 3
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engellemektedir (Hockenbery, 1992) Meme kanseri caligmalarinda elde edllen .

sonuglar bunu desteklemektedir (Lipponen ef al., 1995, Mustonen ef al., 1997, Ellis
et al., 1998, van Slooten ef al., 1998, Zhang et al., 1998). Apoptosis Bcl-2 pozitif
meme kanserinde Bcl-2 negatif tiimorlere nazaran % 30 daha disiik oldugu tespit

edilmistir (Lipponen et al., 1994).
1.4. Meme Kanserinin Tedavisi

Meme kanserinin tedavisinde g¢esitli yontemler uygulanmaktadir, bununla
birlikte bu tedavi yollanimin es zamanli veya oncelikli olmas: hastaligin hangi
asamada oldugu ilgili olup operasyon, radyoterapi, kemoterapi, fotodinamik olarak

siralanir.
1.4.1. Operasyon

1950°li yillara kadar meme kanserinde en etkili tedavi yonteminin 1894°de
Halsted tarafinda tarih edilen radikal mastektomi oldugu belirtilmistir (Celik, 1990).
1960-19701i, yillarda modifiye radikal mastektomiye olan egilim giderek artmustir.
Giiniimiizde meme kanseri operasyonlarinda kullanilan yaklasim 1948’de Patey ve
Dyson tarafindan oOnceki yaklagimlar1i modifiye ederek gelistirdikleri Modifiye
Radikal Mastektomi (MRM) yapilmaktadir (Celik, 1990). Burada tiim meme dokusu
yaninda meme kanseri ile ilgili olabilecek olan meme i¢ dokulari ve koltuk alt1 lenf

dokulan ¢ikariimaktadir.

Hastaligin yararli bigimde operasyonla tedavisinin yapilabilmesi i¢in klinik
olarak ¢ok ilerlememis olmasi gerekmektedir. Meme kanserinin giincel operasyonla
tedavisi hastalikli organin kismen veya tamamen g¢ikartilmasina yaninda koltuk alt1
disseksiyonu esasina dayanir. Hastaligin blgesel tedavisi ile tiimoriin hangi evrede
oldugu saptanmakta elde edilen bilgiler dogrultusunda yardimci radyoterapi ve

kemoterapi ile hastanin yasam kalitesi ve siiresi arttirilmaktadir (Topuz, 1997).

1.4.2. Kemoterapi

Meme kanseri adjuvant (normal tedaviyi destekleyici tedavi) tedavinin
uygulandigy ilk tlimordir ve adjuvant ovaryum ablasyonunu (ooferektomi veya

irridiasyon ile) degerlendirildigi randomize g¢aligmalar 1948’lerde baglamigtir



1990). Bunun tizerine, adjuvant kemoterapi uygulamalar baslamls i?e bunun

adjuvant kastrasyona ustiin oldugu go6rilmistiir (Sherman and Hossfeld, 19§0).
Primer tiimdriin lokal tedavi ydntemleriyle (operasyon ve/veya radyoterapi)
organizmadan uzaklagtirilmasini takiben lokal niiks ya da metastaz riskini azaltmak
amaciyla yapilan kemoterapiye adjuvant kemoterapi denir (Akyan, 1991). Adjuvant
kemoterapi baslangigta mevcut oldugu kabul edilen mikro-metastazlarin ortadan

kaldirilmasina yOnelik bir tedavidir (Sherman and Hossfeld, 1990; Akyan, 1991).

Meme kanserinin tedavisinde son zamanlarda kemoterapinin katkilarinin
belirgin olarak ortaya ¢ikmasi sonucu, primer tedavi olarak Oncelik tagtyan
operasyonun bazi 6zel durumlarda geriye atimasi, artik kagimilmaz olmustur.
Koruyucu meme operasyonunun basarist (radyoterapi ve/veya kemoterapi sonrast
yapilan operasyon tedavisi), lokal ileri meme kanserinde kemoterapinin verdigi
yiiksek yanit orani, enflamatuar meme kanserinde kemoterapinin disinda hastanin
bagka bir tedavi sansinin olmamasi, bu tedavi tarzim vazgegilmez olmasini
saglamistir. Sonra uygulanacak operasyon girisimini kolaylagtirmak, lokal kontrolii
arttirmak, mikrometastazlart yok etmek, uzun vadeli sonuglari diizeltmek, tedavi
sonrasi metastazlarda hiicre biiylimesini engellemek ve etkilerinin diger yontemlere
oranla hemen anlagilabilir olmasi nedeniyle kemoterapi oncelikle uygulanur. Bu
nedenle lokal tedaviden 6nce yapilmasi gerekmektedir. Boylelikle etkili bir primer
kemoterapi ile tlimoriin kigiilmesi saglanarak koruyucu operasyonun, ileri evre

meme kanserlerinde bile uygulanabilmesi saglanir (Topuz, 1997).

Adjuvant kemoterapide kullanilacak ilaglarin ilke olarak her seyden énce ayni
tlimorde, ileri donem olgularda etkili oldugu bilinen ilaglardan ya da onlarin
kombinasyonundan olugmasi gerekir. Ileri evre meme kanserinde en gok etkili olan
sitotoksik (hiicre biiylimesini durdurucu) ilaglar; cyclophosphamide ve diger
alkilleyici ajanlar, methotrexate, 5-fluouracil, vincristine, prednisone ve

adriamycin’dir (Akyan, 1991).

Adjuvant kemoterapinin yukarida sayilan faydalarinin yaninda gesitli olumsuz
yonleri de mevcuttur. Ornegin; tedavinin masrafin1 ve erken toksisitesini arttirabilir,
etkisiz oldugu takdirde, etkili lokal tedavi sansi olan hastalarda gecikmeye neden
olarak, kiir sansmi ortadan kaldirabilir ve agresif seyirli tiimorlerde metastaz



operasyon sonucunda daha duyarl1 hale gelebllecek timor hiicrelerine karsln etklslzi

kalabilmektedir. En 6nemli dezavantaji ise meme kanserinin seyrini degl$tll'd1gl 19111;’]".

sonraki prognostik faktorlerin kestirilememesinden dolayr operasyon sonrasi
tedavinin belirlenmesini zorlastirmasidir (Topuz, 1997). Meme kanserinde primer
kemoterapi, operasyonla tedavisi miimkiin olan tlimérierde sag kalumi ve hastaliksiz
siireyi uzatmak veya meme koruyucu operasyonu uygulayabilmek, lokal ileri meme

kanserini operasyona uygun hale getirmek, enflamatuar meme kanserinde ise bagka

segenek olmadigi i¢in uygulanmaktadir (Topuz, 1997).

1.4.3. Radyoterapi

X isinlarin bulunmasindan sonra, operasyona ilave olarak, meme kanseri
tedavisinde radyoterapi kullamlmaya baslanmistir. Baslangicta, Inoprabl masif meme
kanserlerinde kullanilmigtir. Ancak ortovoltaj sartlarinda ve yeterli doz
verilemediginden, tiimor lokal kontrolii saglamada yetersiz kalinmistir. 1937 yilinda
Keynes, lokal eksizyondan sonra radyum implantasyonu ile elde ettigi sonuglar
ameliyatla elde edilen sonuglara yakin bulmustur. Daha sonraki yillarda Baslesse
Operabl ve Inoprabl 400°den fazla meme kanserli hastaya sadece radyoterapi

uyguladi. Bu ¢aligmada 10 yillik sag kalim %34 olarak bulunmustur (Calle et al.,
1978).

Radyoterapi alanindaki yeni gelismeler (siiper voltaj tedavi, fraksiyon tedavi,
isin kalitesinde yiikselme) yan etkilerin en aza indirilmesini saglamigtir. Bu
yontemde periferik lenfatik gangliyonlar ve meme dokusu iginlanir. Radyoterapi ile
meme duktal kanserlerinde mikroskobik hastalifin kontrolii; 4 hafta 3000-3500
radda (emilen radyasyonun 6l¢ii birimi) %60-70, 4 hafta 4000 %8090, 5 hafta 5000
radda %90’ {izerinde saglanabilir. Klinik olarak pozitif olan mikroskobik
lezyonlarda ise 6 hafta ancak 6000-6500 rad verilmek suretiyle %90°1n {izerinde
kontrol saglanir. Prolaktik iginlama ile yinelemeleri 6nleme olasiligi %90 iken,
tlimor biyiidiikten sonra yapilan iginlamalarda kontrol saglama olasilignt % 42-77

arasinda degismektedir (Kuno and Fukami, 1979).

Radyoterapinin de meme kanseri tedavisindeki etkinligi kanitlandiktan sonra;
operasyon ve radyoterapi birlikte kullanilmaya baglanmigtir. Radyoterapide,

operasyon tedavisindeki gibi meme kanseri tanisinin erken konulmasi tiimoriin



n:’ ﬁ:;:- f 4:?:&— .
bilyiikliigii ile ters orantili olmaktadir. Radyoterapi tek basina tedavi ol%zglggegﬁ‘it‘”gibv P
su an kullanilmakta olan tedavi yontemlerinin kombine kullaniimas: Hethastalann: -

sag kalimim ve yasam kalitesinin arttirmaktadir (Kizir, 1987). 4

1.4.4. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi (FDT) fotosensitirez veya 1513a hassaslagtiric1 ajan denilen
bir ilag ve dzel bir tipte 1s1gin kullanildigs bir uygulamadir. Isiga hassaslagtirici ajan
ozel bir dalga boyundaki 1518a maruz birakildiginda gevresindeki hiicreleri 6ldiiren

bir oksijen formu tiretmektedir (Wilson et al, 2002; Dolmans et al, 2003;

Vrouenraets et al., 2003).

Her bir 1;:18a hassaslagtirici ajan spesifik bir dalga boyundaki igikla aktive
edilmektedir (Dougherty et al., 1998; Vrouenraets et al., 2003). Bu dalga boyu 151810
viicut da ne kadar ilerleyecegini belirler (Dickson et al, 2003; Vrouenraets et al.,
2003), bu nedenle doktorlar viicudun farkli bélgelerini fotodinamik tedavi ile tedavi

etmek icin 6zgiil 1513a hassaslastiricilar ve 151k dalga boylan kullanirlar.

Kanser tedavisinde fotodinamik tedavinin ilk basamaginda 1g13a hassaslastirici
bir ajan kan dolagimina enjekte edilir. Ajan viicudun tiim hiicreleri tarafindan emilir
ama kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gére ¢ok daha uzun kalir enjeksiyonda
yaklasik 24-72 saat sonra (Dolmans ef al.,, 2003) ajanin normal hiicreleri terk ettigi
ama kanser hiicrelerinin de mevcudiyetini devam ettirdigi bir durumda tiimér 1518a
maruz birakilir, timordeki foto hassaslagtiric1 15181 absorbe eder ve ¢evredeki kanser
hiicrelerini yikacak aktif bir oksijen formu iiretir (Wilson ef al., 2002; Dolmans ef al.,

2003; Vrouenraets ef al., 2003).

Kanser hiicrelerini dogrudan Sldiirmesine ilaveten fotodinamik terapi tiimérleri
iki yolla yikiyor goriinmektedir (Wilson ef al, 2002; Dolmans et al, 2003;
Vrouenraets ef al., 2003; Dougherty et al, 1998). Fotosensitizer, tiimoérdeki kan
damarlarina zarar verebilir boylece kanser hiicrelerinin ihtiyag duydugu besin
engeller ilaveten FDT bagisiklik sistemini tiimér hiicrelerine saldirmak {izere aktive
edebilir. FDT igin kullanilan igik bir lazerden veya bagka isik kaynaklarindan
gelebilir. Genellikle FDT bir ayakta tedavi prosediirii olarak kullanilir (Capella and
Capella, 2003). FDT tekrarlanabilir ve ameliyat, radyoterapi veya kemoterapi gibi

diger metotlarla kullamlabilir.

i



1.5. Kersetin

1.5.1. Flavonoidler

Son yillardaki kanser ¢aligmalan diyette bulunan fakat besleyici olmayan ve
kanser gibi yikict hastaliklarin olusumunu engelleyebilen bilesikler {izerine
odaklanmugtir (Stavric, 1994; Russo et al, 1999) bu molekiilleri kimyasal
engelleyiciler olarak adlandirarak bir sinifta toplamaktadir. Bu sinifta bazi vitaminler
ve yiyeceklerdeki gida polifenolleri yer almaktadir. Flavonoidler sebzelerde,
meyvelerde, ¢ay ve sarap gibi iceceklerde dogal olarak bulunan polifenolik

antioksidanlardir (Middleton and Kandaswami, 1993).

Flavonidlerin estrogenik etkiye sahip oldugu, koyunlarin, bazi tip gi¢ekleri
yedikten sonra kisirlastiklarinin gézlenmesi sonugunda kesfedilmistir (Shutt, 1976).
Bitkilerin trettigi Ostrojenlerin, Ostrojen reseptorlerine baglanmak igin radyoaktif
etiketli Ostrodiol ile yarigtii deneysel olarak gosterilmesi, bitki kdolenli
fitoostrojenler ve hayvansal Ostrojenin ortak bir tavir mekanizmasina sahip oldugunu
gostermigtir (Sheehan, 1995). Bunun nedeni 17f 6strodiolliin steroid ¢ekirdeginde ve
izoflovenlerin polifenolik halka yapis1 arasindaki yapisal benzerligi olmalidir (So et
al., 1997).Yapilan birgok epidemiyolojik ve molekiiler calisma diyetle birlikte alinan
flavonoidlerin bazi kanser tiplerinin olusumunu azaltabilecegini gostermektedir

(Kuo, 1997; Garcia-Closas et al., 1999).
1.5.2. Kersetin’in Molekiiler Yapisi ve Diger Flavonoidler ile Iliskisi

Kersetin  (3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavone) diyetle alinan en &nemli
flavanoidlerden biridir (Sekil 1.1.). Ozellikle meyve (elma) ve bitkilerde (¢ay, sogan)
bolca bulunmaktadir (Middleton and Kandaswami, 1993).

