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OZET

4T1 Meme Kanseri Fare Modelinde MMH-1’in

Anti-Kanser Etkisinin Arastirilmasi

Amagc: Kanser hiicrelerinin biiyiiyiip gelismesine, hayatta kalmasina, invazyonuna
ve metastazina CA IX enziminin destekleyici rolleri bulunur. Siilfonamidlerin bu enzim
lizerine inhibitor etki gosterdigi ve kanser tedavisine katki saglayabilecegi
bildirilmektedir. Bu ¢alismada siilfonamid tiirevi olan MMH-1 maddesinin hem in vitro
hem de in vivo ortamda meme kanseri tizerine olan etkisini sitotoksik, metabolik ve
molekiiler diizeyde agiklamay1 amagladik.

Materyal ve Metot: CA IX iizerine MMH-1’in inhibitér etkisi Molekiiler
Docking yontemiyle incelendikten sonra galismanmn in vitro kismina gegildi. 4T1
hiicreleri {izerine MMH-1’in sitotoksik etkileri MTT yontemi belirlendi. Apoptotik
etkileri AO/EtBr boyama ve Annexin-V ile flow sitometrik olarak analiz edildi. in vivo
kisminda tiimoér dokularinda CA IX, Vimentin, E-Cadherin ve Kaspaz 3’{in hem protein
hem de gen ekspresyonlar1 analiz edildi ve histopatolojik inceleme yapildi. Ayrica kan
numuneleri ile de metabolomik analiz gerceklestirildi.

Bulgular: Molekiiler Docking sonuglart MMH-1’in CA IX ile baglanma afinitesi
ve modlarina sahip oldugunu gosterdi. MMH-1"in in vitro Ve in vivo sartlarda apoptozu
tetikledigi gortildii. Timor hacimlerinin azalmasinda ve Kanser hiicrelerinin 6liimiinde
MMH-1"in etkili oldugunu histopatolojik sonuglar da destekledi. Ayrica kanserin neden
oldugu metabolomik degisimlerin azalmasinda da basarili sonuglar gosterdi.

Sonug: Bu bulgular MMH-1 maddesinin CA IX iizerine inhibitor etkisi oldugunu
ve apoptozu tetikleyerek kanser hiicrelerini dldirdiigiinii gosterdi. MMH-1in farkhi
dozlar1 ve farkli kemoterapdtik ajanlarla kombine kullanimi meme kanseri tedavisinde
potansiyel bir terapodtik aday olarak kullanilabilecegini diigiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Meme Kanseri, MMH-1, Siilfonamid, Kanser
Modeli
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ABSTRACT

Investigation of the Anti-Cancer Effect of MMH-1 in the 4T1 Breast Cancer
Mouse Model

Aim: CA IX enzyme has supportive roles in the growth, development, survival,
invasion and metastasis of cancer cells. Sulfonamides have an inhibitory effect on this
enzyme and may contribute to cancer treatment. In this study, we aimed to explain the
effect of MMH-1, a sulfonamide derivative, on breast cancer both in vitro and in vivo, in
cytotoxic, metabolic and molecular levels.

Material and Method: After examining the inhibitory effect of MMH-1 on CA
IX with Molecular Docking, in vitro part of the study was started. The cytotoxic effects
of MMH-1 on 4T1 cells were determined by the MTT. Apoptotic effects were analyzed
by AO/EtBr staining and Annexin-V. In the in vivo part, both protein and gene
expressions of CA IX, Vimentin, E-Cadherin and Caspase 3 in tumor tissues were
analyzed and histopathological examination was performed. Also, metabolomic analysis
was performed with blood samples.

Results: Molecular Docking results showed that MMH-1 has binding affinity and
modes with CA IX. It was observed that MMH-1 triggered apoptosis in vitro and in vivo.
Histopathological results also supported that MMH-1 was effective in the reduction of
tumor volumes and the death of cancer cells. It also showed successful results in reducing
the metabolomic changes caused by cancer.

Conclusion: These findigs showed that MMH-1 has an inhibitory effect on CA
IX and kills cancer cells by triggering apoptosis. Different doses of MMH-1 and its
combined use with different chemotherapeutic agents can be used as potential therapeutic
candidate in the treatment of breast cancer.

Keywords: Apoptosis, Breast Cancer, Cancer Model, MMH-1, Sulfonamide
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1. GIRIS

Kanser 21.yiizyilda diinya genelinde 6liim nedenlerinin baginda gelmekte ve
yasam siiresinin artmasinin oniindeki dnemli engellerden biridir. Kanser insidansi ve
mortalitesi kiiresel olarak hizla artmakta ve sosyoekonomik gelismelerle iligkili olan risk
faktorleri prevelans ve dagilim iizerinde degisikliKler olusturmaktadir (1). Diinya
genelinde 2020 yilinda vaka sayisi olarak sirasiyla meme, akciger, kolorektum, prostat ve
mide kanserleri en ¢ok goriilen kanser tiirleridir. Meme kanseri vaka sayis1 olarak birinci,
kansere bagl 6liim de ise tiim kanser tiirleri arasinda besinci sirada yer almaktadir (2).
Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen heterojen malignitedir ve nadir olarak erkeklerde
de goriilebilmektedir. Gelisen teknoloji ve yapilan bir¢ok arastirma ile son 10-15 yilda
meme kanserinin tedavisinde basarili adimlar atildi. Ancak meme kanserinin ¢esitli alt
tiplerinin olmasi, metastazlar, saglikli dokular iizerine sitotoksisite, tedaviye kars1 gelisen
direng ve niiks gibi problemlerden dolay1 terapotik basarisizliklar devam etmektedir (3).
Bilim insanlar1 bu gibi basarisizliklardan dolay1 kanser hiicrelerine odaklanarak tlimoriin
geligsmesi ve biliylimesindeki mekanizmalar1 aydinlatip fonksiyonel tedaviler gelistirmek
i¢in ¢alismaktadir. Son aragtirmalarda tiimor mikrogevresi (TMC) potansiyel olarak yeni
tedavilerin gelistirilmesinde verimli bir zemin olduguna dair kanitlar saglamaktadir (4).

TMC kanser hiicrelerini, stromal dokuyu (fibroblastlar, miyoblastlar, bagisiklik
hiicreleri ve vaskiiler doku) ve hiicre dis1 matrisi igine alan dinamik bir agdir (5). Kanser
hiicrelerini ¢evreleyen bu ortamin diisiik pH, yetersiz besin maddeleri ve hipoksik
ozellikler gosterdigi arastirmalar tarafindan bildirilmektedir. Hizla g¢ogalan kanser
hiicrelerinin yasamla bagdagmayan bu mikrogevreye uyum saglayarak canliliklarini
siirdiirebilecek yollar gelistirmektedir. Ornek olarak hipoksik ortamda kanser hiicreleri
yasamlarin1 siirdiirebilmek igin aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya
donlisim saglamaktadir (5, 6). Hipoksi durumunda aktivitesi artan hipoksi ile
indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1) bu doniisimden sorumlu olan genlerin transkripsiyonu
desteklemektedir (7). Bu genlerin aktivasyonu hiicre proliferasyonu, ila¢ direnci,
metastaz, anjiyogenez ve pH regiilasyonu ile kanserin gelisip ilerleyebilmesini
saglanmaktadir. Asidik mikrogevrede kanser hiicreleri hayatta kalabilmek i¢in fizyolojik
seviyelere yakin hiicre i¢i pH’1 stirdiirmelidir. Bu nedenle karbonik anhidraz (CA) enzim

aktivitesi bu diizenleyici siiregte anahtar role sahiptir (8).



CA’lar karbondioksitin bikarbonat ve bir protona geri doniistimlii hidrasyonunu
katalize ederek alkali hiicre ici pH’in korunmasini saglayan cinko (Zn*?) igeren
metalloenzim ailesidir. Bu hiicre igi alkalinizasyon kanser hiicresinin biiylimesine ve
hayatta kalmasini saglar. Bu ailenin bir¢ok izoformu bulunmasina ragmen meme kanseri
dahil bir¢ok kanserde HIF-1’in aktivasyonun bir sonucu olarak bu izoformlardan
karbonik anhidraz 9’un (CA IX) yiiksek miktarlarda eksprese edildigi bilinmektedir (9,
10). CA IX’un hiicre membranin dis yiizeyinde bulundugundan kiigiik molekiil
inhibitorleri tarafinda etkin hedefleme saglamasi, pH regiilasyonu gibi hayati
fonksiyonlara ek olarak kanser hiicrelerinin metastaz, adhezyon/migrasyonunu saglamasi
ve normal dokularda sinirli miktarda eksprese olurken tiimoér dokusunda yiiksek miktarda
eksprese olmas1 gibi nedenlerden dolayr kanser tedavisi icin ¢ekici bir hedef haline
gelmistir (11). CA enziminin aktif Katalitik Zn*? iyonuna baglanan siilfonamidler CA
lizerine inhibitdr etki gosterecegi bildirildiginden beri bilim insanlari CA IX’un
inhibisyonunda kullanilabilecek bir¢ok tiirev siilfonamid sentezleyip arastirmislardir
(12).

Siilfonamidlerin ana yapisinm1 bir benzol halkasina para durumunda bagli olan bir
amino (NH2) grubu ve bir deamido grubu (-SO.NHR) belirler. Siilfonamid grubu ilaglar
glokom, tiroit ve diyabet tedavilerinde uzun siiredir kullanilmakta ve CA 1X’a inhibit6r
etkisi bilindikten sonra kanser tedavisi icin popiiler hele gelmistir (13, 14). Son
zamanlarda siilfonamid tiirevlerinden bazilar1 T hiicreli lenfoma, kronik lenfosittik 16semi
ve akut 16semi tedavisi icin FDA ( Food and Drug Administration) tarafindan onay
almigtir ve birkag siilfonamidin de faz g¢alismalar1 gesitli kanser tiirlerinde devam
etmektedir (15).

Bu c¢alismada sentezledigimiz siilfonamid tiirevi olan 2-Bromo-N-(4-
sulfamoilfenil) propanamid-1 (MMH-1 ya da MMH-I) maddesinin meme kanseri
hiicreleri lizerine muhtemel sitotoksik etkilerini ortaya koyarak hiicre 6liim yolaklarini
(Apoptoz veya Nekroz) ve CA IX iizerine inhibitdr etkisi ile tiimoriin bilyimesini ve
ilerlemesini nasil etkileyebilecegini belirlemek amaciyla yapildi. Caligmanin sonucunda
MMH-1 maddesinin potansiyel bir anti-kanser etkisinin olup olmadigi konusunda ilk

preklinik bilgiler elde edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicre 6ltimii ve hiicre proliferasyonu arasinda dengenin bozulmasi
sonucunda anormal hiicre biliyiimesi ile karekterize bir hastaliktir. Gen ekspresyonundaki
coklu degisikliklerin neden oldugu bu durum kanser hiicrelerinin komsu dokulara ve uzak
bolgelere metastaz yapmasina olanak saglamaktadir. Onemli bir morbiditiye ve tedavi
edilmemesi durumunda mortalitiye neden olan bu hastalik diinya ¢apinda goriilmektedir
(16). Kanser yiizyillar dncesine kadar uzanan ve bilinen en eski kayitlar1 ise M.O. 3000
yilina dayanmaktadir. Hipokrat kanser terimini ilk defa M.O. 460-337 yillar1 arasinda
karkinos ya da karkinoma, Galen ise kanser olarak adlandirmislardir (17).