Avrupa lilkelerinde kisi bagina giinlitk olarak 16mg tiiketilmektedir. Sarap ve
cay gibi baz1 gidalar 150uM kadar Kersetin igerebilmektedir (Goldberg et al., 1996).
Bir kilo soganda yaklagik 200-600 mg Kersetin bulundugu belirtilmistir (Price and
Rhodes, 1997). Yiyeceklerle alinan glikozitler kalin bagirsakta, bagirsak
bakterilerinin glikosidaz enzimlerince Kkatalizlenen reaksiyonlarla aglikonlara

(6rnegin Kersetin) gevrilir (Tamura ef al., 1999).



Sekil 1.1. Kersetin’in kimyasal yapisi (Robert et al., 2004).

Kersetin hiicrenin tipine ve tiimoriin kokenine bagh olarak hiicre dongiisiini;
G1/S gegis agsamasinda (Parki et al., 1988; Boring et al, 1993) veya G2/M gegis
noktalarinda bloke etmektedir (Avila ef al., 1994; Ferrandina et al., 1998; Plaumann
et al., 1996). Kersetin mutasyona ugramig H-ras ve p53 (Avila ef al, 1994), c-myc
ve K-ras (Csokay et al., 1997) ekspresyonlanimi asagi akish diizenleyerek veya
p21"v’“:'/f3'Pl yukar1 yonde diizenleyerek hiicresel neoplastik fenotipi diizenliyor

goriinmektedir (Iwao and Tsukamoto, 1999).

Kersetin’in ER+ (0strojen reseptor pozitif), MCF-7 (human mammary cancer
cells) insan meme kanseri {izerinde gogalmay: onleyici bir etki gosterdigi
belirtilmistir (Hofmann et al., 1988; Ferriola er al, 1989; Kantengwa and Polla,
1991; Cunningham et al., 1992; Barret ef al, 1993; Avila et al., 1994; So et al,
1997; Ferrandina et al., 1998). Fakat Kersetinin biiylimeyi engelleyici bu etkisinin
mekanizmasi §strojen reseptoriine baglanmak lizere §strojen ile yarigmak yoluyla
degil biiylimeyi inhibe edici baska mekanizmalarin aranmas: gerektigi ortaya

konmustur (So et al., 1997).

Russo et al, 1999, Kersetin’in apoptosisi, kanserli hiicrelerde tetikledigini
gosteren ¢aligmalarinda, mekanizmasina dair bir hipotez kurmaktadirlar. Kersetin
proteinler Uzerindeki anahtar rol oynayan rezidiilleri (6rnegin siilfitril gruplar)
modifiye etmektedir, bdylece onlarin islevlerini degistirmektedir (Borg et al., 1992).
CD95 ile baglatilan apoptotik sinyal iletimi iki ana patika lizerinden kaspaz 3’e
iletilir: DISC (Death-inducing signaling complex)/caspase—8 ve mitokondri/sitokrom
C/AP*™/caspase-9 patikalar hiicre dliimiine giden sinyal iletide mitokondriler nemli
bir rol oynamaktadir: Apoptosisin daha erken basamaklarinda mitokondriyal yapida
ve iglevde degismeler meydana gelir. Bazi sistemlerde CD95’in aktive olmasi
mitokondriyal zarda degisimle birlikte sitokrom C’in salinarak AP**"’e baglanmasina
yol agarak apoptosisi tetiklemektedir (Green and Reed, 1998; Adachi et al., 1997).
Kersetin anti-CD95° cevap olarak sitokrom C’yi uyararak apoptotik AP**!/caspase-9



muhtemelen CD95’e paralel olan veya ondan bagimsiz alternatif pro-apopt&ﬂt (63'6&
apoptotik) patikalart aktive ederek kanser hiicrelerinde apoptosisi yiikseltmektedir
(Russo et al, 1999). Cok sayida g¢alisma Kersetin’in PKC (protein kinaz C) ve
TPK’y1 (sitoplazmik tirozin protein kinaz) inhibe etme Kkapasitesinde oldugunu
gostermektedir (Hofmann et al., 1988; Ferriola et al., 1989; Kantengwa and Polla,
1991; Cunningham ef al., 1992; Barret et al., 1993; So et al., 1997).

Buna gére malignant (k&tii huylu) hiicrelerin etkili olamamastnin nedeni hiicre
dongtisiinde Kersetin’e bagiml1 duraklamanin apoptosisi tetikliyor olmasidir (Russo
et al, 1999). Bununla beraber Kersetin’in ¢ogalmay1 6nleyici ve pro-apoptotik
etkileri lizerine ¢ok sayida veri olmasina ragmen aksiyonun mekanizmas1 hala
bilinmemektedir. Aydca Kersetin genellikle hiicre dongiisiiniin bloke edilmesini
takiben pro-apoptotik aktiviteyi baglattigida belgelenmistir (Ferrandina et al., 1998;
Wei et al., 1994; Iwao and Tsukamoto, 1999; Larocca ef al., 1997).

Normal hiicrelerde Kersetin apoptosisi oksidatif bask: ile tetiklenen tirozin
kinaz/c-jun/AP-1 patikasinin baskilanmas iizerinden inhibe etmektedir (Yokoo and
Kitamura, 1997). Kersetin ve gidalardaki diger flavonoidlerin tiimérlii olmayan
hiicrelerde p53 yollu apoptosisi uyarabildikleri i¢in potansiyel genotoksik tehlike
oldugunu soyleyen goriislerde vardir. Kersetin aktivitesi protein kinaz ailesinden
serin/threonin protein kinazlan inhibe etmek yetenegi ile iliskili olabilir (Hagiwara et
al., 1988; Ferriola et al., 1989; Agullo ef al., 1997). Bu verilerin yaminda Kersetin’in
yararli etkileride belirtilmistir (Deschner, 1992; Stavric, 1994; Barotto et al., 1998).

Kersetinin osteoblastlar tizerinde etkisini aragtirilmis ve sican kafatasinda
bulunan osteoblast benzeri hiicrelerin gogalmasini, farklilasmasim ve mineral

kazanimini azalttigim belirtmislerdir (Notoya ef al., 2004).
1.6. Arimideks

1.6.1. Aromataz

Kadinlarda menapoz baslangici ve menapoz sonrasi donemde meme kanseri
riski artmaktadir. Bu dénemlerde meme dokusu &strojene daha uzun siire maruz

kalmaktadir. Meme kanserlerinde bes yil ya da daha uzun siireler sonunda kadinlarda



estradioliin plazma seviyesinde %20 lik bir artigin oldugu gosterilmistir c; ws]
et al., 1987; Toniolo ef al.,, 1995; Berrino et al., 1996; Dorgan ef al., 199°)*Ayrica
obesite de meme kanserinde ¢ok biiyiik bir risk olusturmaktadir (Magnussd’iret_;g
1998). Obesite seviyesi viicutta toplam aromataz aktivitesi ile dofru oranti
gosterdiginden (Longcope et al.,, 1986) buradaki iliski Ostrojen tiretimindeki artisla
da agiklanabilir. Aromataz, Ostrojen biyosentezinde androjenlerin Ostrojenlere

¢eviriminde kontrol basamagini katalizleyen bir enzimdir (Santen ef al., 1999).

Kadinlarda menapoz Oncesinde dstrojen sentezi yumurtaliklarda gergeklesir.
Menapoz sonrasinda ise strojenler deri, yag ve kas dokularinda bulunan aromataz
enziminin etkilestigi androjenik substratlardan sentezlenir. Aromataz enzimi periferal

dokularda, ayrica meme dokusunda ve meme tiimér dokusunda bulunmaktadir

(Santen et al., 1999).

Ostradiol {iretiminde aromataz enziminin konsantrasyonu ile onun substratlar
olan testesteron ve androstenodione birincil belirleyicilerdir. Ostradioliin iiretim
seviyesinin birincil diizenleyicisi olan aromataz viicutta bol miktarda bulundugundan
Ostrojen birgok dokuda sentezlenebilmektedir. Aromatazin ovaryumda en fazla
oldugu donem pro-menapozdur ve bu sirada ovaryum estradioliin en Onemli
kaynagidir. Ovaryumda aromatazin substrati olan andostenoidene de fazla
miktardadir ve hipofizden salgilanan LH (liiteinlestirici hormon) seviyesi ile
diizenlenmektedir. Ayrica periferal yag dokusu da fazla miktarda aromataz
icemesiyle birlikte meme dokusunun kendisi de aromataz igerir ve in sifu dstrojen

sentezleyebilmektedir (Santen et al., 1999).

Endojen veya ekzojen Ostrojen ile uyarilan hiicre gogalmasindaki artig, hiicre
bslinme ve mutasyon miktarini da artirmaktadir (Preston-Martin et al, 1993).
Cogalma hizi arttifinda DNA’nin tamiri igin gerekli zaman azalmaktadir. Buna
ilaveten hiicre boliinmesi sirasinda mevcut olan tek iplikli DNA, ¢ift iplige gore
hasarlara daha hassastir ve gen duplikasyonlan meydana gelebilmektedir. Estradiol
4-OH estradiole doniistiiriiliir ve sonrasinda $strojen kininlere doniistiiriiliir. Kininler
gunanine baglanir ve bir glikosidaz enzimiyle DNA’dan uzaklagtirilarak N-7-guanin-
kinin veya N-3-adenin kinin konjuganlarina doniistiiriilir (Sekil 1.2.). Depiirine
haldeki DNA’nin kalan pargasi replikasyon sirasinda G’den T’ye ve A’dan T’ye
seklinde nokta mutasyonlarina yol agar. Ilaveten kininler tekrar 4-OH estradiole

kinin rediiktaz yoluyla geri doniistiiriilebilirler. 4-OH estradiol ve 3,4 estradiol kinin




(Santen et al., 1999).
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Sekil 1.2. Ostrodio!’ii genetoksik metabolitlere gétiiren biyokimyasal patikalar.
Ostrodiol ve ostron 6zgiil P450 enzimleri iizerinden 2- veya 4-OH 6strodiol’den
birine doniistiiriilebilir. 2-OH bilesikleri kararii Diva takuarina vor acag:::
bilesikleri 3,4 kinin’lere metabolize edilebilir ve bu kinin’ler daha sonra Guanin veya
Adenin bazlarina kovalent bir sekilde baglanarak depiirinasyona sebep olan takilar



olustururiar. Catechol-o-methvl-transferase (COMT) patikas1 ve
patikasi, 4-methoxy estradiol veya glutathione konjugatlar gibi metilqpr
meydana getirerek catecholestrogen’leri detoksifiye eder (Santen ef al., 1999%.;

1.6.2. Aromataz Inhibitorleri

Kemirgen hayvanlarda digaridan verilen Ostrojen hormonun meme kanserine
sebep oldugu gosterilmistir (Furth, 1982). Aromataz inhibitdrlerinin yash sicanlarda
iyi veya kotli huylu meme yaralarinin kendiliginden geligimini 6nledigi belirlenmistir

(Gunson et al., 1995).

Aromataz inhibitorieri aromatazi inaktive ya da inhibe ederek plazmadaki
(doku sivisindaki) dstrojen seviyesini baskilar ve bu sekilde tamoksifenden farkl bir

aktivite gosterir ($ekil 1.3.) (Freedman et al., 2005).

Androstenedione — Aromatase —» Estrone \

T

Aromatase Inhibitors Estradiol
Testosterone — - Aromatase —p» FEstrone / Activates

Estrogen Receptor

Binds to f

Tamoxiten

Sekil 1.3. Aromataz inhibitdriiniin ve tamoksifen’in karsilastinilmali etki
mekanizmasi (Freedman et al., 2005).

1.6.3. Aromataz Inhibitorlerinin Siniflandiriimasi

Aromataz inhibitdrleri tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki simifta toplanabilir. Tip 1
inhibitorleri androstenedione’nin steroidsel analoglaridir ve androstenedione’nin etki
bolgesine geri doniistimsiiz bir sekilde baglamr. Tip 2 inhibitorleri steroidal olmayan

ve enzimin aktif kismindaki bir Hem grubuna geri déniislii olarak baglamr.

Aromataz inhibitorleri, daha detayll bir gekilde kliniksel gelistirilme
siireglerindeki kronolojiksel siralarina gore birinci, ikinci ve tiglincii kusak Aromataz

inhibitorleri olarak siniflandirilir (Tablo 1.2.).

Tablo 1.2. Aromataz inhibitorlerinin siniflandirilmasi (Freedman ef af., 2005).

First generation Second generation Third generation
Nonstcroidal Aminoglutcthamide Rogletimide Anastrozole
Fadrozole Letrozole
Vorozole

Steroidal . Formestanc Exemestane




1.6.4. Arimideks’in Molekiiler Yapis1 ve Diger

Inhibitorleri ile iliskisi

Birinci kugak aromataz inhibitdrleri aminoglutethimide’dir ve 1970°li yillarin
sonuna dogru meme kanseri tedavisinde kullanilmaya baglanmigtir (Wells ef al.,
1978). Ikinci kusak aromataz inhibitorleri formestane (4-hydroxyandrostenedione)
tip 1 inhibitdrii ve tip 2 inhibitéri olan fadrazoleyi igerir. Bu maddelerin her birisinin
kliniksel  etkisi oldugu  gosterilmistir  fakat belirli esik  degerlerde
kullanilmadiklarinda ciddi yan etkileri ortaya ¢ikmigtir (Wells et al., 1978; Stein et
al, 1990; Steele et al, 1987). Ugiincii kusak aromataz inhibitdrleri ise 1990’h
yillarin baglarinda kesfedilmistir. Tip 1 exemestane (Aromasin ®) ve ayn1 zamanda
Tip 2 inhibitdrlerinden anastrozole (Arimidex ®) (Sekil 1.4.) ve letrozole (Femara
®)’yi igerir. Bu ii¢ ajan metastatik, yardimci ve yeni yardimci tedavilerin

uygulanmasinda bir hayli iimit verici sonuglar ortaya koymaktadir (Freedman et al.,
2005).

Anastrozole
@

H;C
HC CN - NC eH,

Sekil 1.4. Arimideks’in kimyasal yapisi (Choueiri ef al., 2004).

Ugiincii kusak aromataz inhibitérlerinin, adjuvant uygulamas: ile ilgili yapilmis
bir gok ¢alismada, tedavi ile ilgili faydali etkilerinin oldugu bulunmustur (Goss and
Strasser, 2001; Smith and Dowsett, 2003; Clemons et al, 2004). Siire agisindan
bakildiginda adjuvant tamoksifenin bes yildan sonra aromataz inhibitérleri igin bir
islevi oldugu goriilmiistiir (Goss et al, 2003). 2-3 yillik tamoksifen tedavisini
takiben bir aromataz inhibitérii uygulamasina gegisin faydali sonuglar verdigi
gosterilmistir (Boccardo et al., 2001; Coombes et al., 2004; Boccardo ef al., 2003).
Ilk sira (line) terapisinde adjuvant tamoksifene sadece bir aromataz inhibitérii
tistlinlik sergilemistir (Tablo 1.3.) (Sekil 1.5.) (Baum et al., 2002). Bu sonuglar
doktorlar ve adjuvant uygulamadaki aromataz inhibitdrlerinin kullanan hastalar

arasinda tartigmaya yol agmustir. Adjuvant uygulamaya ilave olarak menapoz sonrasi
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kadinlar igin aromataz inhibitdrlerin kullanimi ¢aligmalarn, meﬁ;apf)? eénqesi )
kadinlarda meme kanserine karst olumlu hormon tedavisi igin : ad_]uvant g
uygulamadaki yumurtaliklarin durdurulmasini baskilayan bir aromatoz iiﬁhibitdrﬁn'v

ilavesinin giivenligi ve sinirini belirleme iizerinde stirmektedir (Freedman et al,
2005).

Tablo 1.3. Adjuvant tedavide aromataz inhibitérleri (Freedman ef al., 2005).

Study Drugs Median Followup N Contralateral Recurrence Disease free
breast cancer (total) survival
ATAC trial®® Anastrozole 47 months 3125 2% 413 89.4% (3 years)’
Tamoxifen 3116 40 472 87.4% (3 years)
Cambination NnHL 3B 488 NR
MA-175 Letrozole 2.4 years 575 75 61 93% (4 years)"
Placeba 2582 132 106 B7% (4 years)
Boceardo et al.™ Aminoglutethamide 61 months 19 5 42 ns
Tamoxifen 1% 2 42 ns
Boccardo et al. ®  Anastrozole 24 months 208 107 2 n/a
Tamoxifen 218 26 5 n/a
IE5% Exemestang 30.6 months 2362 183 ¥ 91.5% (3 years)’
Tamoxifen 2380 266 20 B6.8% (1 years)
" Statsstically significant.
ATAC®
[ Anasteazole S yrs J
i Tamoxifen § yrs 1
{ Asastrazole + Tamoxifen 3 yrs
MATS
| Tamoxifen 5 yrs — Letrozole 5 yn ]
[ Tamoxifen 5 yrs — Placebo 5 yry B
Boceardo™
(- Tamoxifin 2-3 yrs — aminogiutethamide to complute 5 yrs 1
I Tamoxifen 5 yrs )
Boccardo™
[ Tamoxifen 2-3 yrs — anastrazole to complete S yrs ]
o Tarnoxifen § yrs H
IES?
{ Tamoxifen 2-3 yrs —+ Exemestaneto complete 3 yrx _
[ Tamoxifen 5 yrs -]

Sekil 1.5. Aromataz inhibitbrlerinin adjuvant uygulamalardaki sematik
gosterimi (Freedman e al., 2005).

Metastatik uygulamada aromataz inhibitSrlerinin tamoksifenden {istiinliigii

os

birgok ¢aligma ile gosterilmistir. Degisik bir gok deneme iigiincii kusak aromataz.
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inhibitdrleri standart ikinci ¢izgi metastatik tedavi olan megestrol asetat 11e :

kargilagtinlmigtir ve istatistiksel olarak {i¢ aromataz inhibit6riin tumunde bellrgm

cevaplar goriilmiistiir ve exemestane ile anastrazole maddelerinin hastay1 hayatta"
tutma yoniinden yarar gosterdigi ortaya ¢ikmustir (Tablo 1.4.) (Freedman ef al,

2005).

Tablo 1.4. Metastatik durumda aromataz inhibit6rlerinin megestrol asetat’la
karsilastiriimasi (Freedman et al., 2005).

Reference Drugs  Subjects Response (%) Clinical Time to progression Overall survival

studied benefit (%)  {months) (months)
Buzdar ct al."? A 263 10 35 4.8 nfa

W 253 8 4 4.8 ni/a
Dombernowsky et al.™ L 174 24 3 5.6 25

" 189 16 n 5.5 2
Buzdar et al.'® L 199 16 7 3 29

1 201 15 24 3 26
Kaufmann ot al.™ E 366 15 37 4.7

) 403 12 35 38 28
Goss et at. v v 225 10 24 2.6 26

W 227 7 27 33 29

£ exemestane; A: anastrozole; L: letrozole; M: megesterol acetate; V: varozole.
Adapted from Smith |, Dowsett .7
Significant difference from megesterol acetate.

Karisik tedavilerinde aromatoz inhibitérii olan anastrozole, letrozole ve
tamoksifen igeren exemestane ile metastatik tedavide karsilagtirmasi yapilmigtir
(Tablo 1.5.). Bu tedavilerin tiimii aromataz inhibitorleri ile ilgili diigiiniildiigiinde
istatistiksel olarak belirgin kliniksel yarar géstermistir (Freedman et al., 2005).

Tablo 1.5. Metastatik durumda aromataz inhibitdrlerinin tamoksifen’le
karsilagtiriimasi (Freedman et al., 2005).

Reference Drugs Subjects Response Clinical benefit Time to progression (months)
Mouridsen et af.'® L 453 30" 49 9.4
T 454 20 38 6.0
Nabholtz et al.™ A 7™ 2 59 1"t
T 182 17 46 5.6
Bonneterre et al.?® A 340 33 56 8.2
T 328 33 56 8.3
Paridacns ot al.? £ 190 a4 71 10.9*
T 192 29 66 6.7*

A: anastrozole; L: letrozole; £: exemestane; T: tamoxifen.
Adapted from Smith 1, Dowsett m."*
¢ Progression tree survival.
" Signficantly dffferent from tamoxifen.

Hormonal tedaviye karsi direng hormon reseptérii pozitif olan meme
kanserinin kontrol altina alinmasinda gergeklesen bir ana girigim olarak siirmektedir.
Direncin farkli sebepleri vardir: (a) ER ekspresyonunda meydana gelen kayip ya da
azalma, (b) hormonal ajanlara karsyt daha az duyarli olmay1 saglayan ER

mutasyonlari, (c) Direngli hiicrelerdeki kofaktdr seviyelerindeki degisme,
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(d) HER-2’nin asir1 derecede ekspresyonu (Freedman er al, 2005)In ‘f,yitr.o" |
¢alismalar1 ER ve HER-2 pathway (metabolik yolunda)’leri arasindaki ethleslm ve

karsilikl1 iletisim oldugu yéniindedir. Onceki galismalart HER-2’nin ekspré§§6hﬁhu :

(Read et al, 1990) asagi akigl regiile eden (downregule) Ostrojen oldugunu
gdstermistir. Ostrojen HER-2 ekspresyonunu asagi akimli regiile eder (Read et al,
1990), tamoksifen ise HER-2’nin transkripsiyonunu yukari akimli regiile eder
(Antoniotti et al, 1992). ER+ ve tamoksifene duyarli olan MCF-7 meme kanser
hiicrelerin HER-2 kodlayici bélgesi ile transfeksiyonu bu hiicrelerin tamoksifene

duyarsizlagmasina sebep oldugu gésterilmistir.

Tim bunlarla birlikte kliniksel veriler HER-2’nin  asin  derecede
ekspresyonunun tepki (reaksiyon, cevap) oraninda azalmaya neden olabilecegi ve
hormon tedavisi ile muamele gérmiis hastalarda hayatta kalmay: azaltabilecegini
gostermistir (Giai et al., 1994; Stal et al., 2000; Lipton et al, 2002). Bu galismalar
her ne kadar gegmisle ilgili olsa da HER-2’nin hormonal tedaviye karsi direng
gosterdigi agiktir ve bu durumu destekleyen verinin daha ayrintili bir sekilde mercek

altina ahnmasina ihtiyag vardir.
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2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

Kersetin’in H,O, ile uyarilan oksidatif baskiya maruz birakilan hucr_g\lgrv )

f'izerinde koruyucu etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Nakayama et al., 1993; Yakoo
and Kitamura 1997). Bununla birlikte hidroksil radikalleri lizerinde, onlari yok edici
bir etkisi olmadid1 rapor edilmistir (Hanasaki ef al., 1994; Oyama ef al., 1999), H,O,
ile uyarilarak oksidatif strese maruz kalmis sican timosit hiicreleri {izerinde, bir
antioksidan ajan olan Kersetin’in koruyucu etkilerini aragtirmiglardir. 10 puM’lik
Kersetin’in, hiicre popiilasyonunda 300 uM H,0, ile uyanilan degisiklikleri biiyiik
oranda baskilamaktadir. Ayrica hiicre popiilasyonunda 3mM H,0, ile uyarilan
degisiklikleri de hafifletmekte etkili oldugunu da géstermektedirler. Elde ettikleri bu
sonuglara gore, Kersetin’in hidrojen peroksit ile uyarilan oksidatif stresten muzdarip
hiicreler {izerinde koruyucu bir potansiyel etkiye sahip oldugu yargisina varmislardir

(Nakayama ef al., 1993; Yakoo and Kitamura 1997).

Kersetin’in bagirsak kanseri (Hosokawa et al., 1990; Lee et al., 1992), HelL.a
(Hosokawa et al., 1990), kan kanseri (Elia and Santoro, 1994) ve deri kanserinde
(Sliutz et al, 1996) hsp’lerin (heat shock proteins) ekspressiyonunu o6nledigini
gostermistir. Bu hiicreler Kersetin ile muamele edildikten sonra 1s1 giidiimlii hsp27
ve hsp70 ekspresyonunu onledigi gosterilmistir (Hansen et al., 1997). Fakat HelLa,
MDA-MB-231  hiicre hatlarinda Kersetin’in 1s1 uygulamasi sonrasinda 1s1 sok
transkripsiyon faktorleinin DNA’ya baglanma kabiliyetini de énlerken (Nagai et al.,
1995; Hosokawa et al., 1992), MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA’ya baglanma
kabiliyetini 6nlememektedir (Elia ef al., 1996; Lee et al., 1994).Bu sonuglara gore
Kersetin’in hiicreye 0zgii davranig bigimleri sergileyebilecekleri onerilmektedir

(Hansen et al., 1997).

Kersetin’in HL-60 hiicrelerinin biiyiimesinde gii¢lii bir inhibe edici etkiye
sahip oldugunu belirttiler (Kang and Liang, 1997). Kersetin’in HL-60 hiicrelerinden
membrana ait TPK ve sitozole ait PKC aktivitelerini dikkate deger bir seviyede
inhibe ettigini fakat sitozole ait TPK ve membrana ait PKC {izerinde etki
gostermedigini buldular (Kang and Liang, 1997). Aynca sonuglarina gore Kersetin
HL-60 hiicrelerinde fosfoinosititlerin {iretimini bilyilk 6l¢lide inhibe ettigi
belirtilmistir (Kang and Liang, 1997).
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Kersetin ile muamele edilmis olan K562 lokemia hiicre hatla_fmni DNA«r
fragmentleri incelenmis ve farkliliklar goriilmiistir (Csokay et al., 1997)L;£;A'Kersetini‘n‘j‘
sitotoksik etkisi 1-24-48-72 ve 96 saatlik stirelerle sitotoksik test ile olg:ulmus ve
hiicrelerin apoptosize meyilli olduklan goriilmiistiir. Kersetin ile muamele edxlmls
hiicrelerin programh hiicre 6liimii ile baglantili olan hiicresel degisimleri indiikledigi
bulunmustur (Csokay ef al, 1997). 1 saat ve daha uzun siireli Kersetin
muamelesinden sonra (55 pM ve 550 pM arasinda) DNA’nin yaklasik 180 baz
¢iftinden olusan fragmentler gosterdigi bulunmustur [Sekil 2.1. (A)]. 550 pM
konsantrasyona kadar Kersetinin 24 saatlik proliferasyon siiresince kromozomal
DNA fragmentasyonunun %45 seviyesinde oldugu ve 5.5 uM seviyesinde ise DNA
ladder formasyonu olmadig gézlenmistir [Sekil 2.1. (B)] (Csokay et al., 1997).‘
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Sekil 2.1. A) K562 I16semi hiicrelerinde Kersetinin etkisi sonucunda meydana
gelen kromozomal DNA fragmentasyonu. 15 dakika ve 24 saatlik siire diliminde 55
uM Kersetin konsantrasyonuna maruz birakilmis hiicreler. Line 1: Kontrol hiicreleri;
Line 2-10: 15 dakika, 30 dakika, 1,3,6,12,18,24 saat; Line 11: markir DNA. B) Insan
losemi hiicrelerindeki Kersetin’in meydana getirdigi DNA fragmentinin yiizdesi.
Tarali siitunlar 55 puM, beyaz siitunlar 550 pM’lik konsantrasyonun etkisini

gostermektedir (Csokay ef al., 1997).