Tiimor anormal hiicre kitlesinin viicuttaki birikimi olarak adlandirilir ve iyi huylu
ve kotii huylu olmak iizere ikiye ayrilir. Iyi huylu tiimérler, birincil konumlarinda kalarak
viicudun diger bolgelerini istila etmezler ve viicudun uzak bolgelerine yayilmazlar. Bu
timorler yavas biiylime egilimindedir ve sinirlar belirgindir. Ko6tii huylu timorler, lokal
olarak ve/veya uzak bolgelere yayilan ve kontrolsiiz biiyliyen hiicrelere sahiptir. Lenf
veya kan dolasimi ile viicudun uzak bélgelerine yayilirlar (18). Kanser hiicrelerinin

gelisip bliyliyebilmeleri i¢cin normal hiicrelerden ayiran 6zellikler kazanirlar.

2.1.1. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanserin normal hiicrelerden farklar1 ve tanimlayici 6zellikleri kanser biyolojisini
anlamak icin bilgiler sunmaktadir. Kanserin 6 ayirt edici 6zelligi kanser biyolojisinin

anlasilmasinda temel bilgiler saglamaktadir (19).

Proliferatif Sinyallesmeyi Siirdiirmek

Kanser hiicrelerinin stirekli cogalma 6zellikleri en 6nemli yeteneklerinden biridir.
Normal dokular hiicre sayisin1 bir dengede tutup fonksiyon ve yapi biitlinliigiinii
korumaktadir. Hiicre biiyiimesi ve boliinme dongiistinii diizenleyen sinyallerin varligi
normal dokularda kontrol altindadir ama kanser dokularinda bu sinyaller kontrolden

cikmaktadir. Hiicre yiizey reseptorleri ile iliskili biiylime faktorleri, etkinlestirme



sinyallerini tasiyip intraselliiler sinyal yollar ile sinyallerin yayilmasini saglamaktadir.
Bu sayede hiicre biiyiimesi, enerji metabolizmasi ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi
biyolojik 6zellikleri etkilemektedir (19).

Kanser hiicrelerinde proliferatif sinyallesmeyi siirdiirmenin temel mekanizmasi
genlerin mutasyonel degisimleridir. Proliferasyonu uyaran sinyallerin siirekli hale
gelmesini saglayan bu mutasyona ugramis genler onkogenler olarak adlandirilmaktadir.
Bu genlerin kodladig1 proteinler normal hiicrelere kiyasla sayisal, islevsel ve yapisal
olarak farkliliklar gostermektedir. Ayrica kanser hiicreleri biiytime faktorii ligandlarini ve
ayn1 kokenli reseptorlerini sentezleyip alternatif sinyallesme yetenegi elde edebilirler. Bu

sayede otokrin proliferatif uyarma saglamaktadir (19, 20).

Biiyiime Engelleyici Faktorlerden Kacinmak

Normal hiicrelerde hiicre boliinme dongiisiinii baslatan ve bloke eden
mekanizmalar bulunmaktadir. Tiim6r baskilayic1 genler bu bloke mekanizmasindaki
proteinleri kodlayan genlerdir (20).

Retinoblastoma protein (RP), hiicre i¢i ve hiicre dis1 yollardan gelen sinyallerin
uyumunu saglayarak hiicrenin boliinme ve biiyliime agamalarindan ge¢ip gegmeyeceginin
kararin1 vermektedir. RP’in islevindeki kusur veya yokluk kanser hiicrelerinde kalici
cogalmaya izin veren dongiiniin ilerlemesin izin vermektedir. RB, hiicre digindan gelen
biliyiime inhibisyon sinyallerini aktarirken timor protein 53 (TP53) ise hiicre i¢inden
anormallik ve stres yollarindan girdileri almaktadir. Genomdaki hasarin derecesi fazla ve
niikleotid havuzlarinin seviyeleri yetersiz ise ayrica oksijenasyon, biiylime sinyalleri ve
glukoz az ise TP53 bu kosullarda hiicre dongisiiniin ilerlemesini engelleyebilir. Hiicresel
sistemde onarilmaz veya c¢ok biiyiik hata durumunda TP53 alternatif olarak apoptozu
tetikleyebilir (19, 20). Tiimor baskilayici genlerin etkisizlesmesi ve biiylimeye izin veren

onkogenlerin aktivasyonu kanser gelisimi i¢in temel mekanizmalardir (21).

Hiicre Oliimiine Direnmek

Kontrolsiiz proliferasyona ve onarilmaz deoksiribo niikleik asit (DNA) hasarina
yanit olarak hiicre oliimii devreye girmektedir. Normal dokularda hiicre olimi ve
cogalmast bir denge igerisinde olmasina ragmen kanserli dokularda bu denge

bozulmaktadir. Bu dengenin siirdiiriilmesini saglayan yollardan biri apoptozdur. Apoptoz
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yolaklarinda aktiflesen kaspaz enzimleri hiicresel proteinleri parcalayarak kisa bir siire
icerisinde hiicre 6liimii gorevini yerine getirmektedir. Cesitli yollarla kanser hiicreleri
apoptozdan kagabilir. TP53 gibi genlerin mutasyonlar1 hiicrede apoptoza baslatan
uyaranlara kars1 duyarsiz hale getirir. Ayrica membran gegirgenliginin bozulmasi kaspaz
aktivasyonunu inhibe etmektedir. Bu degisiklikler tiimoriin hayatta kalmasini
saglamasina ragmen tiimor i¢indeki tiim hiicreler hiicre 6liimiinden kacamazlar. Tiim
hiicrelerde apoptozdan kagis olsayd tiimor boyutlart anormal boyutlara ulasirdi ve kanser
tedavilerinde kullanilan ajanlarin ¢ogu ise yaramaz hale gelirdi (21).

Hiicre 6liimii ile ¢cogalma arasinda dengeyi saglayan yollardan biri de gereksiz ya
da islevsel proteinlerin, organellerin ve otofagozomlardaki yabanci maddelerin
bozulmasindan sorumlu katabolik bir islem olan otofajidir. Otofaji hipoksi, patojen,
biiylime faktorii yoksunlugu ve aglik gibi icsel ve dissal uyaranlarin etkisiyle hiicrenin
homeostazisini diizenler. Otofajik islev bozuklugunun kanser gelisiminde énemli bir rolii
bulunmaktadir. Timdr olusumunun otofajiyi baskilandigi mekanizmalar tam olarak
aciklanamamustir ancak asir1 eksprese olan proteinlerin bozulmasi, hasarli mitokondrinin
kaldirilmas ile reaktif oksijen tiirlerinin yiikiiniin azalmasi ve kanserojen viriislere ve

bakterileri kars1 savunma gibi mekanizmalar bilinmektedir (21, 22).

Anjiyogenez

Damarlardan endotel hiicrelerinin filizlenmesi, gogii, boliinmesi ve birlestirilmesi
slirecine anjiyogenez denir. Embriyogenez doneminde damarsal aglarin genislemesi ve
yeniden sekillenmesi s6z konusudur ve dogum sonrasi olaylarin, disi tireme dongiisii ve
yara iyilesmesi gibi olaylarin bir parcasidir. Siirecin siirekli aktif oldugu malignitelerden
hari¢ anjiyogenez durur. Proanjiyogenik denge lehine siire¢ yoneldiginde anjiyogenez
tekrar aktif olur. Cogu kat1 tiimériin ayirt edici 6zelliklerinde biri kronik anjiyogenez
olmasina ragmen bazi durumlarda kanser normal dokunun damarlanmasini da
kullanabilmektedir. Ancak tiimorlerin biiytimeleri 6nemli 6l¢iide kronik anjiyogeneze
dayanmaktadir (20, 21).

Invazyon ve Metastaz

Kanserler kotii huylu bir duruma ilerledik¢e c¢evredeki dokuyu istila etme ve

lenfatik veya kan damarlar1 yoluyla metastaz tohumlama yetenegine ulasirlar. Epitel
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dokulardan kaynaklanan karsinomlarin invazyon ve metastaz ile malignite derecelerin
artmasi kanser hiicrelerinin sekillerinde ve hiicre dis1 matrikste/diger hiicrelere
baglanmalarinda degisimler olusturmaktadir. Bu degisimler i¢inde en iyi karakterize olan
E-Cadherin, bitisik epitel hiicrelerle yapisik baglantilar kurarak epitel hiicre tabakalarinin
birlestirilmesine katki saglamaktadir. Artan E-Cadherin ekspresyonu invazyon ve
metastazin bir antagonisti olarak sekillenmektedir. Karsinomlarda asagi regiile olan E-

Cadherin 6nemli bir ayirt edici 6zelliktir (19, 23).

Replikatif Oliimsiizliigii Etkinlestirme

Memeli kromozomlarinin yapisinin ayrilmaz bir yapi tasi olan telomer kronik
boliinmeye kars1 bir engel olusturur. Ayrica her hiicre boliinmesinde uzunluklar1 kisalir
ve hiicre nesillerinin sayisin1 kaydeder. Telomer tekrarlari belirli bir esigin altina
indiginde hiicre dongiisiiniin durmasmma ya da TP53 araciligiyla apoptoza neden
olmaktadir. Kanser hiicreleri telomer uzamasi ve bakimi i¢in bir sistemin aktivasyonu ile
telomer disfonksiyonu ve kisalmasinin olusturdugu proliferatif engeli atlatir. Bu sistem,
telomer uzatict enzim olan telomerazin ekspresyonunu olusturur. Bdylece kanser
hiicreleri kisalmis telomerlerini koruyarak hiicresel oliimsiizlik olarak adlandirilan

stirekli ¢ogalma yetenegi kazanirlar (20).

2.1.2. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Bir¢ok 6nemli 6zellik bakimindan kanser hiicreleri normal hiicrelerden farklidir.
Replikatif 6liimsiizliigii etkinlestirme, invazyon ve metastaz, anjiyogenez, hiicre 6liimiine
direnmek ve biliylime engelleyici faktorlerden kaginmak bu farkliliklar arasinda
bulunmaktadir. Genlerin ekspresyonunda mutasyonlar ve epigenetik anormallikler
timorijenez i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Bu genlerin 6nemli bir kismi hiicre
dongiistindeki olaylarin siralanmasin1 ve DNA tamiri ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
entegre eden fonksiyonlar1 bulunmaktadir (24).