Normal de hiicrelerde; CD95 ve onun ligandi olan CD95-L fizyolojik
apoptosisin bazi tiplerinde anahtar yol oynamaktadir. CD95 yollu apoptosisi su
yollarla tetiklenebilir; ya killer (katil) hiicreler gibi bazi hiicre tipleri iizerinde
ckspresse olan reseptdriin dogal ligandi CD95-L ile tetiklenir ya da anti CD95 gibi
agonostik (dogal olmayan) antibadilerle tetikienebilmektedir (Nagata, 1997;
Krammer ef al.,, 1998). CD95 yolu apoptosisin en iyi anlasilan sinyal ileti yolunda
FADD (Fas-associated death domain) ve kaspaz 8 yer almaktadir. Bunlarin
aktivasyonu bir proteaz kaskatim tetiklemek suretiyle hiicre tipinin orjinine bagh
olarak kaspaz 3,6 ve 7 gibi asagi akigh effekt6r kaspazlarimin aktivasyonuna yol
agmaktadir. CD95 patikasinin aktivasyonu mitokondriye bagli apoptotik olay1 da



uyarmaktadir (Li et al, 1998; Varadhachary et al, 1998; Nunez et al 1998)
Bununla beraber farkli hiicre tipleri spesifik tipine bagh olarak iki CD95 smyal*

patikasindan birini kullanmaktadir. CD95 uyarimli Kersetin’in etkisini q,ah$mak 1(;1n

HPB-ALL (akut lenfoblastik lenfoma) hiicresi kullanilmigtir. Bu hiicreler in vitro
uyarilan apoptosisi gosterdikleri sasirtict direngleri ile taninmaktadirlar ve sinyal
iletiminin CD95 patikast degismig bir tiimor tipinden iiretilmistir (Russo et al,

1999).

CD95 yollu apoptosise direng gdsteren malignant hiicrelerini Kersetin’in
duyarli hale getirebildigini gosterdiler (Russo ef al., 1999), bulgularinda Kersetin ve
anti-CD95 i birlikte kullandiklarinda hiicrelerin canliliginda %50 azalma oldugunu
bildirilmektedir. Kersetin’in kendi basina apoptosisi uyarmadigini ortaya koydular.
Fakat anti-CD95 monoklonal antibadi (CD95 reseptoriinii ekspresse eden hiicrelerde
apoptosisi uyarmada aktif) ile birlikte apoptosisi g{iglﬁ bir sekilde artirdigim
gosterdiler (Russo ef al., 1999).

Normalde hiicrelerde; Bcl-2 mitokondriyal membranin biitiinliigiinii koruyarak
sitokrom C’in salinmasini inhibe etmekte ve boylece kaspaz 3 aktivasyonu
onlenmektedir. Kaspaz 3 apoptosisteki dnemli cellatlarindan biridir. PARP gibi
bircok anahtar proteinin proteolitik par¢alanmasinin sorumlusudur. PARP DNA
tamir mekanizmalarindan strese karsi yanitta ki DNA tamirinde yer almaktadir ve in
vivo kaspaz 3’lin pargalamasi ig¢in ana hedeflerden biridir; PARP’in pargalanmasi
hiicresel bitlinliiglin bozulmasina yardim eder ve apoptosise giden hiicreleri igin bir

belirtegtir (Kim ez al,, 2005).

Kersetin’in kolon kanser hiicreleri {izerinde biiyilimeyi onleyici ve apoptosis
mekanizmalar1 hakkinda ¢aliymalar yapmuslardir (Kim et al, 2005). Kersetin’in
ErbB2, ErbB3, Akt (Protein kinase B)’nin ekspresyonunu ve Akt’ini
fosforilasyonunu negatif yonde etkileyip etkilemedigini arastirmuslar. Kersetin’in
Bcl-2, Bax (Bcl-2 associated x protein), poly (ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve
kaspaz 3’iin ekspresyonu iizerinde etkili olup olmadifini incelemigsler. Bcl-2
seviyesinde hiicreler 72 saat siireyle Kersetin maruz birakildiginda doza bagh bir
sekilde azalma oldugunu belirlemigler (Kim et al, 2005). Oysa Bax seviyesi
degismemigstir. Kersetin’in konsantrasyonu artik¢a pargalanmig kaspaz 3’iin 17 ve 19
kDa’luk pargalarinda bir artis gézlenirken 32 kDa’luk pargalanmamis kaspaz 3’de bir

azalma goriilmistiir. Kersetin PARP’in proteolitik pargalanmasini uyarmaktadir.



Gidalarda glikozid olarak bulunan polifenollerin anti-kolon kanser;\ k_t1v1tesx=y )

gosterebilmeleri i¢in mutlaka hidroliz olmalar1 gerekmektedir (Kim ef ‘al: 2005)‘

Kersetin’in insan kolon kanseri hiicrelerinde artan apoptosisinde en azindan’ klsment’

hiicre bilytimesini azalttigi gériigii dogrulanmuistir (Kim et al., 2005). Bu aragtiricilara
gbre Kersetin’in apoptosisi artiran etkisi Bcl-2 seviyesini diigtirmesinden
kaynaklamyor olabilecegini diisiinmiislerdir. Caligmalarindan elde ettikleri veriler
gore Kersetin, Akt patikasinin inhibe edilmesi yoluyla kolon kanseri hiicrelerinin
biiylimesini inhibe ediyor olabilir. Ayrica ErbB2, ErbB3 protein ekspresyonunu
Kersetin’in azalttit gosterilmistir. erbB genlerinin ve &zellikle erb B2’nin bazi

insan kanseri tiplerinde agiri miktarda ekspresse edildigi gosterilmistir (Kim et al.,

2005).

Meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglardan birisi olan tamoksifen diinyada
en iyi bilinen ve hasta tedavi regetelerinde en ¢ok yazilan ilaglardan birisidir ve
aromataz inhibitorleri grubunda yer almaktadir. Meme kanserini tedavi etmek igin
yapilan operasyon sonra uygulanan yardimci tedavide aromataz inhibitérii olan
anastrazole (Arimideks) menapoz sonrasi kadinlarda tamoksifene gére daha basarili
sonuglar vermistir. Ameliyat sonrasi yapilan Arimideks’inde dahil oldugu

neoadjuvant tedaviler kanserin yeniden olusumunu Onlemekte etkili olmaktadir

(Nicholls, 2002).

ATAC (Arimideks, Tamoxifen Alone in Combination) uygulamasinin
sonuglar1 adjuvant tedavi uygulamasinda, ilk baglarda tek basina kullarulan

tamoksifenin yerini almistir (Baum et al., 2001).

Meme kanserinin tedavisinde bu en son tedavi seklinde aromataz inhibitorleri
ile birlikte olan yaklasim, tamoksifenin tekelini ortadan kaldiran en son kullanim
seklidir. Gelismis metastatik meme kanserleri igin birinci ve ikinci hat tedaviler
olarak aromataz inhibitérlerinin etkinligi artik bir gergektir (Bonneterre, J. ef al.,
2000; Nabholtz, et al, 2000; Mouridsen, er al, 2001) ve ATAC ve diger
denemelerin sonuglar1 adjuvant uygulamalari genigletmektedir (Baum et al., 2001;

Ellis, et al., 2001).

Tamoksifen ve aromataz inhibitdrlerinin her ikisi de kanser hiicrelerinin
bilylimesi ve boliinmesini uyaran disi estrojen hormonunu énlemek suretiyle ¢alisir.

Bu yiizden 8strojen reseptorleri tagiyan estrojen-pozitif tiimérlerde sadece aromataz



inhibitdrleri ve tamoksifen etkilidir. Bu iki madde &strojeni tamamen%blrbmnden:: .

farkli yollarla engellemektedir: Bir antiestrojen olarak bilinen tamok31fen estrOJenl‘

reseptorlerini geri doniisiimsiiz bir gekilde kilitleyerek calisir dyle ki estrOJen artlk -

baglanamaz ve hiicrelere boliinme sinyali ulasamaz. Aromataz inhibitorleri ise
aromataza baglanir ve onu inaktive eder. Aromataz, androjenleri estrojenlere geviren
bir enzimdir. Bu yolla viicuttaki estrojen konsantrasyonu azaltilir. Bu alternatif
uygulama 6zellikle menapoz sonrasi agamay1 yasayan kadinlarda basarihh olmaktadir
¢linkii menapoz sonrasinda ovaryumlarin islevi kesildiginde aromataz viicuttaki
estrojenin ¢ogunun sentezlenmesinden sorumludur; ama aromataz inhibitorleri,
ovaryumlar aktif olan menapoz 6ncesi kadinlar igin uygun degildir. Bu kadinlar i¢in
hala tamoksifen gibi ilaglarin antiestrojenik etkisinin yerini alacak bir yOntem
mevcut degildir. Yine de meme kanserlerinin yaklagik %80 i menapoz sonrasinda
gelistiginden ve bu kadinlarin %70 inin estrojen pézitif timorlere sahip olacag:

dikkate alindiginda, aromataz inhibitérleri meme kanserleri i¢in umut vaat

etmektedir (Nicholls, 2002).

Son yillarda aromataz inhibit6rlerinin hormon reseptdrii pozitif olan meme
kanserli hastalarda uzun yillar kullanilmasinin gerekli olmasina karsin faydali oldugu
bilinmektedir (Smith and Dowsett, 2003). Bu yiizden de aromataz inhibitdrlerine
direngli olan adjuvant ya da ana tedavide kullanilabilecek ilaglarin da i¢inde oldugu
markir mekanizmalarinin bilinmesi 6nemlidir. Meme kanseri olan hastalarda steroid
reseptorlii pozitif olanlarin orani net olarak tedaviye cevabin fazla oldugunu
gostermemektedir ve bunun sebebinin de novo ya da 6zel bir direnci oldugu
gosterilmigstir. Bu iki durum baglangig cevabin neredeyse tiimiiniin er ya da geg
bozulacagi ve direng gerektirdigi seklinde tanimlanir. Boyle bir direncin de novo
direncini belirleyen benzer molekiiler karakteristiklerinden olabilecegi ya da
olamayacag diistiniilmektedir. Bu iki tip direng tipinin verilerinin farkli oldugu

disiiniilmektedir (Dowsett et al., 2005).

Son yillarda Gstrojen reseptorlerinin bulunma miktar1 tamoksifenin faydali
olabilmesi agisindan bir 6n kosul oldugu agiktir (Collaborative Group, 1998).
Cevabin olmadigi durumda genellikle aromataz inhibitorlerinden kaynaklandig
tahmin edilir. Bununla birlikte steroid reseptorii negatif olan hastalarda belirgin bir
fayda goriilmemektedir. ATAC denemesi uygulandiginda estrojen ve progesteron

reseptorii taninmayan bir bolim hasta kaydedilmistir fakat bunlarin durumu



immiinohistokimyasal yollarla argivlerdeki kayitlarla belirlenmistir. Df; ! s
yapildigi hastalarin %1’lik kisminda tamoksifen ve arimideks’li tedavmif}‘ s
kanseri tehlikesini Onlemede etkin olmadigi gorilmistiir (Dowsett and ATACw
Trialists Group, 2003). Kliniksel g¢aligmalardaki kayitli bulunan hastalardan bir
kismina bakildiginda hormon reseptorii negatif olan hastalara da ulagilabilmektedir.
Tamoksifenin bulundugu letrozol’lii bir neoadjuvant tedavinin kargilastirilmasi
yapildiginda baglangigta Estrojen reseptorii pozitif olarak kaydedilmis 12 hastanin
daha sonradan yapilan testler sonucunda ER ve PR (progesteron reseptrii)
bakimindan negatif oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarin sadece bir tanesi letrozoleye
kars1 belirgin bir kliniksel cevap géstermistir. Dort hastanin ER negatif ve PR pozitif
oldugu ve bu hastalardan ikisinin letrozoleye cevap verdigi ve bu hastalardan kiigiik

bir grub aromataz inhibitoriinden fayda gérmiistiir.

Metastatik hastaliktaki tiglincii kusak aromataz inhibitdrlerinin rastgele
diizenlendigi birincil (first line) ¢aligsmalar esnasinda cevap oranlar1 %21 den %33
oranina degisiklik gostermis, kliniksel faydalarda ise hastaligin en azindan 6 aylik bir
stire diliminde kliniksel fayda orani %55-59 seviyelerinde olmustur. Arimideks ve
letrozole’nin neoadjuvant g¢alismalar1 esnasinda cevap oranlarinin 3-4 aylik siirelerde
sirastyla %37 ve %55 oldugu goriilmiistir (Eiermann et al, 2001; Smith and
Dowsett, “2” 2003). Bu kliniksel bulgulara dayanarak ER pozitif olan tiimorlerin
etkili olanlarinda aromataz inhibisyonuna kargi direngli oldugu goriilmiistiir.
Neoadjuvant tedavi esnasinda elde edilen dokulardaki biyolojik ¢aligmalar bu konuya
farkli bir goriis agis1 getirmistir. Anastrozole (Arimideks), tamoksifen ya da
anastrozole arti tamoksifenli etkin neoadjuvant tedavilerinde hiicre proliferasyonu
olgtimleri; tedaviden Once, tedaviye bagladiktan 2 ve 12 hafta sonra yapilmigtir.
Boylece neredeyse tamami ER pozitif olan meme kanseri hastalarinda hiicre
proliferasyon Ostrojene bagimli olmaktadir ve tedavide aromataz inhibitdrlerinden
belirgin fayda goriilmektedir. Meme kanserinde kliniksel bir cevabin olugmasi hem
biiylime baglangici orani, hem hiicre proliferasyonundaki degisiklikler ve hem de
aromataz inhibisyonuna bagli olan hiicre 6liimiine bagh oldugu diistiniilmektedir.
Her seye karsin yine de aromataz inhibitorlerine karsi olan direncin siirekli olarak

degisme egiliminde oldugu goziikmektedir (Dowsett et al., 2005).

Tamoksifen gelismis meme kanserinin tedavisinde ve kanserin ameliyat

sonrasinda tekrarlamasi ihtimalini azaltan hormonal tedavisinin yapildig1 adjuvant
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bloke etme hareketi hiicrenin biiylimesini etkileyen bazi genlerin eksg%
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kanamalar, kilo alma, fel¢ ve diger dokularda olugabilecek yeni tiimorlerin olugmasi

gibi bazi kotii yan etkileri de olabilir (Nicholls, 2002).

Son yillarda kanser tedavilerinde aromataz inhibitorleri ile bir Prostaglandin
olan COX-2’in inhibitérlerinin kombine kullanmimi denenmistir (Bundred and Barnes,
2005). Asin COX-2 iiretiminin transjenik farelerde meme dokusunda apoptosis
olayinin, normal dokulara gore azalmasina yol agtig1 belirlenmigtir (Liu et al., 2001).
Insanlarda DCIS (Half et al, 2002) ve yayilict meme kanserinin her ikisinde de
COX-2 ekspresyonunda arti gozlenmistir (Boland et al., 2004). Bu artigin, hiicre
¢ogalmasi, apoptosis de azalma ve yeni kan damarlar1 olusumundaki artig ile iligkili
oldugu belirlenmigtir (Kirkpatrick e al, 2001; Boland et al, 2004). PGE;’nin
(prostaglandin E2) varligi aromataz aktivitesinin seviyesinde dikkate deger bir artisa
yol agmaktadir (Zhao et al., 1996). PGE; ve sitokinler tiimor hiicrelerindeki aromataz
aktivitesini diizenlemektedir (Michael ef al., 1997; Brueggemeier et al., 2001). COX-
2 inhibitorleri tarafindan PGE;’nin aktivasyonunun inhibe edilmesi aromataz
aktivetisini inhibe edebilmektedir ve aromataz inhibitSrleriyle kombine edildiginde,
ortak hedefleri olan aromatazi inhibe etmek suretiyle tiimor tekrar riskini

azaltmaktadir (Bundred and Barnes, 2005).

Arimideks gibi aromataz inhibitérleri ise yan etkiye sahip gibi goziikmektedir
¢linkii bunlar menapoz sonrasi kadinlarda Ostrojen seviyesini diigiirerek ¢aligtiklart
i¢in osteoporoz ve kemik kirilmalari riskini artirmaktadir. Uzun siireli kullammimn
kemik metabolizmasi lizerine iizerine olumsuz etkileri goriilebilir (Nicholls, 2002).
Yilda 1000 kadin igin kemik kirilmasi orani anastrozole kullaniminda 21.55 iken
tamoksifen kullaniminda 13,44 oldugu bulunmustur (Lester and Coleman, 2005).
Saglikli kadinlarda ise bu oramin 19.10 oldugu belirlenmis (Writing Group for the
Women’s Health Initiative Investigators, 2002), buna gére anastrozole’nin kemik
mineral yogunlugunu azaltti1 ve tamoksifenin kemigi koruyucu ozelligine sahip

olmadig belirlenmistir (Lester and Coleman, 2005).

Aromataz inhibitérlerinden Fadrazolenin kemirgenlerde spontan meme

kanserlerini 6nledigi gosterilmistir (Gunson ef al, 1995). Anti-Ostrojenlerden
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tamoksifen ve raloksifene yeni meme kanserlerinin baglangicini sir
%20 oraniyla 30 ay dort yallik bir periyotta verildiginde azaltmaktadir (
al., 1998; Wickerham et al., 1998). Fakat ostrodiol seviyesindeki agin

kemik kaybina ve/veya kardiyovaskiiler hastaliga neden olabilmektedir (Santen et

al., 1999).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Meme kanseri hiicrelerinde Kersetin ve Arimideks’in etkilerini aragtirmak igin
MCF-7 ve T47-D (human breast cancer cell lines) hiicreleri kullanilmigtir. Hiicreler

Londra Universitesi, ICSM, Jinekoloji Boliimiinden Dr. Roger WHITE tarafindan
hediye edilmistir.

MCF-7 hiicreleri, gogiis zan digina tagmig adenokarsinoma epitel hiicreleridir.
Bu hiicrelerde IGFBP (insulin benzeri biiylime faktér baglanma proteinleri), BP-2
(binding protein-2), BP-4, BP-5 iretilmektedir. Bu hiicrelerde 6strojen reseptorii
pozitiftir. MCF-7 farklilagmis memeli epitelyumun bazi 6zelliklerine sahiptir. Mesela
ostrojen reseptrii lizerinden estradiol isleme 6zelligine sahip olup ayrica kubbe
olugturabilme kabiliyetindedir (ATCC; American Type Culture Collection) . Tx-4
onkogeni igerir. MCF-7 hiicrelerinin biiyiimesi TNFa tarafinda inhibe edilmektedir.
IGFBP’lerin sekresyonu anti-strojenler ile ayarlanabilmektedir. Hiicreler WNT7B
[wingless-related MMTV (Mouse mammary tumor virus) integration site 7B]

onkogenini eksprese ederler (ATCC).

T47 hiicreleri, duktal karsinomaya sahip hastalarnin gogiis zarindan sizmis
metastatik bolgedeki meme tlip dokusundan alinmistir. Bu hiicrelerin reseptérleri
Caltitonin, androjen, progesteron, glucocortizoit, prolaktin ve dstrojen reseptorleri
pozitiftir. Ayrica tiimorjenik 6zelligi olup yumusak agar da koloniler olugturur. T47
hatti memesinde duktal karsinoma gozlenen 54 yagindaki disi bir hastadan meme
zanndan sizmiy . Keydar tarafindan izole edilmistir. Farklilagmis epitel alt strain
(T47-D) sitoplazmik birlesmeler ve 17 beta estradiol, diger stroidler ve kalcitonin

reseptrleri igerdigi bulunmustur. Hiicreler WNT7B onkogenini eksprese ederler

(ATCC).
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Biiylime Ortami

MCF-7 ve T47-D hiicreleri; DMEM* (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
F12(1:1), 1X NaHCO;’, %10’luk FBS [Fetal Bovine (s1g1r) Serum] ve 100
tinite/m1’lik Pen/Strep soliisyonundan 5 ml igeren besiyerinde' 37°C’de, %5’lik CO,
ortamuinda biiylittilmiigtiir.
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MCF-7 ve TA7-D hiicreleri, 25 cm’ ve 75 em®lik flasklarda bityitild.
Biiyiiyen hiicreler (flask zemininin %90-95’ini kaplamis), 3-4 giinlik peﬁ)\'bgtq, yem
flasklara aktarild: (pasaj). Hiicrelerin pasajlanma agamasinda, 1X Tripsin-EDTA? ﬂe
flask zemininde kaldirilarak, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Daha sonra yeni ‘t;esi
yeri ile toplam hiicre miktarinin 1/3’u oraminda yeni flaska aktanld.

Kullanilmayacak olan hiicreler, sonra kullaniimak tizere sakland:.

3.1.2. Hiicre Saklama

Santrifiij edilen hiicreler, MCF-7 (1-2x10°), T47-D (2- 2.5x10° hiicre) fazla
medium (besi yeri) uzaklastirildiktan sonra; 37°C’deki 1 ml stok serum® ile yavas bir
sekilde karngtinldi. Kriyo tiip hemen buz igerisine alinarak, -80°C’de 24 saat

saklandiktan sonra sivi azot tankina aktarilarak saklandi.
3.2. Hiicre Sayimi

3.2.1. Tripan Mavisi Boyama

Hiicre sayisi hesaplanirken ilk olarak hiicrelerin birbirinden tamamen
ayrilmasini saglayacak sekilde pipetlenir. Toplam hacimden 20ul alarak, tripan
mavisi boyasindan 20 pl (1:1 oraninda) {izerine eklenerek Kkaristinlir ve
hazirladigimiz thoma laminin tizerindeki lamelin kenarlarindan tagmayacak sekilde

lam ve lamel arasina birakilir.

Hiicre sayim ise thoma laminda sayilarak ortalamasi aliir. Bu sayi, toplam
hacim X diliisyon miktars X 10* ile hesaplanarak tespit edildi. Elde edilen veriler

Microsoft Excel programi kullanilarak grafige doniistiiriildii.

3.2.2. MTS

Deneylerimizde canli hiicre sayisim1 belirleyebilmek igin mitokondriyal
solunumda, NADPH’in biyokimyasal sentezi sirasinda meydana gelmekte olan
formazanin, meydana getirdigi renk olusumunu 6lgen MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yD)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-  (4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) boya-
indirgeme teknigi kullanild1 (Cory ef al., 1991). 96’lik plate’deki her kuyucuga 20ul
MTS ekleyip, 2 saat 37 °C’de inkiibasyona biraktiktan sonra Elisa (EL,800)
Reader’da (Eliza okuyucu) 490 nm dalga boyunda okundu. Elde edilen veriler

Microsoft Excel programi kullanilarak grafikleri ¢izildi.
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3.3. DNA Laddering

Bu ¢alismadaki DNA Laddering uygulamalarinda; Kersetin’ uygulamalarinin

24 saat 6ncesinden, MCF—7 ve T47-D hiicreleri ayri ayri 20 cm®lik petrilere 1x10¢
hiicre ekilerek yapildi.
Petrilerdeki hiicreler tripsin ile kaldinldiktan sonra 1000 rpm’de 5 dakika

santrifiij edilerek, ¢6kelen hiicrelerin medium’u uzaklagtirildiktan sonra 1ml soguk
PBS! (Phosphate Buffer Saline) eklenerek hiicreler ependorf tiipiine aktarildi. 1000
rpm’de +4°C’deki santrifiijde 5 dakika santrifiij edilerek, tst kismi uzaklagtiniidi.
Tekrar soguk PBS ilave edilerek santrifiij edildi, tist kisim uzaklastirilarak ependorf
icerisinde 4.4pg/ml RNAase'! ilave edili. DNA Lizis tamponundan'? 500ul
koyarak, hiicreler tamponla karistirilir ve 37°C°de 1 saat bekletildi. 37°C’de 1 saat
bekletilen ependorflarin igerisine 4.4 pl proteinaz K koyup 50°C’de 3 saat bekletildi.
DNA Lizis tamponuna 700 pl Fenol Kloroform eklenir, ependorflar1 13000 rpm’de
1 dakika santrifiij edilerek, 300 pl siipernatant pipet ile yeni bir ependorfuna alindi,
bu islemin tekran gerekirse, siipernatant iizerine 500ul Fenol Kloroform eklenerek
karigtirildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantin
lizerine toplam hacmin iki katr soguk absolute etil alkol eklenir ve toplam hacim
1/10’u kadar NaAc" (Sodyum Asetat) ilave edilir, -20°C’de bir gece bekletildi.
-20°C’den alinan ependorflar 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek, iist sivi
pellet halindeki DNA’ya zarar verilmeden uzaklagtinhp iizerine oda sicaklifindaki
etil alkol eklenerek 13000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek {iist sivi
uzaklagtinlir. Kurutma isleminden sonra DNA pellettine 50 pl 1X TE" (Tris-EDTA)
ilave edilir. 1X TE’de coziilen DNA260 nm absorbansta okundu. Elde edilen deger
X 50 [DNA sabitesi; (1Az0: 5S0pg/ml)] X 50 (diliisyon katsayisi:1/50) / 1000
formiilii kullanilarak pg/ul cinsinden hesaplandi. 5 pg DNA, 10ul DNA yiikleme
tamponu"® ile kangtinlarak ve 1X TBE' ile %1.8’lik olarak hazirlanmis, igerisine
0.005 pg/ml Et-Br ilave edilmis agar’dan'’ yapilmus jel kuyularina yiiklenerek,
7V/cm akim ile 1-2 saat DNA vyiiriitildii (Catter and Martin 1997°den modifiye

edilerek kullanilds).
3.4. Hiicrelerin Morfolojik Incelenmesi

Hiicrelerin morfolojik incelenmesinde, hiicreler 100x biiyiitmede Sony

Cybershot dijital fotograf makinesi ile gériintiilendi.



3.4.1. MCF-7 Hiicreleri

s

MCF-7 hilcreleri morfolojik gdrlimtinlerine bakildignda tutunarak (adhesive).
yasamlanin stirdiirilr. Hiicreler, birbirine sitoplazmik uzantilan ile tutunur. Bu halde
hiicrelerin sitoplazmalarmmn, hiicre zarina yakin kisimlar: daha parlak bir goriinimde
olup, hiicre zarlan da belirgindir. Nukleuslar, net olarak gézlemlenip yesil renk réfle
vermektedir. Yapigkan 8zellikte oldukiarindan dolay1 kendilerine has bir gbriintimleri
olup, yiizer durumdakine oranla daha biiyiik goriilmektedirler (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. MCF-7 Hiicrelerinin genel goriin
Yizer halde iken MCF-7 hiicreleri Sekil 3.1. ve Sekil 3.2°de goriildagn gibi
kiiresel bir hal almakta olup nukleuslan: belirgin olarak gériilememektedir fakat
hiicre zarinin goriinlim{i daha da belirginlesmigtir. Yapigik halde iken birbirlerine,
sitoplazmik uzantilarla bagh olan hiicreler, yiizer halde de genellikle ayrilmams olup
grup yapan hiicreler, kiimeler halinde yiizerler.



ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7
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Sekil 3.2. MCF-7 Hiicrelerinin ATCC’den alinan genel goriinisi.
3.4.2. T47-D Hiicreleri

MCF-7 hiicrelerine oranla daha kiigiik ve mikroskobik goriintiileri daha az
belirgin olan T47-D hiicreleri de yapigkan &zellikli olup, flask zeminine

tutunurlar (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. T47-D Hiicrelerinin genel goriinfisti.




ATCC Number: HTB-133
Designation:  T-47D

Sekil 3.4. T47-D Hiicrelerinin ATCC’den alinan genel griinitigti.

Yiizer halde T47-D hijcreleri Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’te goriildigi gibi hiicre
zar daha da belirginlegip, nukleus zor segilebilmektedir. Bu hilcreler ise, yiizer
durumda 3-5 hiicreden olusan, MCF-7 gbre daha kiiglik gruplar halinde yiizerler.

3.5. Hazirlanan Soliisyonlar

3.5.1. Hiicre Kiiltiiri i¢cin Hazarlanan Soliisyonlar
1]
BESIVERI (500ml)

500 ml besi yeri [DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) F12(1:1)]
hazirlamrken; 50 ml stok 10X DMEM F12(1:1), 50 ml stok 10X NaHCO3, 50 ml
%10’luk FBS (Fetal Bovine (sigir) serum) ve 100 inite/ml’lik Pen/Strep
soliisyonundan 5 ml alinarak 345 ml steril dH,O’da iyice kangstinlarak, +4°C’de
saklandi.

12}
DMEM (10X)

12 gr DMEM toz, steril dH,O ile 100 ml tamamlandi. Hazirlanan DMEM
0.22pum’lik filtre kullamlarak steril edildi ve +4°C’de saklandu.