Hiicre dongiisii DNA biitlinliigiinii, hiicre boyutunu ve hiicre ici/dis1 biiylime
sinyallerini degerlendiren bir¢ok kontrol noktalar1 igeren i1yi diizenlenmis bir siirectir.
Dort farkli asamadan olusan somatik hiicre dongiisiiniin iki asamasinda genetik
materyalin kopyasinin tiretilmesi (S fazi) ve hiicresel elemanlarin iki yavru hiicreye

boliinmesi (M fazi) gibi temel olaylar bulunmaktadir. Diger iki asamasi ise S ve M
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fazlarinin basariyla tamamlanmasi i¢in kendilerini hazirladig1 bosluk dénemleridir (G1
ve G2). Hiicrede mitojenik sinyallesmesinin olmamasi ve antimitojenik sinyaller
nedeniyle boliinme durdugunda hiicre dongiiden ¢ikar ve durgun bir doneme girmis olur
(GO). G1 ve G2 asamalarindaki kontrol noktalar1 hiicre dongiisiinii, DNA biitlinliigiinii ve
bliyime sinyalleri degerlendirir ve dongliyli durdurur. Hiicre dongiisiiniin
diizenleyicilerindeki mutasyonlar tiimorlerin molekiiler analizinde gosterilmistir.
Kanserin 6nlenmesinde hiicre dongiisiiniin olmas1 gerektigi gibi siirdiiriilmesinin 6nemli
oldugu anlasilmstir (25).

DNA'’larinda hasar olusan hiicreler kontrol noktalar1 tarafindan G fazindan S ve
M fazina gegisleri engellenir. Hiicre dongiisiinde kanserin meydana gelmesinde
dogrudan/dolayli etkileri olan onkogenler ve kanserin gelisimini baskilayan tiimor
baskilayici genlerin rolleri bulunmaktadir. DNA hasar1 olan normal hiicrelerde hiicre
dongiisii G fazinda inhibe olur ve tamir i¢in zaman kazanilmig olur. Normal sartlarda aktif
olmayan TP53 proteini DNA hasari olustugunda aktif duruma geger. Aktif olan TP53
geni G1 fazinda hiicre dongiistinii durdurur. DNA tamir edilemiyorsa hiicre 6liimii olan
apoptozise gider. Kanserlerin biiyiik bir kisminda TP53 mutasyonlar1 goriilmektedir.
Onkogenlerin ekspresyonlarindaki ve yapilarindaki degisimler kanserlerin olusumuna

neden olmaktadir (26, 27).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir ancak kadinlara kiyasla az
olmak birlikte erkeklerde de goriilebilmektedir. Metastatik bir kanser olan meme kanseri
kemik, karaciger, akciger ve beyin gibi organlara gegebilir. Hastaligin erken teshisi iyi
bir prognoza ve yiiksek bir hayatta kalma oranina yol agabilir. Meme tiimorleri genellikle
duktal hiperproliferasyondan baglayarak c¢esitli kanserojen faktorlerin devaml
uyarilmasiyla benign veya malign tiimorlere doniisiir. Meme kanseri patojenezinde TMC
meme kanserinin baglamasi, gelismesi ve ilerlemesinde Onemli fonksiyonlari

bulunmaktadir (28).

2.2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Tiim diinyada kanser morbidite ve mortalitisinin en 6nde gelen nedenlerinden biri

meme kanseridir. En sik teshis edilen kanser tiirleri arasinda meme kanseri birinci
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siradadir ve tiim kadin kanserlerinin yaklasik %12’sini olusturmaktadir. Diinya genelinde
tim kanser vakalari arasinda %11.7 ile birinci sirada oldugu bildirilmistir. Ayrica tiim
kanser Oliimlerinin yaklasik %7°sine yol acan besinci kanser 6liim nedeni olarak

bildirilmektedir (Sekil 2.1) (2).

Meme Akciger
261419(11.7%) 179 144 (18%)
Akciger Diger Kanserler
20670 (114%) 3557464 (35.7%)
Diger Kanserler Kolorektum
8275743 (42.9%) Kolorektum 935173 (94%)
1931590(10%)
B Prostat Karaciger
1414259 (13%) 375304 (3.8%) 830180 (8.3%)
6zofagus Mide Pankreas Mide
604100(3.1%) 1089103 (5.6%) 466,003 (47%) 768793 (1.7%)
Rahim Agn Karaciger Oofagus Meme
A 604127(3.1%) 905677 (47%) B 544076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Sekil 2. 1. 2020'deki yeni vaka sayisi (A), 2020'deki 6liim sayist (B) (2).

Tiirkiye’de 2020 y1l1 verilerine gore yillik yeni kanser vakas1 233.834’tiir ve bunun
101.018’ni kadinlar olusturmaktadir. Kanser nedenli 6liim sayis1 ise 126.335 ve bunun
47.386’s1n1 kadinlar olusturmaktadir. Yeni kanser vakalari arasinda birinci siray1 akciger
ikinci siray1 meme tigiincii siray1 kolorektum dordiincii siray1 prostat besinci sirayi tiroid
kanseri olusturmaktadir. Kadinlar arasinda ise meme birinci tiroid ikinci kolorektum
ticiincii akciger dordiincii korpus uteri kanseri besinci siraya yerlesmektedir (Sekil 2.2)
(29).

Akciger
N () s
Meme Diger Kanserler
1175(103%) 43632 (43.2%)
Diger Kanserler Tiroid
114078 (48.8%) Kolorektum ’
2191(01%) s
Kolorektum
Prostat
1944 83%) 9202(9.1%)
. Korpus Uteri Akciger
Tiroid
B 5918(5.9%) 7057 (7%)

Sekil 2. 2. 2020'de her iki cinsteki yeni vaka sayis1 (A), sadece kadinlar (B) (29).



2.2.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Yas

Yasin artist meme kanseri olusum hizini artirmaktadir. Geng bir kadinin yash bir
kadina kiyasla meme kanserine yakalanma olasiligi daha diistiktiir (30). 50 yas {izeri
kadinlar meme kanseri vakalarinin neredeyse %80’ini olusturmaktadir (31). Amerika
Birlesik Devletleri’nde (ABD) tahminlere gore yeni meme kanserine yakalanma riski 60-
79 yas araliginda yaklasik %8, 40-59 yas araliginda yaklasik %4, 39 yas ve altinda ise
yaklagik %0.5’tir (32).

Cinsiyet

Meme kanseri erkeklerde nadir goriilmektedir. Erkeklere kiyasla kadinlarda
yaklasik 100 kat daha fazla goriilmektedir. Son zamanlarda uluslararas1 yapilan bir

calismada tim meme kanseri vakalarmin %0.6’sin1 erkeklerin  olusturdugu

bildirilmektedir (33).

Ailede Meme Kanseri Oykiisii

Bir kadinin meme kanserine yakalanma riskini artiran nedenlerden biri de ailede
meme kanseri Oykiisiidiir. Meme kanseri olan kadinlarin yaklasik %12’sinde ailede
etkilenen bagka bir iiye oldugu tespit edilmistir (34). Ayrica iki ya da daha fazla birinci
derece akrabada meme kanseri Oykiisii olmasi kansere yakalanma riskini 2,5 kat

arttirmaktadir (28).

Obezite

Son yillarda 6nemli bir saglik problemi olan obezite toplum sagligini ciddi bir
sekilde tehdit etmektedir. Over, meme ve uterus gibi kanserler kadinlarda sik goriilen
kanserlerdendir ve obezite bu kanserler i¢in Onemli risk faktorlerindendir (35).
Postmenopozal donemde viicut kitle indeksi yiiksek olan kadinlarda meme kanseri

yakalanma riskinin artig1 bildirilmistir (36).



Alkol

Alkol kisinin genel sagligini olumsuz etkileyip meme kanseri gibi bir¢ok kanserin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (37). Yapilan bazi kohort c¢alismalarinda alkol
tiiketenlerin tiiketmeyenlere gore meme kanserine yakalanma riskini yaklasik %30

artirdig1 one stiriilmiistiir. Giinliik 10 gr. alkol alimi riski yaklasik %7 arttirmaktadir (32).

Sigara

Sigaranin kanserojen potansiyeli tartisilmaz bir gergektir. Ancak, 2004 yilina
kadar sigara icmenin meme kanseri arasinda nedensel bir iliski i¢in kesin kanitlar
bulunamamigstir. Daha yakin tarihli epidemiyolojik analizlerin sigara igmenin meme

kanserine yakalanma riskini orta diizeyde artirdigini bildirmistir (38).

Fiziksel Aktivite

Diizenli fiziksel aktivite ile meme kanseri riski arasinda bir iliski oldugu
bildirilmigtir. Yapilan bir kohort ¢alismasinda diizenli olarak yorucu fiziksel aktivite
yapmanin meme kanserine yakalanma riskinde yaklasik %14’°liik bir diisiis oldugunu

gostermistir. Ek olarak, egzersiz siiresinin artmasi riskte azalmay1 arttirmaktadir (39).

BRCA1 ve BRCA2 Genleri

Meme kanseri ile iligkili BRCA1 ve BRCA2 genleri sirastyla 17q21 ve 13q12
kromozomlarinda bulunur. Bu genler meme kanseri riski i¢in 6nemli anti-onkogendir
(28). BRCA1 ve BRCA2 mutasyon tastyicilart i¢in meme kanseri gelisme riski %80-
85'tir., BRCA1l ve BRCA2'nin mutasyonu 1000 kadindan yaklasik 1.2°sinde oldugu
diisiiniilmektedir. 22 ¢alismanin birlesik analizine gore 70 yasina kadar meme kanserine

yakalanma riski BRCAL mutasyonunda %65, BRCA2 mutasyonunda %45 tir (32).

Ostrojen

Hem ekzojen hem de endojen Ostrojenler meme kanseri gelisme riski ile

baglantilidir. Endojen Ostrojen genellikle yumurtalik tarafindan diisiik bir miktarda ise
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bobrekiistii bezleri ile plasentadan salinmaktadir. Ooferektominin, meme kanseri gelisme
riskini azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir (40). Hormon replasman tedavisi (HRT) ve oral
kontraseptifler ekzojen Ostrojenin temel kaynaklaridir.

Oral kontraseptifler kadinlar arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve uzun
stireli kullanicilar arasinda meme kanseri riskinde bir artisa neden olabilir. Ancak 10
yildan az kullanma meme kanserine yakalanma riskini arttirmadigi bildirilmistir (41).
HRT kullanimmin meme kanseri gelisme riskini arttirdigr birgok ¢alismada ileri
siiriilmiistiir. Ingiltere ve Tayvan’da yapilan calismalarda HRT kullanim1 meme kanseri
riskini artirdig1 bildirilmistir (34, 42). Ancak HRT nin kesilmesinden iki y1l sonra meme
kanserinin gelisme riskinin azaldigi gosterilmistir (43). HRT kullanimindaki azalma

ABD’de meme kanseri insidansinda yaklasik %7’lik diisiis gostermistir (44).

Ureme Faktorleri

Yas artis1 ile meme kanseri riski artmasina ragmen menopoz ile bu riskte belirgin
bir diisilis gézlenir. Menopoz baslamasindaki her bir yillik gecikme meme kanseri riskini
%3’1iik bir artigsa neden oldugu bildirilmistir (45).

[k adet gdormenin (Menars) gerceklesmesindeki 1 yillik gecikme kisinin yasami
boyunca meme kanseri gelisme riskinde %35’lik bir diisiisle iliskilidir. Onemli risk
faktorlerinden biri de 11 yas ve daha diisiik yaslarda menarsin baglamasidir (46, 47).

Kisinin yasami boyunca en az bir ¢ocuk sahibi olmas1 meme kanserine yakalanma
riskinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Cocuk sayisindaki artis bu koruyucu etkiyi
artirmaktadir. Kadmin yaptig1 her dogum meme kanserine yakalanma riskinde yaklasik

%7 oraninda bir azalma gostermektedir (48, 49).

2.2.3. Meme Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi

Tiimoriin meme kanallarinda m1 yoksa loblarda mi gelistigi ya da timdriin sadece
memenin epitelyal bileseniyle mi sinirli oldugu yoksa ¢evre stromaya yayildigini bilmek
meme kanserinde dogru tedavi yonteminin belirlenmesi i¢in siniflandirma gereklidir (50).
Meme kanseri kategorize edilirken temel olarak in situ karsinom ve invaziv karsinom
olarak iki grupta incelenir. Sitolojik o6zellikler ve biiylime paternlerine gore in situ
karsinom lobiiler ve duktal olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Teshis edilen vakalarin

biiylik cogunlugunu lobiiler karsinoma in situ’ya (LCIS) gore duktal karsinoma in situ
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(DCIS) olusturmaktadir. DCIS tiimoriin 6zelliklerine gore daha fazla alt gruba ayrilmistir.
En iyi bilinen bes alt tip; Komedo, solid, papiller, mikropapiller ve cribiform (51).
Invaziv karsinomlar in situ karsinomlar gibi cesitli histolojik alt tiplere ayrilmaktadir. Bu
alt tipler; tiibiiler, duktal lobiiler, infiltre (invaziv) duktal, invaziv lobiiler, mediiller ve
miisindz. Tim invaziv timdrlerin yaklasik %75’ini invaziv duktal karsinomlar (IDC)
olusturmaktadir. Ayrica niikleer pleomorfizm, mitotik indeks ve glandiiler/tiibiil olusum
seviyelerine gore IDC ii¢ alt sinifa ayrilir; iyi farklilagsmis, orta derecede farklilasmis ve

zay1f farklilasmis (Sekil 2.3) (52).

/ Meme Kanseri \

In situ Invaziv
Karsinom Karsinom

Tibiler / \ Miisindz
Duktal
Duktal Lobiiler Lobiiler Mediiller

l infiltre invaziv
Duktal Lobiler
+ Komedo
. Solid ' / \
: ::iilrlgapmer Diisiik histolojik varyasyon
+ Cribiform Iyi farkllasmis  orta derecede Zayf farklilagmig

farklilagmig

Sekil 2. 3. Meme kanseri alt tiplerinin histolojik siniflandirilmasi (51).

2.2.4. Meme Kanserinin Molekiiler Simiflandirilmasi

Meme kanserinin molekiiler simniflandirilmasinda dort alt grup bulunmaktadir;
Bazal tip (Uglii negatif), HER2, Luminal A ve Luminal B. Bu gruplandirma insan
epidermal biiytime faktorii 2 (HER2) reseptorii, progesteron reseptérii (PR) ve Ostrojen
reseptorlerinin (ER) ekspresyon farkliliklarina gore yapilmaktadir (53).

Bu reseptorlerden birincisi Ostrojen reseptdrii; meme kanserinin gelismesinde ve
ilerlemesinde Ostrojenin 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Meme kanserinin
biyobelirteglerinden biri de ostrojen reseptorleridir. Niikleer hormon reseptor ailesi

grubuna giren ER’nin ERa (6lgiilebilen izoform) ve ERb olmak {izere iki izoformu vardir.
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ER-pozitif olan kanser hastalar1 endokrin tedavisinden fayda goriir ve mortaliteleri
azalabilir. Ancak sitotoksik kemoterapiye ER-negatif hastalarla karsilastirildiginda daha
iyi yanit vermezler (54-56). Ikincisi progesteron reseptdrii; niikleer reseptdrlerin ligandla
aktive olan transkripsiyon faktorii liyeleridir. PR-A ve PR-B olmak {izere iki izoformu
bulunur ve meme kanseri gelisiminde 6nemli bir rol oynar (57). PR-pozitif / ER-pozitif
tiimorler ilerledik¢e biiyiik oranda steroid hormonuna direng gosterirler ve genellikle
steroid reseptdrlerinin ekspresyonuna devam ederler. Reseptor pozitif tiimore sahip
kadinlarin yaklasik %40°1 direngli hale gelir ve dstrojen veya ERa bloke edici tedavilerle
basar1 diisiik kalir (58). Ucgiinciisiit HER2 reseptorii; ErbB-2 olarak da bilinen HER2
resptorii MEK/RAF/RAS/hiicre dist sinyal regiile kinaz ve rapamisin hedefi gibi g¢esitli
sinyal yollar ile hiicre proliferasyonunu, hiicre biiylimesini ve hayatta kalmasini
diizenleyen tirozin kinaz reseptdr ailesi iiyesidir. Meme kanserli kisilerin yaklasik
%30’unda HER2 gen amplifikasyonu gozlenir. Bu reseptorlerin ekspresyon durumlarina
gore molekiiler siniflandirma yapilmaktadir (59);

e Luminal A; tim invaziv meme kanserlerinin %30 ila %40°n1 olusturmaktadir. Bu
tip tiimorlerde HER2 ekspresyonu negatif, PR ekspresyonu yiiksek, ER
ekspresyonu pozitif ve diisiik Ki-67 (bir niikleer ¢ogalma belirteci).

e Luminal B; tim invaziv meme kanserlerinin %20 ila %30unu olusturmaktadir.
HER2 ekspresyonu negatif, diisik PR ekspresyonu (<%20), ER ekspresyonu
pozitif ve Luminal A’dan daha ytiksek Ki-67.

e HER?2; tiim invaziv meme kanserlerinin %12 ila %20’sini olusturur. HER2-pozitif
timorler HER2 ile zenginlestirilmis alt grup (HER2 ekspresyonu pozitif, ER
ekspresyonu negatif ve PR ekspresyonu negatif) ve Luminal HER2 (HER2
ekspresyonu pozitif, ER ekspresyonu pozitif ve PR ekspresyonu pozitif) olmak
tizere iki alt gruba ayrilir.

e Bazal tip (Uglii negatif); tiim invaziv meme kanserlerinin %15 ile %20’sini
olusturmaktadir. Bu tip tiimorlerde HER2 ekspresyonu negatif, ER ekspresyonu
negatif ve PR ekspresyonu negatiftir ve yiiksek oranda Ki-67 gozlenir.

2.2.5. Meme Kanserinde Tani

Meme kanserin de yeni vakalardaki saymin artmasi kacinilmazdir ama bu

kanserinin neden oldugu mortalitiyi azaltmak artik ¢ok daha miimkiin hale gelmektedir.
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Erken tam1 ve tedavi meme kanserinde tam iyilesme icin 6nem arz etmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 erken asamada teshis hastalarin sagkalim oranini ve kaliteli yagsam
standartlarini artirmaktadir. Meme kanserinde hizli ve dogru tani i¢in ¢esitli goriintiilleme

teknikleri ve molekiiler biyoteknoloji teknikleri gelistirilmistir (60, 61).

Goriintilleme Yontemleri

Tiimor dokulariin morfolojisini ve lokalizasyonu goriintiileme teknikleri
kullanilarak hekimlere birgok klinik bilgi saglanmaktadir. Ancak goriintiileme
tekniklerinde kullanilan yiiksek enerjili 1sinlar ve kontrast maddeler hastalara zarar
verebilir. Bu nedenle hekimler meme kanseri hastalari i¢in uygun gériintiileme yontemini
secmelidir. Bu yontemler arasinda tek foton emisyon bilgisayarli tomografi,
ultrasonografi, mamografi, manyetik rezonans goriintiileme, bilgisayarli tomografi ve
pozitron emisyon bilgisayarli tomografi bulunmaktadir. Ayrica bu yontemlerin de kendi
iclerinde avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Pozitron emisyon bilgisayarl
tomografi, bilgisayarli tomografi ve tek foton emisyon bilgisayarli tomografi yontemleri
zayif uygulanabilirlik, radyasyon hasar1 ve yiiksek maliyeti nedeniyle meme kanserinin
tanisinda c¢ok fazla Onerilmemektedir. Ancak bu tekniklerin kullanildigi lenfatik

metastazlar ve metastatik meme kanseri taramalarinda faydali bilgiler sunmaktadir (61).

Molekiiler Biyoteknoloji Yontemleri

Gorilintlileme tekniklerine gdre molekiiler biyoteknoloji incelemeleri meme
kanserinin erken tanisinda daha avantajli olabilir. Molekiiler biyoteknoloji yontemleri
doku, hiicre, protein ve niikleik asit gibi yapilar1 analiz etmektedir. Molekiiler
biyoteknoloji yontemleri arasinda akis sitometresi, protein hibridizasyon sistemi, realtime
floresan kantitatif PCR sistemi, niikleik asit hibridizasyon, igne biyopsisi ve

immiinohistokimya bulunmaktadir (61).

2.2.6. Meme Kanseri Tedavisi

Cerrahi, radyoterapi, hormonal ve kemoterapi tedavileri meme kanserinde
uygulanan tedavi yontemlerinden en yaygin olanlaridir. Bu tedavi yontemleri biri ya da

daha fazlasi segilirken hastanin klinik durumlari g6z 6niine alinmaktadir (62).
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Cerrahi Tedavi

Son yillarda meme kanserinde cerrahi tedavi, fonksiyonel ve kozmetik sekelleri
azaltmayr amagclayan gelismelerle birlikte biiyiik ilerlemeler saglamistir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda ya eksizyon ve radyoterapi ya da total mastektomi standart
yaklasimlar olarak belirlenmistir. Niikssiiz ve genel sagkalim agisindan bu iki yaklagimin
es deger oldugu bildirilmistir. Ayrica meme cerrahi tedavisinden ayr1 diistiniilen aksiller
lenf nodlarinin cerrahi tedavisi hem tanisal hem de terapotik bir amaca hizmet eder. Hasta
da aksiller lenf nodunda tutulum olup olmadig1 ve sistemik tedavi alip almadigi goz

ontinde bulundurularak cerrahi tedaviye karar verilir (63).