3]
NaHCO; (10X)
265mM NaHCOs, steril dH,0 ile hazirlandi. Hazirlanan NaHCO; 0.22pm’lik -+~
filtre kullanlarak steril edildi ve +4°C’de saklandi.

[4]
STOK SERUM (1X)
FBS igerisinde, 1:10 oraninda steril 10M DMSO ¢6ziildii ve +4°C’de saklandi.

(3]

TRIiPSIN-EDTA (1X)

10X Tripsin-EDTA, 1:10 oraninda steril 1X Puck’s Saline A® ile sulandinlarak,
0.1M NaHCO; ile pH=7.4’e ayarlanarak, kiigiik hacimlerde -20°C’de sakland.

6]
PUCK’S SALINE A (1X)

137mM sodyum kloriir, 5.36mM potasyum kloriir, 5.55mM D-glikoz ve
%0.5’lik fenol kirmuzi steril dH,O hazirlandi. 0.1M NaHCO; ile pH=7.2’ye
ayarlanip, 0.22um’lik filtre kullanilarak steril edildi ve +4°C’de saklandi.

3.5.2. Kersetin ve Arimideks’in hazirlanmasi

[7]

KERSETIN (100mM)

100mM’lik stok Kersetin DMSO iginde ¢ozillerek hazirlandi. Deneylerde
kullanilan stoklarda DMSO konsantrasyonu SFM (Serum Free Medium)9 1/100°e
disiiriilerek kullanldi.

(8]

ARIMIDEKS (1mg/ml)

1 mg’lik Arimideks tableti steril Iml 1X PBS igerisinde ¢6ziilerek hazirlandi.
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SERUM FREE MEDIUM (500 ml)

50 ml stok 10X DMEM F12(1:1), 50 ml stok 10X NaHCOs, ve 5 ml 100
tinite/ml Pen/Strep 395 ml steril dH,0’da iyice karistirilarak, +4°C’de saklandi.

3.5.3. DNA Laddering I¢in Hazirlanan Soliisyonlar
[10}
PBS (1X)

137mM NaCl, 1.47mM KH,PO4 ve 8.26mM NaH,PO4 steril dHO ile
hazirland1. 0.1M NaHCOj ile pH=7.3¢ ayarlanip, 0.22um’lik filtre kullanilarak steril
edildi. Kii¢iik hacimlerde -20°C’de saklandi.

[11]
RNAase SULANDIRMA COZELTISI (1X)

10 mM Tris-HCl pH=7.5" ve 15mM NaCl steril dH,O ile hazirlands.
Hazirlanan soliisyon ile RNAase’1 1 ml’de 540 iinite olacak gekilde sulandirildi. Isik

almayan ortamda -20°C’de saklandi.
[12]
DNA LiSiZ TAMPONU (1X)

10 mM Tris-HC! pH=8, 0.ImM EDTA pH=8 ve 173,38mM SDS" steril dH,0
ile hazirlandi. Oda sicakliginda sakland.

[13]

SODYUM ASETAT (1X)

3M NaAc steril dH,0 ile hailrlandx. QOda sicakliginda saklandi.

[14]

TE (1X)

10mM Tris-HCl pH=8% ve 1mM EDTA pH=8*' steril dH,0 ile hazirlandi.
Oda sicakhiginda saklandi.



[15]

DNA YUKLEME TAMPONU (6X)

1:1 oraminda, 1X TBE ile 1M Gliserol karstirilarak, hazirlanan karlslmé ;653‘

mM Brom fenol mavisi eklendi. Isik almayan ortamda, oda sicaklifinda saklandi.
[16]
TBE (5X)

445mM Tris-Borate, 445mM Borik asit ve 0.5M EDTA pH=822 steril dH,O
ile hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

[17]
AGAR (%1.8)

1X TBE’de %1.8’lik Agar hazirlanarak, mikrodalga firin kullanilarak eritildi.
Agar’a dokiilmeden 6nce 12.7uM Et-Br eklendi.

(18]
IMTRIS (pH=7.5)
1M Tris-HCI steril dH0 ile hazirlandi. 0.1M NaHCO; ile pH=7.5"e ayarlanip,

oda sicakhginda saklandi.
{191
SDS (%10)
346.7mM SDS steril dH,0 ile hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.
(20]
IM TRIS (pH=8)

1 M Tris-HCI steril dH,O ile hazirlandi. 0.1M NaHCO; ile pH=8’e ayarlanip,
oda sicakliginda saklandi.

[21]
IM EDTA (pH=8)

1M EDTA steril dH,O ile hazirlandi. 0.1M NaHCO; ile pH=8’e ayarlanip, oda
sicakliginda saklandi.



[22)

0.5M EDTA (pH=8)

0.5M EDTA steril dH;O ile hazirlandi. 0.1M NaHCO; ile pH=8¢ ayarlafip, .. -~

oda sicakliginda saklandi.

3.6. Kullanilan Kimyasallar

Agarose (Sigma), Arimidex (Astra Zeneca), Bromophenol blue (Sigma), Cell
titer 96 A Queous One Solution Assay (MTS Kit) (Promega), D-glikoz (Sigma),
Dimethyl sulphox,ide (Sigma), Dulbecco’s MEM/Nutrient mix (Gibco), Et-Br
(Sigma), Foetal Bovine Serum (Gibco), Gliserol (Sigma), HCl (Merck), PBS
Dulbecco’s (Gibco), Penisilin/Streptomisin (Sigma), Phenol red (Merck), Potasyum
kloriir (Sigma), Proteinase K (Sigma), Ribonuclease A (Sigma), SDS (Sigma),
Sodyom bikarbonat (Gibco), Sodyum kloriir (Sigma), Trizma base (Sigma), Trizma
hydrochloride (Sigma), Sodyum asetat (Sigma), Trypan blue solution (% 0.4)
(Sigma), ve Trypsin-EDTA (10x) (Sigma) kullaniidi.

3.7. Kullanilan Cihazlar

Agaroz jel yiiriitme unitesi, +4°C santrifiij (Biofuge 15 R Heraey), CO,
inkiibatorii (Thetmo Forma), Elisa Reader (EL,800, Universal Microplata Reader,
BIO-TEK INS.), Isik mikroskobu (Nicon Inverted Microscope), Otoklav, Santrifiij
(Beckmen coulter microfuge 18), Sicak su banyosu, Sony Cybershot dijital fotograf
makinesi, Spektrometre (Bio-Rad Smart Spec 3000), Steril kabin ve Thoma lami
kullanldt.



4. BULGULAR

belirlendi. Kersetin ve bir Aromataz inhibitorii olan Arimideks’in doza ve zgémaﬁa .
bagli etkilerinin, hiicre proliferasyonu ve apoptosis iizerine etkileri belirlendi.
Yaptigimiz ¢aligmadaki deneylerde, 96’ ik hiicre kiiltlirii plate ve 5.5 cm ¢apinda
petri kullamldi. Plate kuyularina; 2,5x10* hiicre/ml olacak sekilde 100ul hiicre
solisyonu ve petri kaplarna ise 1x10° hiicre/petri olacak sekilde hiicre

soliisyonundan ekildi.

4.1. Hiicre Biiyiime Egrisi’nin Belirlenmesi

4.1.1. Tripan Mavisi Boyama ile Biiyiime Egrisi

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinin biiyiime egrileri, Tripan mavisi boyama yontemi
kullanilarak degerlendirildi. Biiyiime grafikleri, 8 giin boyunca, 24 saatlik
periyotlarda, 3.2.1.’de Tripan Mavisi Boyama adli kisimda belirtildigi sekilde hiicre

sayimlar1 yapildi.

MCF-7 ve T47-D hiicreleri, 8 giin boyunca 24 saatlik peryodlarda sayim
yapilarak biiylime egrisi grafigi ¢izildi (Sekil 4.1.). Deneyin 4. giinii sonunda
 hiicrelerin besiyeri yenilendi. Sayim iglemine, hiicrelerin kuyu ylizeyine
yapisabilmeleri igin 24 saatlik bekleme siirecinden sonra baslanmas: nedeniyle, Sekil
4.1. (A ve B)’de goriildiigii gibi her iki hiicrede de Lag (duragan) fazi goriilemedi.
Log (logaritmik) faza gegmislerdir. 4-5 giinler arasinda Lag faza giren hiicreler, yeni

besiyeri ilavesi ile tekrar Log faza girerek, proliferasyona devam etmiglerdir.
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Sekil 4.1. Tripan mavisi boyama ile (A) MCF-7 ve (B) T47-D hiicresi biiylime
egrileri.
4.1.2. MTS Kiti ile Biiyiime Egrisi

MCE-7 ve T47-D hiicrelerinin biiylime egrileri, MTS boya-indirgeme teknigi
kullamilarak da degerlendirildi. Biiylime grafikleri, hiicrelerin 8 giinlik biiylime
periyotlarini izlemek 2,5x10* hiicre/m! olacak sekilde her bir kuyuya eklendi.

MCEF-7 ve T47-D hiicreleri, 8 giin boyunca 24 saatlik peryodlarda MTS kiti ile
Elisa okuyucuda da olgiimleri yapilarak biiyiime egrisi grafigi ¢izildi (Sekil 4.2.).



Deneyin 4. giin sonunda hiicrelerin besiyeri yenilendi. Okuma islemine, B f
kuyu yiizeyine yapigabilmeleri i¢in 24 saatlik bekleme siirecinden sonra
nedeniyle, Sekil 4.2. (A) ve (B)’de gdriildiigi gibi her iki hiicre gesidindefg
fazi goriilemedi. 4-5. giinler arasinda Lag faza giren hiicreler, aym giin iyg.é{
degistirildigi i¢in 5. giiniin sonunda Log faza girerek, proliferasyona devam

etmislerdir.

Hiicrelerin biiyiime siireglerinin belirlenmeye ¢alisildigy, tripan mavisi boyama
ve MTS kiti yontemi ile elde edilen sonuglarda benzerlik gézlendi. Bu elde edilen
sonuglar; 24 saatlik bekleme siirecininde dikkate alinmasi dogrultusunda, hiicrelerin
iki katina ¢ikma (doubling) siireleri 48-60 saat arast oldugu ve bu siirenin MCF-7
icin 48 saate daha yakin oldugu gézlendi ($ekil 4.1. A ve Sekil 4.2. A).
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Sekil 4.2. MTS kiti ile (A) MCF-7 ve (B) T47-D hiicresi biiylime egrileri.
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4.2. Kersetin’in Etkisi’nin Belirlenmesi o

Yaptigimiz galigmalarda, MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde Kersetin’iriﬂ'.,g{l‘(ﬁié_“ijdi(};z;.

ve zamana bagli olarak izlendi.
4.2.1. MCF-7 ve T47-D Hiicrelerinde Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, Kersetin’in doz ve zamana bagh etkilerini
gézlemlemek igin 2,5x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat sonra
Kersetin’in farkli dozlan uygulanarak 4 giin siiresince hiicre proliferasyonlari izlendi.

Olgiimler MTS kiti kullanilarak elisa reader da 490 nm dalga boyunda okundu.

Kersetin’in hiicreler iizerindeki etkisinin goriildiigii Sekil 4.3. (A) ve (B)’de her
iki hiicre tipinde de, 5-50 uM konsantrasyonlarda artan doza ve zamana bagh olarak

Kersetin’in hiicre sayisinda artisa neden olarak, hiicre proliferasyonu indiikledigi

gozlendi.

R
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Sekil 4.3. (A) MCF-7 ve (B) T47-D hiicrelerinde Kersetin’in Kontrol, 5, 10 ve
50 pM’luk dozlarimin etkisi: Kersetin’in HP’nu arttiric1 etkisine MCF-7 hiicrelerinin

daha fazla duyarli oldugu gozlendi.
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Sekil 4.4. (A) MCF-7 ve (B) T47-D hiicrelerinde Kersetin’in Kontol, 50, 100,
150 ve 2000 pM’luk dozlarda uygulanmasi.

Kersetin’in hiicreler iizerindeki etkilerini belirlemek igin yaptigimiz MTS Kkiti
sonuglan ile mikroskobik fotograflama sonuglari benzerlik gostermektedir (Sekil 4.6.
ve 4.7.).

4.2.2. MCF-7 ve T47-D Hiicrelerinde Kersetin’in Apoptotik etkisi

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, Kersetin’in doz ve zamana bagh etkilerini

gozlemlemek igin 1x10° hiicre/petri olacak sekilde ekimi yapilan hiicrelere,
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Kersetin’in farkh dozlan 24 saat siiresince uygulandi. Bu siire sonunda Kersetin’in
hiicreler iizerine etkisi, DNA Laddering yontemi kullamlarak, elde edilen jel U.V.
goriintiileme cihazi (Photocap, Vilber Laurmat) ile goriintiilenerek, degerlendirildi
(Bolim 3.3.).

DNA Laddering yontemi kullanilarak apoptosisin belirteci olan fragmentasyon
gozlemlenmeye calisildi. MCF-7 hiicrelerine, Kersetin’in 50 ve 100 pM’hk
dozlarinin 24 saat uygulanmasi sonucu, Sekil 4.5. (A)’da goriildiigii gibi hiicrelerin
DNA’sinda fragmentlenme gozlendi. Paralel yapilan, (B) T47-D hiicrelerinde de
fragmentlenme gozlendi. T47-D hiicrelerinde, MCF-7"ye gore daha diisiik
konsantrasyonda (5uM), fragmentlenme gozlenmesi, T47-D hiicrelerinin Kersetin’in
24 saatlik bu etkisine MCF-7 hiicrelerine gore daha duyarl oldugu tespit edildi.
Kersetin’in bu konsantrasyonlardaki etkisinin; MTS kiti deneylerinde bu 24 saatlik
periyotta, hiicre proliferasyonun arttirict yonde oldugu gozlenmisti, DNA
Laddering’de ise fragmentlenme gozlenmesi, her iki hiicre gesidinde proliferasyonu
artmakta aynm: zamanda apoptosizin belirte¢lerinden biri olan DNA fragmentlenmesi

gozlendi.