Radyasyon Tedavisi

Tiim memeye veya memenin bir kismina (lumpektomi), bolgesel lenf diigtimlerine
ve gogiis duvarina radyasyon tedavisi uygulanabilir (64). Genis ¢apta yapilan bir meta-
analizde lumpektomi sonrasi radyasyon tedavisi meme kanseri 6liimlerinde yaklagik
altida bir azalma ve niikslerde yaklasik yar1 yariya bir diisiis sagladig: bildirilmistir (63).
Radyasyon tedavisinin uygulama alani, zaman1 ve dozu onkologlar tarafindan hastaligin

evresine ve seyrine bakilarak kisiye 6zel tedavi protokolii belirlenir (65).

Adjuvan Sistemik Tedaviler

Meme kanserli kadinlarin ¢ogu erken evrede adjuvan sistemik tedaviler
almaktadir. Doku hedefli tedaviler, endokrin terapi ve kemoterapi hastaliga bagli 6liimleri
onemli Ol¢lide azaltmaktadir. Lenf nodiilii tutulumu gdsteren hastalar biiyiik oranda
sistemik tedaviden yarar saglamaktadir ve bu tedaviler (66);

e Kemoterapi: 1 cm’den biiyiik tiimorii olan ve nod pozitif kanser igin standart bir
tedavidir. Hormon reseptorii-negatif olan kisi hormon reseptorii pozitif olan kisiye
gore kemoterapiden daha fazla yarar saglayabilir. Doxorubicin, Epirubicin,
Docetaxel, Paclitaxel ve 5-Fluorourasil (5-FU) kemoterapide kullanilan ilaglardan
bir kagidir.

e Endokrin Tedavisi: Gonadotropin salgilatici hormon agonistleri, aromataz
inhibitdrleri ve segici Ostrojen reseptor modiilatorleri gibi endokrin terapiler ya

Ostrojen iiretimini engelleyerek ya da dstrojeni bloke ederek dstrojene duyarl: bir
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tliimoriin uyarilmasini 6nler. Hormon reseptorlerinden yoksun kanserli hastalarda
endokrin tedavisi etkili degildir.

e Doku Hedefli Terapi: ERBB2 erken evre meme kanserlerinin %20-30’unda asir1
eksprese edilir ve bu kanserler kotii prognoz sergilemektedir. Monoklonal antikoru
olan Trastuzumab (Herceptin) nod negatif ve nod pozitif meme kanserli kadinlarda
Antrasiklin ve Paclitaxel (Taksol) ile kemoterapiye eklendiginde genel sagkalimi

tyilestirir.

2.3. Tiimor Mikrocevresi

TMC kanserin fenotipik Ozelliklerini tahmin etmek ve daha iyi tanimlamak
amaciyla son yillarda onemli hale gelmistir. Meme kanseri, 16semi ve gastrointestinal
timdrler gibi bircok kanser modeli incelenmistir. TMC tiimoriin biiylime, ¢ogalma,
metastaz ve hayatta kalmasi i¢in ihtiyag duydugu ¢evreyi tanimlamaktadir (5). Temel
olarak endotelyal hiicreler ve fibroblastlar gibi yerlesik hiicrelerden, lenfositler ve
makrofajlar gibi sizan hiicrelerden ve tiimdriin kendisinden salinan {iriinlerinden
olugmaktadir. Sitokinler hiicre dis1 matris bilesenleri, proteazlar ve diger enzimler, ¢esitli
metabolitler, biiytime faktorleri ve kemokin antikorlar1 gibi tirtinlerden olusturmaktadir.
Ayrica disiik glukoz konsantrasyonu, diistik hiicre dis1 pH ve hipoksi tiimor mikrogevresi
icin 6nemli diizenleyicilerdir (67).

TMC ni olusturan hiicresel bilesenlerden birincisi olan endotel hiicreler, timoriin
gelisiminde ve tiimdr hiicrelerinin bagisiklik sisteminin korunmasinda onemli rol
oynamaktadir. Tiimoriin anjiyojenik damarlar1 endotelyal progenitor hiicrelerden veya
var olan damarlarin dallanmasi ile saglanir. Timdriin gelismesi ve bilylimesi igin gerekli
besin destegi bu sayede saglanmis olmaktadir. Ikincisi, bagisiklik hiicrelerini olusturan
makrofajlar, lenfositler ve graniilositlerdir. Bu hiicreler ¢esitli bagisiklik tepkileri ve
aktivitelerde yer alarak tiimoriin hayatta kalmasini desteklemektedir. Bu hiicreler arasinda
TMC’nde en belirgin olan1 makrofajlardir. Makrofajlar tiimor hiicrelerinin dolasima
kacisin1 tesvik ederler ve antitimor immiin mekanizmalarint ve tepkilerini
baskilayabilmektedir (19, 68). Yapilan ¢aligmalarda kanser hiicrelerinin akciger gibi uzak
bolgelere yayilmasma makrofajlarin yardimei olabilecegi dne siiriilmiistiir. Uglinciisii,
hiicre tipi fibroblastlardir. Kanser hiicrelerinin metastaz i¢in birincil tiimoér konumundan
dolasima go¢ etmesine izin vermektedir. Ayrica endotelyal hiicrelerin tiimorde
anjiyogenezi olusturmasi i¢in giivenli bir gegis alani saglar (69).
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Ekstraselliiler matriksin (ESM) kanser gelisimi ve ilerlemesindeki rolii bir¢ok
caligmada bildirilmistir. Enzimler, kollajenler ve glikoproteinler gibi makromolekiil
agindan olusan ESM hiicre yapismasini, iletisimini ve c¢ogalmasimi etkileyen doku
bilesenlerini de barmdirmaktadir. integrinler gibi hiicresel bilyiime faktorleri, hiicrelerin
TMC ile iletisim saglamasinda rol almaktadir. ESM konsantrasyonu ve adezyon gradienti
kanser hiicrelerinin gégiinii etkilemektedir (69).

Tiimo6r dokularinin hiicre dis1 pH’1, hipokside anaerobik glikolizde olusan laktik
asit ve asidik metabolitler nedeniyle genellikle asidiktir. Asidik mikro ortamin hiicresel
fenotipin diizenleyicisi oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. C1"/ HCOs™ exchanger
ve Na'/HCOs" co-transporter hiicre i¢i pH’da diistise neden olmaktadir. H/Laktat co-
transporter, H/ATPase ve monokarboksilat tasiyicilar1 (MCT) ise H* sekresyonu
yaparlar (70). Pentoz fosfat yolunun aktif oldugu kanser hiicrelerinde asir1 miktarda CO>
tretimi, pH’in diismesine ayrica katki saglamaktadir (71). Lizozomal enzimlerin
aktivasyonunu artiran asidik pH ayrica pro-metastatik faktorlerle alakali bazi genlerin
ekspresyonunu da artirmaktadir. Farelere enjekte edilen asidik ortamda 6n islem gegiren
melanom hiicreleri, akcigerlere metastaz yaptigi gosterildi. Bu nedenle tiimdr metastazi

ile asidik mikro ortam birbiri ile yakindan iliskilidir (70).

2.3.1. Hipoksi

Fizyolojik doku oksijen seviyesinin diismesi (<5-10 mmHg) hipoksi olarak
tanimlanir ve timor hipoksisi TMC’nin 6nemli bir 6zelligidir. Tiimor dokularinda
hipoksik oksijen seviyesi olusurken saglikli dokularda oksijen 40-60 mmHg arasinda
degisir (72). Hipoksinin ii¢ temel siniflandirilmast bulunmaktadir (73);

e Yetersiz kan akis1 nedeniyle perfiizyonla ilgili (akut) hipoksi

e Oksijen tasima kapasitesinde azalmaya neden olan anemik hipoksi

e Timor genislemesi ile difiizyon mesafesindeki artisin neden oldugu difiizyonla
ilgili (kronik) hipoksi

Difiizyonla ilgili kronik hipoksi, damarlara yakin hiicrelerin oksijen tiiketebilmesi
sonucunda uzaktaki hiicrelerin yetersiz tiiketmesi nedeniyle olusmaktadir. Biiyiik
tiimorlerde kronik hiposik durumu DNA kirilisinda artis ve DNA replikasyon hatalarinin
birikmesi gibi hiicresel degisikliklere katkida bulunmaktadir (73, 74).

Hipoksik bir timoriin 6zellikleri Sekil 2.4> de gosterilmistir. Kilcal damarlar
dokulara oksijen tagimaktadir ve belirli bir difiizyon limitine sahiptir. Kilcal damarlardan
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uzaklastik¢a diflizyon konsantrasyonunda azalma goriiliir. Kat1 tlimorler incelendiginde
merkezi bir bdlgeyi olusturan nekrotik hiicrelerin ve kilcallara yakin genisleyen tiimor
hiicrelerin oldugunu ortaya ¢ikmaktadir. Oksijen gradyanindaki azalma radyo ve

kemoterapiye direngte artis ve hiicre dis1 pH’da diisiis ile paralellik gostermektedir (75).

_ O, gradient —

- Genisleyen Hipoksik Nekrotik
Tg_mor‘ _ hiicreler hiicreler Kilcal
hiicreleri

Sekil 2. 4. Hipoksik bir tiimor kiitlesinin 6zellikleri (75).

2.3.2. Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor

Hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1 ve 2 (HIF-1 ve HIF-2) heterodimerik
transkripsiyon faktorleridir. HIF-1, glikoliz ve pirlivat matabolizmasini diizenler HIF-2
ise yag asidi metabolizmasini1 kontrol etmektedir. HIF-1 heterodimerik bir proteindir ve
HIF-1a ve HIF-1B dimerlerinden olusur (73). HIF-1, hiicrelerin ve tiim organizmanin
normoksiden hipoksiye uyum saglamasini ve hayatta kalmasini kolaylastiran genlerin
sitiimiile edilmesinden sorumlu 6nemli bir diizenleyicidir. HIF-1, tiimdral hipoksiye
cevap olarak onkogenleri aktive eden ve tlimor baskilayict genleri inaktive eden bir
transkripsiyon faktoriidir (76, 77). Hiicrenin hayatta kalmasi veya olimi, pH
regiilasyonu, metabolizma, metastaz, hiicre dist matrisin yeniden sekillenmesi ve

anjiyogenez gibi genis bir gen yelpazesi hedeflenir (73).
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Sekil 2. 5. HIF ile indiiklenen gen iiriinleri ve islevleri (73).

Anjiyogenez

Tiimor hiicrelerinin  hipoksik durumdan c¢ikabilmek i¢in HIF araciligi ile
anjiyopoetin-2 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gen iiriinlerinin
ekspresyonunu saglayarak vaskiiler agin yeniden saglanmasini gerceklestirmektedir. Bu
sayede tiimoriin biiyiimesi ve gelismesi igin oksijenli ve besinli ortam yeniden kurulur
(78).

Hiicrenin Hayatta Kalmasi veya Oliimii

Hipoksi tiimoriin gelisip biiyiiyebilmesine olanak saglayan bir¢cok olaymn
baslamasimni ve devam etmesini saglamaktadir. Ancak hipoksi ¢ok siddetli ise timor
hiicrelerinin 6liimiine de yol agabilir. BNIP3 ve BNIP3L, Bcl-2 ailesi proteinlerinin
yalnizca BH3 alt ailesinin iki tiyesidir ve hiicre 6liimiinii tesvik etmek i¢in karakterize
edilmistir. Bu iki gen iriinii bircok calismada pro-apoptotik Ozellikler gdstermesine

ragmen halen tartigmali bir konudur (79). Diger bir goriis ise BNIP3 ve BNIP3L'nin hiicre
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oliimiini degil otofajiyi tetikleyerek kanser hiicresinin hayatta kalmasini saglamaktadir

(75).

Metabolizma

Kanser hiicreleri piriivati, laktik asit olusumuna yonlendirdigi uzun zamandir
bilinmektedir. Kanser hiicreleri bu yolla glukoz basina daha az adenozin trifosfat (ATP)
iiretse de hiicre i¢ine ¢ok fazla glukoz alarak yani glikolizi artirarak verim kaybini telafi
etmektedir. HIF aracili ekspresyonundaki artis sayesinde hem glikoliz yolunun enzimleri
hem de glukoz tastyicilarinin artisi saglanir. Pirtivatin, mitokondriyal oksidatif
fosforilasyona yonelmeyip laktat olusumuna yonelmesi HIF aracili ekspresyonla artan iki
enzim ile desteklenir. Laktat dehidrojenaz A (LDH-A) ve piruvat dehidrojenaz kinaz 1
(PDK1) bu iki enzimdir. LDH-A’nin fonksiyonu piriivati laktata doniistirmektir.
PDK1’in ise pirlivatin krebs dongiisiine girmesini saglayan piriivat dehidrajenazin
inhibisyonunu saglamaktir. Bu sayede piriivat elektron transport zincirine yonelmesi
engellenir. Bu sayede hipoksi sartlarinda kanser hiicresi oksidatif hasardan korunarak
biiylimesini ve gelisimini siirdiiriir (75).

Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) yolu HIF tarafindan diizenlenen diger bir
metabolik yoldur. Besinler ve biiyiime faktorleri artan protein sentezi sayesinde mTOR
yolunu giiglendirerek biiylime, gelisme ve hayatta kalma sinyallerini iletmede kullanir.
Ancak artan enerji gereksinimi ve hipoksi, enerji gereken protein sentezini mTOR’u

baskilayarak enerji kullanimi azaltir ve hiicrenin hayatta kalmasini saglar (80).

Metastaz

Birgok veri hipoksik sartlarin  timor hiicrelerinin istilaci potansiyelini
destekledigini bildirmektedir. HIF aktivasyonu metastaz baskilayici olarak gorev yapan
E-Cadherin kaybu ile baglantilidir (75). Epitel hiicrelerinin yiizeylerinde lokalize olan E-
Cadherin hiicre-hiicre adezyonunda 6nemli fonksiyonlara sahiptir. E- ve N-Cadherinler
en 1yl karakterize edilenlerdir ve dokularin olusumu sirasinda 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Ayrica tiimor gelisimi ve ilerlemesinde de 6nemli rol oynayan E-
Cadherin hiicre-hiicre yapismasindaki fonksiyonel bozukluktan sorumludur. Timdriin
doku biitiinliigiindeki kaybi invazyona neden olmaktadir. Bu nedenler tiimorlerdeki

invazyonun ve metastazin E-Cadherin ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir (81).
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Diisiik pH’da hayatta kalan hiicreler biiylime avantaji kazandigi1 gibi daha istilac1 ve
agresif hal olustururlar. Hiicre-hiicre ve hiicre-ESM etkilesmesini bozan lisil oksidaz gibi
metalloproteazlar, HIF’in aktivasyonundaki artis nedeniyle ESM’in yeniden
sekillenmesinde rol oynamaktadir. HIF, istila ve metastaz ile ilgili otokrin motilite
faktorli, kemokin reseptorii (CXCR4) ve c-met proto-onkogen gibi genlerin de

aktivasyonunu gergeklestirmektedir (75).

pH Regiilasyonu

Cevreleyen dokulara gore tiimdrlerdeki parsiyel oksijen basinci (PO2) 6nemli
Olciide azalir. PO diisiisiin ¢ok oldugu tiimorler hastada metastaz yapar ve 6liim riskini
artirir. Bir¢ok karsinomda metastaz ile baglantili olan yiikselen laktat konsantrasyonu
gozlenir. Timor hiicrelerinde laktat iiretiminin artmasi, LDH-A ve MCT ile baglantilidir.
MCT, kanser hiicrelerinden laktati hiicre disina gonderen bir tastyicidir. Bunun
sonucunda hiicre dis1 pH’da diisiis yasanmaktadir. Kanser hiicreleri hiicre dis1 pH’1 asidik
hiicre i¢i pH’1 alkali tutabilmek i¢in CA IX’u ve sodyum-hidrojen degistiricisini (NHE1)
asir1 eksprese ederler. Hipoksi ile iligkili olan HIF-1, CA IX, NHE1, LDH-A ve MCT4
genlerinin ekspresyonunu artirir. Bu genlerin uyarilmasi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini

ve istilas1 i¢in gerekli hiicre i¢i ve dis1 pH korunmasini saglamaktadir (Sekil 2.6) (82).

2
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Sekil 2. 6. HIF-1 ile pH, glukoz ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesi (82).
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Vimentin

Mikrotiibiiller, mikrofilamentler ve ara filamentler (AF’ler) hiicre iskelet
proteinlerinin ii¢ temel grubunu olusturmaktadir. Insanlar, fareler ve diger memelilerde
AF’ler genis bir gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Tip III’de vimentinin bulundugu
altt ana AF simifi bulunmaktadir (83). AF’lerin diger hiicre iskeleti elemanlar1 ve
organeller arasindaki etkilesimleri koordine ettigi bilinmektedir. Boylece organlari
stabilize eder ve giiclendirir. Pankreas oncii hiicreleri, trofoblast dev hiicreleri, noronal
onci hiicreler, fibroblastlar, sertoli hiicreleri, endotelyal hiicreler, makrofajlar, 16kositler
ve mezengial hiicreler gibi birgok hiicrede de ayrica eksprese edilir (84). Vimentin
epitelyal mezenkimal gegisin (EMT) bir belirteci olarak kabul edilmektedir ve epitel
hiicrelerinin sekillerini 6nemli 6l¢iide degistirmelerine neden olmaktadir (85). Meme
kanseri, prostat kanseri, pankreas kanseri, merkezi sinir sistemi tiimorleri, gastrointestinal
sistem tiimorleri ve endometriyal kanserleri gibi ¢esitli tiimor hiicre dizilerinde
vimentinin asir1 eksprese edildigi ve artan metastaz oranlari iliskisi bildirilmistir (84).
HIF-1 yoluyla vimentinin transkripsiyonel diizenlenmesi EMT’nin bir siireci olabilir.
Vimentinin timor ilerlemesinde oynayabilecegi kilit role isaret eden birgok heyecan

verici ilerlemeler bulunmaktadir (86).

2.4. Apoptoz

Canli organizmada hiicrelerin siirekli ¢ogalmasi ile hiicre Oliimii bir denge
igerisindedir. Embriyonik gelisim esnasinda dokularin ve organlarin olusumunun
temelini hiicrelerin farklilasmasi, aktif boliinmesi ve hareketlilikleri olusturur. Ayni
zamanda yasamin bu ilk donemlerinde bile bazi hiicrelerin 6liimii dogal bir siirectir. Bu
sayede hiicre kolonilerinin diizenlenmesi, viicudun belirli béliimlerinin olusumu ve hiicre
tipleri arasinda baglanti kurulmasi saglanir (87). Hiicre 6liimiiniin temelde apoptoz ve
nekroz olmak iizere iki farkli formu bulunmaktadir (88).

Apoptoz kelimesi Yunancada sonbaharda agagtan yapraklarin dokiilmesi
anlamina gelen apo-pto-sis’ten gelir ve hiicrenin morfolojik olarak apototik cisimciklerini
ifade eder (89). Caenorhabditis Elegans tizerindeki ¢alismalarda, ontogenisi sirasinda
1090 somatik hiicrenin 131’inin 6lmesi apoptozun ilk genetik kanitlarin1 gosterdi (90).
Apoptoza giden hiicrelerde ilk olarak bir dizi morfolojik degisimler gozlenir. Baslangicta

apoptotik hiicrelerin membran biitiinliigiinde degisimler meydana gelmektedir. Ayrica
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hiicresel olarak biiziilme, zar kabarmasi, kromatin yogunlagsmasi ve parcalanmasi diger
Ozellikleri arasindadir. Nihayetinde zarla cevrili pargaciklarin (apoptotik cisimcikler)

fagositler tarafindan yutulmasi gergeklesir (88).

2.4.1. Apoptozun Mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalar1 oldukc¢a karmasik yollar igermektedir ve iki temel
apoptotik yol bulunmaktadir; 6liim reseptor yolu veya digsal yol ve mitokondriyal yol
veya igsel yol. Ayrica bu iki farkli yol arasinda baglantilarin oldugu bilinmektedir ve ek
olarak perforin-granzim yolu olarak bilinen ek bir yol daha bulunmaktadir (Sekil 2.7)
(92).