(A)

Sekil 4.5. DNA Laddering ySntemi ile Kersetin’in 5, 50 ve uM’lik dozlarinin
hiicreler iizerine etkileri. (A) MCF-7 ve (B) T47-D Hiicrelerinde Kersetin 5, 50 ve
100 uM’lik Dozlari: 1: kontrol; 2: 5 uM; 3: 50 pM; 4: 100 pM; 5: DNA yiikleme
tamponu (negatif kontrol); her kuyuya Spug DNA yiiklenmistir.

4.2.3. Kersetin’in Etkisinin Morfolojik incelenmesi
MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, Kersetin’in doz ve zamana bagh etkilerini

gozlemlemek igin 2,5x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat sonra

Kersetin’in farkhh dozlan uygulanarak 4 giin siiresince hiicre proliferasyonlar:
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morfolojik olarak izlendi ve 151tk mikroskobu ile 100x biiyiitmede, Sony Cybershot
fotograt makinesi ile goriintiilendi. Degerlendirme, goriintiilenen alandaki hiicre

yogunlugu, kontrol ile karsilagtirdarak yaptldi.

Proliferasyon deneylerine benzer sonuglar aldigimiz morfolojik bulgularda da
100-200 uM’hk konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinde 72-96. saatler arasinda
duraklama ve azalmanmin oldugunu (Sekil 4.9-10.) fakat 24-48. saatlerde Kersetin’in
proliferasyonu arturdigini gozlemledik (Sckil 4.7-8.). T47-D hiicrelerinde ise 100-
200 uM arasinda 48. saatten sonra duraklama (Sekil 4.13-14-15.) ve daha onceki
zamanlarda bu ve alt Kersetin konsantrasyonlariin proliferasyonu indiikledigini

gozlemledik (Sckil 4.11-12.).
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4.2.3.1. MCF-7 Hiicrelerinde Kersetin’in Etkilerinin Goriintiilenmesi

MCF-7 KERSETIN UYGULAMASI 0.SAAT

Sekil 4.6. MCF-7 hiicrelerinde Kersetin’in 0. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.
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MCF-7 KERSETIN UYGULAMASI 24.SAAT

Sekil 4.7. MCF-7 hiicrelerinde Kersetin’in 24. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



MCF-7 KERSETIN UYGULAMASI 48.SAAT

Sekil 4.8. MCF-7 hiicrelerinde Kersetin’in 48. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.
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MCF-7 KERSETIN UYGULAMASI 72.SAAT

Sekil 4.9. MCF-7 hiicrelerinde Kersetin’in 72. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



MCF-7 KERSETIN UYGULAMASI 96.SAAT

Sekil 4.10. MCF-7 hiicrelerinde Kersetin’in 96. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



4.2.3.2. T47-D Hiicrelerinde Kersetin’in Etkilerinin Goriintillenmesi '

T47-D KERSETIN UYGULAMASI  0.SAAT

Sekil 4.11. T47-D hiicrelerinde Kersetin’in 0. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



Sekil 4.12. T47-D hiicrelerinde Kersetin’in 24. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



Sekil 4.13. T47-D hiicrelerinde Kersetin’in 48. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



T47-D KERSETIN UYGULAMASI 72.SAAT

Sekil 4.14. T47-D hiicrelerinde Kersetin’in 72. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



T47-D KERSETIN UYGULAMASI 96.SAAT

Sekil 4.15. T47-D hiicrelerinde Kersetin’in 96. saatteki etkisinin morfolojik
olarak goriintiilenmesi.



4.3. Arimideks’in Etkisi’nin Belirlenmesi ¥ ‘

Yapugimiz ¢aligmalarda, MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde Arimideks’inge:

dozda konsantrasyonlari, zamana bagh olarak izlendi.
4.3.1. MCF-7 ve T47-D Hiicrelerinde Arimideks’in Hiicre
proliferasyonuna Etkileri

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, Arimideks’in doz ve zamana bagh ctkilerini
gozlemlemek igin 2,5x10" hiicre/ml olacak sekilde ckim yapildi. 24 saat sonra
Arimideks’in farkli dozlari uygulanarak 4 giin siiresince hiicre proliferasyonlari
izlendi. Olgiimler MTS kiti kullanilarak elisa reader da 490 nm dalga boyunda

okundu.

MCF-7 hiicrelerine, Arimideks (5-50 pg/ml) uygulamasinin 0-96 saat arasinda
proliferasyonu arttirdigi, 100 pg/ml uygulanan hiicrelerde ise 72-96. saatler arasinda
yavaslatici/durdurucu etki gosterdigi gozlendi [Sckil 4.16. (A)]. T47-D hiicrelerinin
ise Arimideks’e daha duyarh oldugunu, 10, 50 ve 100 pg/ml uygulamalarinin 48.
saatten sonra hiicre proliferasyonunu yavaslatici/durdurucu etki gosterdigi gozlendi
[Sekil 4.16. (B)]. Bu sonuglar dogrultusunda 50 pg/ml Arimideks’i, 5-50 uM
Kersetin konsantrasyonlarini kombine ederek iki hiicre tipinde olugacak proliferatif

degisiklikleri zamana bagimli olarak izledik (Béliim 4.4.1.).
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Sekil 4.16. (A) MCF-7 ve (B) T47-D hiicrelerinde Arimideks’in Kontrol, 5, 10,
50 ve 100pg/ml’lik dozlarda uygulanmasi.
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4.4. Kersetin ve Arimideks Kombinasyonunun Etkisi’nin
Belirlenmesi ‘

Yaptigimiz. kombinasyon ¢ahgmalarda, MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde
Kersetin’in gesitli dozdaki konsantrasyonlarma, Arimideks’in 50 pg/ml’lik dozu
uygulanarak, zamana bagli olarak izlendi.

4.4.1. MCF-7 ve T47-D Hiicrelerinde Kombinasyonunun Proliferatif
Etkisi

MCE-7 ve T47-D hiicrelerinde, Kersetin’in gesitli dozlarina, Arimideks 50 ve
100 pg/ml’lik dozlari eklenerek yapilan kombinasyonlarin doza ve zamana bagh
etkilerini gozlemlemek igin 2,5x10" hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. Olgiimler
MTS kiti kullanilarak, elisa reader da 490 nm dalga boyunda okundu.

Sckil 4.17.de goriildiigii gibi 50 pg/ml Arimideks, 5-50 pM  Kersetin
konsantrasyonlartyla kombine edilereck MCF-7 (A) ve T47-D (B) hiicrelerinde
uygulanmustr.  Deneylerimiz  sonucu  MCF-7  hiicreleri  {izerine iki ilag
kombinasyonun proliferasyonu arttirict etkisi oldugunu gézlemledik. Bununla
beraber (1B) T47-D hiicrelerinde 72-96 saatler arasi yavaglatici/durdurucu etkisinin
oldugunu tespit ettik. 147-D hiicrelerinin kombinasyon uygulamasina daha duyarh
oldugu gozlendi.

Sekil  4.18.de Kersetin’in = 5-50 pM’lik ile  Arimideks 100 pg/ml
konsantrasyonlari ile kombine edilereck MCF-7 (A) ve T47-D (B) hiicrelerinde
uygulanmistir.  (A)’da  goriildiigii  gibi  MCF-7 hiicrelerinde, kombinasyonun
proliferasyonu arttiricr oldugu gozlendi. T47-D (B) hiicrelerinde ise, 72-96. saatler
arasinda da, Arimideks’in 50 pg/ml konsantrasyonu kombine edilerek yapilan

uygulama ile benzer etki gosterdigi gozlendi.
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Sekil 4.17. (A) MCF-7 ve (B) T47-D Kersetin Kontrol, 5, 10 ve 50 uM’lik
dozlarina Arimideks’in 50pg/ml dozunun eklenmesi ile olugturulan kombinasyonun
uygulanmasi.
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Sekil 4.18. (A) MCF-7 ve (B) T47-D Kersetin Kontrol, 5, 10 ve 50 pM’lik
dozlarina Arimideks’in 100 pg/ml dozunun eklenmesi ile olusturulan
kombinasyonun uygulanmasi.
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4.4.2. MCF-7 ve T47-D Hiicrelerinde Kombinasyonunun Apeptosise
Etkisi ‘

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, Kersetin ve Arimideks kombinasyonunun doz
ve zamana bagl etkilerini gozlemlemek igin 1x10° hiicre/petri olacak sekilde ekim
yapildi. 24 saat sonra Kersetin’in farkli dozlarina, Arimideks’in 50 pg/ml’lik dozu
uygulanarak 24 saat siiresince beklendi. Bu siire sonunda Kersetin ve Arimideks
kombinasyonunun hiicreler iizerine etkisi, DNA Laddering yontemi ile elde edilen
jelin (Bolim 3.3.) U.V. goriintileme cihazi (Photocap, Vilber Laurmat) ile
goriintiilenmesi ile degerlendirildi.

Sekil 4.19.da MCF-7 hiicrelerine Kersetin 50 pM dozuna, Arimideks’in 50
pg/ml dozunun ilavesi ile olusan kombinasyon dozunun 3. kuyuda goriildiigii gibi
DNA fragmentlenmesine neden oldugu gézlenmis fakat tek bagina Arimideks’in bu
dozunun uygulamasim yapmadigimizdan; kombinasyon uygulamas ile gézlenen bu
DNA fragmentlenmesine, Arimideks’inde etkisi oldugunu, bu dozda Kersetin’in tek
bagina fragmentasyona neden olmasindan dolay: belirlenemedi [Sekil 4.5. (A).].

Sekil 4.19. DNA Laddering yontemi ile Kersetin/Arimideks kombinasyonun
hiicreler tizerine etkileri. MCF-7 Hiicrelerinde Kersetin 5 ve 50 puM’lik dozlarina,
Arimideks’in 50 pg/ml’lik dozu eklenmistir.1: Kontrol (madde yok); 2: 5 pM+50
pg/ml; 3: 50 pM+50 pg/ml; 4: DNA yiitkleme tamponu (negatif kontrol). Her kuyuya
5pg DNA yiiklenmistir.
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4.4.3. MCF-7 ve T47-D Hiicrelerinde Kombinasyonunun Etkisinin

‘

Morfolojik incelenmesi

MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, Kersetin ve Arimideks kombinasyonunun doz
ve zamana bagli etkilerini gozlemlemek igin 2,5x10" hiicre/ml olacak sekilde ckim
yapildi. 24 saat sonra Kersetin’in 50 pM ve 100 pM’lik dozlarina, Arimideks’in 50
pug/ml’lik dozu uygulanarak 4 giin siiresince hiicre proliferasyonlari izlendi.
Hiicreler, 151k mikroskobu kullanilarak Sony Cybershot fotograf makinesi ile
goriintiilendi. Degerlendirme, goriintiilenen alandaki hiicre yogunlugu, kontrol ile
karsilagtirilarak yapildi.

Arimideks’in fotograf netligini bozmasindan dolayi, baslanilan bu ¢aligma

sadece 24 saat olarak goriintiilenebildi.

Sekil 4.20. ve 4.21.°de goriildiigii gibi 24 saatte kombinasyonlarin, hem MCF-7

hem de T47-D hiicrelerinde proliferatif etkisi goriildii.



4.4.3.1. MCF-7 Hiicrelerinde Kombinasyonun Etkilerinin Gﬁrﬂntﬂlenmieai :

MCF-7 KERSETIN VE ARIMIDEKS KOMBINASYONU
0. SAAT 24. SAAT i

@ &

Sekil 4.20. MCF-7 hiicrelerinde Kersetin ve Arimideks kombinasyonu’nun
0 ve 24. saatteki etkisinin morfolojik olarak goriintiilenmesi (K:Kersetin;
A:Arimideks).



4.4.3.2. T47-D Hiicrelerinde Kombinasyonun Etkilerinin Goriintiilenm¢ ;

o

T-47 KERSETIN VE ARIMIDEKS KOMBINASYONU
0. SAAT

e

24. SAAT

K:50 pM+A:50pg

0 ve 24. saatteki etkisinin morfolojik olarak goriintillenmesi (K:Kersetin;
A:Arimideks).

Sekil 4.21. T47-D hiicrelerinde Kersetin ve Arimideks kombinasyonu’nun



5. TARTISMA VE SONUC

MCF-7 ve T47-D hiicreleri insanlardan izole edilmis meme kanseri hucrélerl e

olup, bu hiicreler Gstrojen reseptdrii pozitiftir. T47-D hiicrelerinden farkli olarak;:";“
MCF-7 farhlasmig memeli epitelyumun bazi 6zelliklerine sahiptir. Mesela 6strojen
reseptorii lizerinden Ostradiol isleme ozelligine sahiptir (ATCC). Bu ¢alismada
MCF-7 ve T47-D hiicreleri arasindaki bu farkliliktan yararlanilarak, Kersetin ve
Arimideks’in hiicre proliferasyonu ve apoptosise olasi etkilerinin aragtirilmasi

amagclanmigtir.

Kersetin’in, H,O, ile oksidatif baskiya maruz birakilan hiicreler {izerinde
koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Nakayama ef al, 1993; Yakoo and
Kitamura, 1997). Ayrica bagirsak kanseri (Hosokawa et al., 1990; Lee ef al., 1992),
HelLa (Hosokawa et al, 1990), kan kanseri ( Elia and Santoro, 1994) ve deri
kanserinde (Sliutz et al., 1996) hsp’lerin ekspresyonunu Onledigi gosterilmigtir
(Hansen ef al., 1997). ER+ MCF-7 insan meme kanseri {izerinde ¢ogalmay1 6nleyici
bir etki gosterdigi belirtilmigtir (Hofmann er al, 1988; Ferriola et al, 1989,
Kantengwa and Polla, 1991; Cunningham et al., 1992; Barret et al., 1993; Avila et
al., 1994; So et al., 1997; Ferrandina et al., 1998). Sonug olarak, Kersetin’in hiicreye

0zgii davranig bigimleri sergileyebilecegi dnerilmistir (Hansen ef al., 1997).