- MITOKONDRIYAL

OLUM : YOL

RESEPTOR PERFORIN-

YOLU Radyasvon, Toksinler, Hipoksi v.b. GRANZIM YOLU
* Sitotoksik T hiicreleri

|
l =4

Oliim Ligand: -

Oliim Reseptirii  w_

f

Mitokondriyal Degisimler

Adaptirler
‘ * Granzim B Ganzim A
Disk Formasyonu Apoptozom l
\ * . SET Kompleksi
Kaspaz 8 Aktivasyonu Kaspa‘z 9 Aktivasyonu Kaspaz 10 P
* / Alktivasvonn
Kaspaz 3 Aktivasyonn
’ DNA Biliinmesi

Sekil 2. 7. Apoptozun temel mekanizmalari (91).
Oliim Reseptor Yolu (Dissal Yol)
Dissal yolakta plazma mebran reseptorleri apoptoz sinyalini tetiklemektedir ve bu
reseptorler timor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper ailesine aittir. Bu aile iiyeleri

arasinda (88);
e Fas (Apo-1 veya CD95)
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e TNF reseptorii-1 (TNF-R1)
e Oliim reseptorii-3 [DR3 veya TNF-reseptorii ile ilgili apoptoz aracilik eden protein

(TRAMP) veya Apo-3]

e TNF ile ilgili apoptozu indiikleyen ligand reseptorii-1 (TRAIL-R1 veya DR4),
e TRAIL-R2 (DR5 veya Apo-2)

Dissal yolakta apoptoz FasL/FasR ve TNF-a/TNFR1 modelleri ile en iyi
karakterize edilmistir. Reseptor kiimelenmesi ve ligand ile baglanma bu modellerde yer
alir. Ligandlarin baglanmasi ile O&liim alanlart sergileyen adaptor proteinlerin
toplanmasina neden olmaktadir (91). Birinci model Fas reseptorii, Fas ile iliskili 6lim
alan1 proteini (FADD), oliim alam1 (DD) ve adaptér protein igermektedir ve Olim
reseptorli kaynakli sinyal kompleksi (DISC) olusturmaktadir. Ayrica FADD bir 6liim
efektor alan1 (DED) igerir ve bu sayede prokaspaz-8'i DISC'e alir. Aktif olmayan
prokaspaz-8, proteolitik olarak kaspaz-8’i olusturur ve bu da efektor kaspazlarin aktive
edilmesini saglar (88). ikinci model TNF-a'nin TNF-R1'e baglanmasi, TNF-R ile iliskili
6lim alan1 proteininin (TRADD) TNF-R1'e baglanmasina neden olur. Prokaspaz-8,
TRADD olim alanina alimmasiyla FADD o6lim alanmi ile etkilesime girmektedir.
Aktiflesen prokaspaz-8, prokaspaz-3’iin aktiflesmesini saglayarak kaspaz kaskadini
olusturur (92).

Mitokondriyal yol (icsel Yol)

Apoptoza giden hiicrenin mitokondriyal dis membranin potansiyeli diismesiyle
por olusumlart gozlenir ve sitokrom c ve bazi proteinlerin sitoplazmaya salinmasina
neden olur. Sitozole salinan sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1'e (Apaf-
1) baglanir. Sitokrom ¢, Apaf-1, prokaspaz 9 ve dATP apoptozum olusumunda yer alir.
Apoptozoma bagl prokaspaz-9 aktive edilir ve aktif olan kaspaz-9 yapidan ayrilarak
diger efektor prokaspaz-3,6 ve 7’nin aktif olmasini saglar (87, 93).

Apoptoz protein inhibitorii (IAP), kaspazlarin giiclii inhibitorleridir. Kaspazlarin
gereksiz aktivasyonunun dnlenmesinde 6nemli rol oynar ve SMAC/Diablo ve Omi/HtrA2
iki protein tarafindan diizenlenir. Sitokrom c ile bu iki protein mitokondriyal bosluktan
sitozole salinirlar. IAP aracili inhibe kaspaz, SMAC/Diablo’nun IAP’lere baglanmast ile
serbest kalir. Omi/HtrA2 ise SMAC/Diablo’ya benzer etki gostererek kaspaz
aktivasyonunu saglar (Sekil 2.8) (94).
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Sekil 2. 8. I¢sel ve digsal apoptotik 6liim yollar1 (94).

Apoptotik kaskadin diizenlenmesinde Bcl-2 protein ailesinin 6nemli fonksiyonlari
bulunmaktadir. Bu protein ailesi dis mitokondriyal membranda bulunur veya yer
degistirebilir. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik olmak {izere Bcl-2 ailesi temel olarak ikiye
ayrilir (Sekil 2.9) (88). Baslatict ve efektor olarak ayrica ikiye ayrilan pro-apoptotik
tiyeler ile anti-apoptotik iiyeler dogrudan etkilesim igerisindedir. Bcl-2 protein ailesinin
iyeleri arasinda hassas ve dinamik bir denge bulunur ve bu dengenin bozulmas1 hiicrenin

apoptoza girip girmeyecegini yonetir (95).

Pro-Apoptotik
Anti-Apoptotik Baslatia Efektor

BCL-2 siMm BAX

BCL-X PUMA BAK

BCL-wW BID BOK

MCL-1 BIK
AT/BFL-1 BAD
NOXA

\\ BMF
HRK

. i Pro-Apoptotik
Anti-Apoptotik QQ I— Q Baslaticilar

* “. mMmome -

l

o

Apoptoz

Sekil 2. 9. Bcl-2 aile tiyeleri ile apoptozun diizenlenmesi (95).
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Perforin/granzim Yolu

Viriis bulagsmis hiicrelere kars1 Sitotoksik T lenfositler (CTL'ler) ve dogal dldiirticii
(NK) hiicreleri ortak sitotoksik yolaklar paylasan lenfositlerdir. Hem CTL hem de NK
farkli iki mekanizma ile hedeflerini 6ldirtirler (96). Birinci mekanizmada membran
bozucu protein olan perforin ve serin proteaz olan granzim kaspazlarin aktivasyonunu
saglayarak hiicrenin apoptozunu indiikler. Ikinci yol ise FasL’in 6ldiiriicii hiicrelerin
membranlarinda bulunan CD95 reseptorlerine baglanmasini igerir (97).

Granzim B, prokaspaz-10'nun aspartat kalintilarina etki ederek aktif hale getirir ve
ICAD (Kaspaz ile aktiflestirilmis DNAz inhibitorii) gibi faktorleri pargalayabilir. Ayrica
granzim B, sitokrom ¢’nin salinimini saglayarak apoptoz i¢in igsel yolu kullanabilecegi
gosterilmistir. Bununla birlikte granzim B prokaspaz-3’i direkt olarak aktive ederek

bir¢ok sinyal yollarini atlatir ve apoptozu dogrudan indiikler (91).

2.4.2. Kaspaz Ailesi

Kaspazlar apoptoz esnasinda Onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu
enzimlerdir. Kaspazlar hiicre olimiinii ve inflamasyonu regiile ederek homeostazin
stirdiiriilmesini saglayan bir gen ailesidir. Kaspazlar substratlardaki sistein kalintilari
yoluyla proteinlerdeki peptit baglari1 pargalayabilir. Caenorhabditis Elegans'in bazi

hiicre hatlarinda kaspazlar taninmistir ve apoptozdaki 6nemi ilk kez anlagilmistir (98).
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Sekil 2. 10. Kaspazlarin etki alan1 yapis1 (98).
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Kaspaz ailesi tiyeleri apoptozda ve inflamasyonda bilinen rollerine gore genis bir
sekilde siniflandirilmistir (99). Temel olarak ilk sinyale tepki olarak etkinlestirilenler
baslatici kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9, 10), apoptozun yikim agamasini gerceklestiren cellat
kaspazlar (kaspaz-3, 6, 7) ve inflamasyon mediatérleri olan kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5, 12,
14) olmak tizere 3 alt gruba ayrilir (Sekil 2.10) (98).

2.4.3. Kanserde Apoptoz

Apoptoz, hiicresel stres sonucu ya da organizmanin gelisim asamasinda sagliksiz
veya gereksiz hiicrelerin uzaklastirildigr bir intihar siirecidir (100). Yetersiz apoptoz
ve/veya asir1 hiicre proliferasyonu kanserin gelisiminde temel mekanizmadir. Anti-
apoptotik genlerin up-regiilasyonu ya da pro-apoptotik genlerin down-regiilasyonu,
malign hiicrelerin gelismesi ve biiylimesi igin avantaj saglamaktadir (101). Bu siiregte
kaspaz ailesinin aktivasyonu gergeklesir. Baslatici kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9, 10)
etkinleserek diger zimojen formdaki cellat kaspazlarinin (kaspaz-3, 7) aktivasyonunu
saglar ve hiicre olimii gergeklesir (100). Ayrica Bcl-2 protein ailesindeki iiyelerin
reglilasyonundaki degisimler malignite ile iliskilendirilmistir. Bu ailenin anti-apoptotik
tiyeleri akut 16semide, lenfomalarda ve bircok kati tiimorde asir1 eksprese edildigi
bildirilmigtir (88). Kanser hiicreleri pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltip anti-

apoptotik genlerin ekspresyonunu artirarak apoptozdan kagabilirler (100).

Meme Kanserinde Apoptoz

Meme iki ayr1 durumda ergenlik ve hamilelik donemlerinde gelisimi tamamlayan
organlardan biridir. Bu donemlerde proliferasyonunda ve farklilagmasinda onemli
degisiklikler olmaktadir. Duktal morfogenez, gebelik, laktasyon ve involiisyon gibi
normal meme bezi gelisiminde apoptozun rolii 6nemlidir (102). Hamileligin baslangicina
kadar meme kanallarmin uglarindaki hiicreler mitotik olarak hareketsiz kalmaktadir.
Daha sonra lobuloalveolar biiylime ve duktal dallanma ile hizli epitelyal proliferasyon
olusmaktadir. Laktasyon sonrasi donemde yeniden yapilanma ve birincil yapiya doniis
apoptoz ile meydana gelir (103). Meme bezindeki hiicrelerin ¢ogalmasi ve olimii
arasinda homeostaz 6nemlidir. Apoptozu azaltan ve/veya proliferasyonu artiran durumlar

meme kanserinin olusumuna neden olmaktadir (104).
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Karsinogenez sirasinda epitel dokuda genetik mutasyonlar birikerek fonksiyon
kayiplarinin olusmasina, malign lezyon yoluyla yiizeysel kanserlere ve invaziv hastaliga
doniisebilmektedir. Bu siirecin kansere doniismesi uzun zamanlar almaktadir (105).
Apoptotik mekanizmadaki sapmalar ve degisimler tiimorlerin olusumuna, gelismesine ve
ilerlemesine ya da endokrin, radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavilerle tiimoriin

gerilemesini saglayabilir (106).

2.5. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbondioksit (CO2), bikarbonat (HCOz) ile denge halindedir ve tiim canli
organizmalarda bulunmaktadir. Karbondioksit, bikarbonata gore daha ¢oziiniirdiir ve
hiicre membranlarindan serbest¢e difiize olmaktadir. Membranlardan HCO3™ tasinmasi
gerektiginde organizmalar CO2: HCO3™ doniisiim siirecini hizlandiran karbonik anhidraz
olarak adlandirilan bazi1 enzimler tiretmektedir (Sekil 2.11). HCO3™ dehidrasyonu ve CO-
hidrasyonu arasindaki reaksiyonu geri doniisiimlii olarak katalize eden bu enzimler ayrica

Zn*? igermektedir (107).