Meme kanserlerinde bes yil ya da daha uzun siireler sonunda kadinlarda
Ostradioliin plazmadaki seviyesinde %20’lik bir artis oldugu gosterilmistir
(Wysowski et al., 1987; Toniolo et al., 1995; Berrino et al, 1996; Dorgan ef al,
1997). Aromataz, Ostrojen biyosentezinde androjenlerin Ostrojenlere g¢eviriminde
kontrol basamagini katalizleyen bir enzimdir. Kadinlarda menopoz Oncesinde
Ostrojen sentezi yumurtaliklarda gergeklesir ve menopoz sonrasinda ise Ostrojenler,
deri, yag ve kas dokularinda bulunan Aromataz enziminin etkilestigi androjenik
substratlardan sentezlenmektedir. Aromataz enzimi periferal dokularda, ayrica meme
dokusunda ve meme tiimdr dokusunda bulunmaktadir (Santen et al, 1999).
Kemirgen hayvanlarda digaridan verilen 6strojen hormonunun meme kanserine sebep
oldugu gdsterilmistir (Furth, 1982). Bir Aromataz inhibitdrii olan Arimideks,
Aromataz enziminin aktif bolgesindeki bir hem grubuna geri doniistimlii baglanarak
(Freedman et al, 2005) ve onu inaktive etmek suretiyle, Aromataz enziminin

konsantrasyonunu diigiirmekte ve Ostradioliin etkilerini azaltabilmektedir (Santen ef



@5’ ;
al., 1999; Nicholls, 2002; Freedman et al, 2005). Aromataz 1nh1b1torler1n1f g lﬁ 2
siganlarda iyi veya kotli huylu meme yaralarinin kendiliginden gelisimini 6 lq’d
belirlenmigtir (Gunson ef al, 1995). Bu nedenlerle, bu g¢alismada Kersetil
Arimideks’in, MCF-7 ve T47-D hiicrelerinin hiicre proliferasyonuna ve apoptosisé:""

etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Bu caligmada; MCF-7 ve T47-D hiicreleri iizerine Kersetin, Arimideks ve
Kersetin/Arimideks kombinasyon konsantrasyonlarinin, doza ve zamana bagh olarak

hiicre proliferasyonu ve apoptosise etkileri degerlendirilmistir.

MTS hiicre canhiligv/hiicre proliferasyon sonuglarina bakildiginda, MCF-7 ve
T47-D hiicrelerinde Kersetin’in HP'nu doza ve zamana bagl olarak arttirdig:
gozlenmistir. Bununla birlikte 100-200 pM Kersetin konsantrasyonunda MCF-7
hiicrelerinde 72 saatten, T47-D hiicrelerinde ise 48 saatten sonra HP’da duraklama
oldugu gézlenmistir. Bu durum T47-D hiicrelerinin Kersetin’e daha duyarh oldugunu

isaret etmektedir.

1994 yilinda Hanasaki ef al.,, ve 1999 yilinda da Oyama et al., tarafindan, bir
antioksidan ajan olan Kersetin’in etkilerini arastirmiglar. Kersetin’in antioksidan
ozelligini belirliyebilmek igin, 300 pM H,0, ile oksidatif strese maruz kalmis sican
timosit hiicre poplilasyonu {izerinde, 10 pM Kersetin konsantrasyonunu
uygulamiglardir. Caligmalarinda, Kersetin oksidatif stresin meydana getirdigi
degisiklikleri, biiylik oranda ortadan kaldirabildigini gozlemlemisler. Kersetin’in
MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde gosterdigi, hiicre proliferasyonu arttirici etkisi,
antioksidan bir ajan (Hanasaki er al, 1994; Oyama ef al, 1999) olmasindan
kajmaklamyor olabilir.

1997 Kang ve Liang tarafindan, HL-60 hiicreleri {izerine yaptiklan
¢aligmalannda, Kersetin’in 80 uM konsantrasyonunu 96 saat uygulamiglar ve hiicre
biiylimesini giiclii bir sekilde inhibe ettigi gozlemislerdir. Kersetin’in gozlemledikleri
bu etkiyi, TPK ve PKC aktivitelerini inhibe ederek gerceklestiriyor olabilecegi
sonucuna varmiglardir (Kang and Liang, 1997). Kersetin’in MCF-7 ve T47-D
hiicrelerinde gozlemledigimiz, hiicre proliferasyonunu yavaglatici/durdurucu etkisini,
TPK ve PKC aktivitelerini inhibe ederek (Hofmann et al., 1988; Ferriola et al., 1989;
Kantengwa and Polla, 1991; Cunningham et al., 1992; Barret ef al., 1993; So et al.,
1997; Kang and Liang, 1997; Russo et al., 1999) veya hiicre dongiisiinii, G1/S gegis

b e':f,.



agamasinda (Parki e al., 1988; Boring ef al., 1993) veya G2/M gegis no

bloke ederek (Avila et al, 1994; Ferrandina et al, 1998; Plaumann et al,J926) T

gergeklestiriyor olabilir.

MCF-7 hiicrelerinde  Arimideks’in  5-50 pg/ml konsantrasyonlarinin
0-96 saatleri arasinda HP'nu arttirdigy gézlemlenmistir. Bununla birlikte 100 pg/ml
konsantrasyonun 72. saatte HP'nu yavaglatici, 96. saatte durdurucu etkisi
gozlemlenmistir. T47-D hiicrelerinin  Arimideks’in 10, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarina daha duyarli oldugu ve 48. saatten sonra HP'nu
yavaslatict/durdurucu etki gosterdigi gbzlemlenmistir. Bu farklilik, Arimideks’in
ortamdaki Ostradiol (Ostrojenin bir formu) seviyesini, zamana bagli olarak
azaltmasinda kaynaklamyor olabilir (Santen ef al., 1999; Nicholls, 2002; Freedman
et al, 2005) ve MCF-7 hiicresinde goriillen Ostradiol’ii kullanabilme (ATCC)

kabiliyetinin bulunmasindan dolayr Arimideks’in etkilerinden daha az etkileniyor

olabilir.

Kersetin 5 ve 50 puM-Arimideks 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin
kombine edilmis dozlarinin MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde, HP'nu arttirict oldugu
fakat T47-D hiicrelerinde 72 ve 96 saatte yavaslatici/durdurucu etkisi oldugunu
- gbzlemledik. Bu sonuglar diger deney sonuglari ile benzerlik gdstermekte olup

Arimideks Kersetin’in HP'nu lizerine etkisini arttirmis oldugu gézlemlenmistir.

Morfolojik incelemelerde, proliferasyon deneylerinde oldugu gibi benzer
sonuglar goriilmils olup MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde genel olarak Kersetin’in
HP'nu arttirici oldugu bununla beraber MCF-7 hiicrelerinde 72-96 saatten sonra,
T47-D hiicrelerinde ise 48. saatten sonra HP'nu yavaslatici/durdurucu etki gdsterdigi

gozlendi.

DNA Laddering, DNA fragmentasyonu/Apoptosis sonuglarina bakildiginda
MCF-T7 hiicrelerinde Kersetin’in 50 ve 100 pM konsantrasyonlarimin fragmentasyona
neden oldugu gozlendi. T47-D hiicrelerinin ise 5, 50 ve 100 uM Kersetin dozlarina
24 saatlik zaman diliminde daha duyarli oldugu gézlendi. MTS kiti deneylerinde
0-24 saatleri arasinda HP'nu arttirict etki gozlenirken bu sonuglara gore aym
zamanda apoptosise neden oldugu da gozlendi. Bu sonuglar MTS ve morfolojik
inceleme sonuglari ile benzer olup T47-D hiicrelerinin Kersetin’e daha duyarli

oldugunu bir kez daha g6zlendi.
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1997 yilinda Csokay et al, tarafindan Kersetin’in, apoptotlk etklsmlgﬂ‘-(

aragtirdiklan ¢alismalarinda, apoptotik etkinin belirteci olan DNA fragmentl‘enmesuu:':; e

godzlemleyebilmek igin, Kersetin’in 550 uM konsantrasyona kadar olan dozlanm, 1-
24 saatler arasinda, K562 15kemiya hiicre hatlarinda uygulamislardir. Kersetin’inin
5.5 uM seviyesinde i kromozomal DNA ladder formasyonu olmadigini, doza
bagimsiz fakat proliferasyon siiresine bagli olarak DNA fragmentasyonunu %45
seviyesine getirdigini gozlemislerdir. DNA’nin yaklagik 180 baz ¢iftinden olugsan
fragmentler gosterdigi gozlemleyerek, hiicrelerin apoptosise meyilli olduklarimi
ortaya koymuslar ve hiicrelerin apoptosise gidisine, Kersetin’in hiicresel degisimleri
indiiklemesinin sebep oldugu sonucuna varmuglardir. 2005 yilinda Kim et al,
tarafindan  Kersetin’in biiylimeyi Onleyici ve apoptosis mekanizmalar1 hakkinda
aragtirmalarinda apoptotik etkinin belirteci olan DNA fragmentlenmesini
gbzlemleyebilmek igcin kolon kanser hiicrelerine Kersetin’in 25-100 pM
konsantrasyonlarimi uygulamiglardir. Kersetin’in 72. saatte DNA’da fragmentasyona
neden oldugunu belirtmisler ve Kersetin, Akt patikasinin inhibe edilmesi yoluyla
kolon kanseri hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ediyor olabilecegi sonucuna varmisglar.
Kersetin’in 5 ve 50 uM’lik konsantrasyonlarint 24 saat uyguladigumz, MCF-7 ve
T47-D  hiicrelerinde  gozlemledigimiz, DNA fragmentlenmesine, Akt’in
fosforilasyonuna etki ederek onun aktivasyonunu engellemis (Kim et al, 2005)

olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

DNA Laddering DNA fragmentasyonu/Apoptosis sonuglarina bakildiginda
Kersetin 5 ve 50 uM-Arimideks 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin kombine
edilmis dozlarimin 24 saat uygulamasi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde, Kersetin
50 pM + Arimideks 50 pg/ml uygulamasinda DNA fragmentasyonu gozlemlenmis
olup Arimideks’in, Kersetin’in apoptotik etkisini arttirdign gézlemlenmis fakat
Arimideks’in tek bagina MCF-7 ve T47-D hiicreleri  {izerindeki etkilerini
aragtirilmamis olmamizdan ve deneylerin tekrarlarinin da yapilmas: gerektiginden
dolay: kesin olarak gozlenen bu fragmentlenme artiginda Arimideks’in de katkisi

olup olamadig: belirlenemedi.

1999 yilinda Russo et al., tarafindan, Kersetin konsantrasyonlari, anti-CD95 i
dozlarini kombine ederek CD9S yollu apoptosise direng gésteren malignant hiicrelere
uyguladiklar1 ¢aligmalarinda, bu kombinasyonun apoptosisi giiglii bir sekilde

artirdigint  gostermislerdir. Buna gére malignant hiicrelerin etkili olamamasinin
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nedeni hiicre déngiisiinde Kersetin’e bagimli duraklamanin apoptosisi tetikliyor

olmasidir (Russo ef al., 1999). Bununla beraber Kersetin’in gogalmay: onleyici ve

pro-apoptotik etkileri Uizerine ¢ok sayida veri olmasina ragmen aks‘iyonun

mekanizmasi hala bilinmemektedir. Ayrica Kersetin genellikle hiicre déngiisiiniin
bloke edilmesini takiben pro-apoptotik aktiviteyi baglattigs da belgelenmigtir
(Ferrandina et al., 1998; Wei et al., 1994; Iwao and Tsukamoto, 1999; Larocca et al.,
1997). DNA Ladderring yontemi ile elde ettigimiz sonuglar bu galigmalar ile
benzerlik gbstermekte olup Arimideks, Kersetin’in gézlenmis olan bu &zelliginde

dolay1 apoptotik etkisini arttirmis olabilir.

Elde ettigimiz bu sonuglar dogrultusunda; ileriki galigmalarda, Kersetin’in ve
Arimideks’in MCF-7 ve T47-D hiicrelerinde HP'nu yavaglatici/durdurucu etkisini ve
apoptosise sebep olan en diigiik konsantrasyonlar1 belirlenebilir. Paralel olarak
yapilabilecek; diger meme kanseri hiicre hatlar tizerinde de etkilerinin de Kersetin’in
ve Arimideks’in etkileri ve etkin olabilecek en diisiik dozlar belirlenebilir. Ayrica bu
dozlarin belirlenmesi dogruitusunda olusturulacak kombinasyon konsantrasyonlari;
24, 48, 72 ve 96 saatlik uygulanarak, MTS kiti v¢ DNA Laddering yontemleri
etkilerine bakilabilir. Kersetin’in apoptotik etki mekanizmasi belirlemeye yonelik;
apoptosis sirasinda ekspresyonlarinda artis gozlendigi bilinen, antibadiler (anti- Akt,
anti-Bcl 2, anti-bax v.b.) immunoblotting analiz yénteminde kullanarak, bu etkisinin
protein ekspresyonlar ile iligkili olup olmadig1 ve/veya Kersetin ve Arimideks’in bu

hiicreler tizerindeki etki mekanizmalarini aydinlatilabilir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar ve sonrasinda yapilmas: planlanan
¢aligmalarin tamamlanarak, edebilecek sonuglarin tibbi alana uygulanabilir olmast;
olas1 Kersetin/Arimideks’in kombinasyonlariun, Oniimiizdeki yillarda, su an
glinimiizde meme kanserinin tedavisinde kullanilmakta olan adjuvant tedavilere
dahil olabilecek, alternatif bir segenek olmasi saglanabilir. Uygulanan tedavi
yaklagimlarinda, meme kanseri hiicrelerinin ilaglara direng gostermesi ve/veya uzun
zamanh kullammlarinda gesitli yan etkiler (Kemik metabolizmasi, Menstiirasyon
dongiisiine etkisi, v.b.) goriilmesi nedeniyle adjuvant tedavi yaklasgimlarinda
kullanilan ilaglarin, daha kisa zamanli ve kombinasyonlarindan olusan yeni
uygulamalarda siireklilikten ziyade devirli olarak kullanilmasimun hastalarda, sag

kalim stiresinin ve yagam kalitesinin arttirilmasinda daha etkin oldugu bir gergektir.

Mo
S
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