CO, + HO H>COs HCOs; + H*

Sekil 2. 11. Karbonik anhidraz enziminin fonksiyonu (107).

Bakterilerde, bitkilerde, hayvanlarda ve dogada hemen hemen her yede a-, B-, v, &
ve ( olarak adlandirilan CA ailesinin 5 iiyesi tammlanmistir. Bitkiler, algler, bakteriler ve
omurgalilarda a-CA'lar bulunur. Bitkiler, algler ve bakterilerde B-CA'lar baskindir.
Archaea'da ve bazi bakterilerde y-CA'lar bulunmaktadir. Baz1 deniz diatomlarinda 6-

CA'lar ve {-CA'lar bulunur (108).

2.5.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

CA’nin katalitik islevi icin molekiiler yapisinda dort temel bilesen bulunmaktadir.
Bunlar: proton mekik mekanizmasi, substrat birlesme cebi, treonin-199 dongiisii ve ¢cinko

baglama bolgesidir (109).
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Cinko baglanma bolgesi, li¢ histidin amino asidinin (His-94, His-96 ve His-119)
Zn*2iyonu ile baglanmasi sonucu olusmaktadir. Zn*? stabilize olmasina katk1 saglayan
her histidin kalintisina hidrojen bag1 saglayan bir ligand (Gln 92, Asn-244 ve Glu-117)
bulunmaktadir. CA IV hari¢ a-CA ailesi iiyelerinde bu katalitik 6zellik ortaktir. Substrat
birlesme cebi, non-polar alti amino asidin hidrofobik bir cep olusmasini saglayan amino
asit dizisidir. Cinko baglanma bolgesine bitisik olan bu cep CO2’in izole edilmesinden
sorumludur. Treonin-199 dongiisii, Zn*?’ya baglh hidoksili (OH") kataliz igin
yonlendirerek proton mekik mekanizmasi ile su (H20) molekiiliinden bir proton kabul
eder. Proton mekik mekanizmasi, Zn*? iyonuna bagli sudan dogrudan proton almayip
bunun yerine iic H2O molekiiliinden olugsan bir mekik boyuncu protonun hareket
etmesiyle alir. Histidin64 kalintis1 aktivitesi yiiksek olan CA’larda proton transferini
saglamaktadir (109). Iki ana basamaktan olusan CA’nin katalitik mekanizmas1 sunlardir
(Sekil 2.12) (110);

e [lk basamak: Enzim ile Zn*?ya bagli OH  iyonuyla COz baglanir. Bunun
neticesinde HCO3™ olusmus olur. H2O nun Zn*?’ya baglanmasi ile HCOs™ serbest
hale gelmis olur.

e Ikinci basamak: Enzimin aktif bolgesinin rejenerasyonu icin ortama proton
salinmas1 gerekmektedir. Enziminin temel formu aktif bolgeden proton transferi

ile yeniden iiretilir.

H>O —~ __
, .
CO; + EZnOH- <, EZnHCOs3 < > EZnH;O + HCOs
H,04
EZnH,O + B EZnOH- + BH"

Sekil 2. 12. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi (110).

2.5.2. Karbonik Anhidraz izoformlar

CA’larin izoformlarini tanimlamak igi arastirmalar uzun siire devam etmektedir.

Su ana kadar 15 a-CA izoformu tanimlanmigtir. CA VII, CA X ve CA Xl izoformlari
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katalitik aktiviteden yoksundur. CA ile iligkili proteinler olarak adlandirilan bu
izoformlar, beyinde eksprese olurlar ve islevleri tam olarak bilinmemektedir. Geriye
kalan diger memeli enzimleri katalitik aktiviteye sahiptir ve bir¢ok dokuda eksprese
edilmektedir (111).

Hiicre i¢i CA’lar mitokondriyal ve sitozolik izoformlar olmak iizere 2 grupta
incelenmektedir. CA I, 11, III, VII ve XIII sitozolik izoformlardir ve CA V (VA ve VB)
mitokondriyal izoformdur. Hiicre dis1t CA’lar, sekrete olan CA VI ve hiicre membrani ile
iliskili CA 1V, IX, XII, XIV ve XV izoformlarini igermektedir (Sekil 2.13). Memeli a-
CA izoformlar1 spesifik fonksiyonlara gore farkli katalitik aktiviteler gdstermektedir

(111).

CAIV OCA Vi

O cAaxm SR
can, vidp

CALIN
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CA Xl

CA XIV

CA Aktivitesi

Yuksek V

Orta
@CA VIl X, X1 / ——

Yok

Sekil 2. 13. Karbonik anhidrazin izoformlar1 ve aktiviteleri (111).

Karbonik Anhidraz IX’un Biyokimyasal Yapisi

Insanlarda ve hayvanlarda bulunan CA IX, karbonik anhidraz ailesinin
transmembran {iyesidir. Transmembran bolgesi, hiicre i¢i C-terminal bolgesi ve N
terminal sinyal peptidinden olusan bu enzim 459 amino asit igermektedir. CA IV’e gore
CA IX hiicre membranina zar Gtesi peptit dizileri yolu ile baglanir ve membranla

biitiinleyici yap1 kazanan bir proteindir (112).
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Ik olarak HeLa insan servikal karsinom hiicre hattinda tanimlanan CA IX, MN
proteini olarak adlandirilmistir ve MN geni tarafindan kodlanir. N terminal sinyal peptidi
(hiicre dis1 kismi1) 414 amino asitten, C-terminal bolgesi (hiicre i¢i kuyrugu (IC)) amino
asitten ve transmembran bolgesi (TM) 20 amino asitten olusmaktadir. Hiicre dis1 kismi
37 amino asit uzunlugunda bir sinyal peptidinden, proteoglikan keratan siilfatin baglama
alanina benzeyen 59 amino asitlik polipeptit kismi ve 257 amino asitten olusan

proteoglikan (PG) alanindan olusur (Sekil 2.14) (113).

42130 167-405
APG ACA

CAIX -
SP PG CA ™IC

Sekil 2. 14. CA IX proteininin alan organizasyonu (113).

CA IX’un Ekspresyonunun Regiilasyonu

Normoksi sartlarinda timor hiicrelerinde CA 1X’un ekspresyonu genellikle ¢ok
diisiiktiir. Ancak hipoksi durumuna gecildiginde ekspresyon giiglii bir sekilde indiiklenir.
Transkripsiyon baglangi¢ bolgesinin yukarisinda bulunan HIF-1a’y1 baglayan hipoksiye
yanit veren element (HRE) igermektedir. HIF-1a, hipoksi ile indiiklenen bir¢ok gene gore
CA IX’un aktivitesinde temel diizenleyicidir. Hipoksiye yanit olarak insan kanser
hiicrelerinde en gii¢lii sekilde up-regiile edilen gendir (11).

HIF-1 transkripsiyon faktori, indiiklenebilir (HIF-10) ve yapisal olarak eksprese
edilmis (HIF-1p) iki alt birimden olusan bir heterodimerdir. HIF-1’in hipoksi sartlarinda
aktivasyonu, HIF-la alt biriminin ekspresyonu ve/veya stabilizasyonu ile saglanmaktadir
(113). Normoksideyken prolil-4-hidroksilaz (PHD), HIF-1la {izerinde Pro-564’
hidroksile eder. Hidroksillenmis HIF-lo’ya Von Hippel-Lindau proteini (VHL)

baglanarak onu ubikuitin-proteazom sistemi ile degradasyon igin hedefler. Hipoksi
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sartlarinda ise (PHD) dioksijen yoklugunda aktif degildir ve HIF-1a hidroksillenemez.
VHL tarafindan tanmnmayan hidroksillenmemis HIF-1a, stabilize olmaktadir ve
birikmektedir. HIF-1a gekirdege girisinden sonra HIF-1f ile aktif bir transkripsiyon
faktorii olusturmak amaciyla dimerlesir. Bunun sonucunda HRE’yi baglayan HIF
transkripsiyon faktorii, onlarin transkripsiyonunu aktive eder. Timdrijenezis ve pH
regiilasyonunda yer alan CA IX, eritropoietin (EPO1), VEGF ve glukoz tasiyicilar
(GLUT1 ve GLUT3) hedef genler arasindadir (Sekil 2.15) (114).

Hipoksi Normoksi

@ m Hidroksilasyon
Stabilizasyon - l / PHD | O,

OH/ ubiquitilasyon
.,
Ubiquitin @~

e D Degredasyon

Cytoplasm

COOOCOOOOOOOCOOY

Sekil 2. 15. HIF transkripsiyon faktoriiniin aracilik ettigi gen ekspresyonlari (114).

CA IX Ekspresyonunun Normal Dokudaki Rolii

CA IX normal dokularda smirli eksprese edilirken kati timorlerin gogunda asir
eksprese edilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 kanser tedavisinde ilgi ¢ekici bir hedef
haline gelmektedir. CA IX giiclii ekspresyonu insanlarda genellikle ince bagirsagin
(duodenum, jejunem ve ileum) mukozasinda kript enterositlerinin bazolateral
kisimlarinda siirlidir. CA IX’un zayif ekspresyonu ise efferent kanallarinin epitelinde ve

pankreas asiner hiicrelerinde rapor edilmistir (115).
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Tiimor Dokusunda CA IX Ekspresyonu

Normal dokularla karsilastirildiginda gesitli kanser dokularinda CA 1X ektopik
olarak eksprese edilmektedir. CA IX meme, mesane, akciger, kolon/rektum, bobrek,
bas/boyun ve beyin maligniteleri dahil bir¢ok tiimorde eksprese oldugu bilinmektedir. Bu
kat1 tiimorlerde CA IX’un asir1 ekspresyonu hipoksi tarafindan yonlendirilen farkli
mekanizma tarafindan stimiile edildigi bildirilmistir (116).

Hipoksi tarafindan CA IX ekspresyonu indiiklenir ve asidik tirtin tireten metabolik
yollara adaptasyon saglanir. Bu sayede tiimor hiicresinin yagsamasi ve cogalmasi
saglanmig olur. CA IX biiyiiyen tlimorlerdeki kanser hiicrelerini hiicre i¢i asitlesmeden
ve hipoksiden korumaktadir. Ekstraselliiler pH’1in diigsmesi ile CA IX invazyona, EMT,
ESM bozulmasina, timor stroma karismasina ve anjiyogeneze katkida bulundugu
bildirilmistir. Kanser hiicrelerinin damarlara adezyonuna aracilik eden CA IX, bolgesel
asidoz olusmasini saglayarak liimene hiicrelerinin gegisine izin vermektedir. Ayrica
dolasimdaki kanser hiicrelerini CA IX, muhtemelen anoikisten koruyabilir ve bir sonraki
yerlesme bolgesine ekstravazasyonlarini  kolaylastirabilmektedir. Metastatik doku
hedeflenerek adezyon saglanir ve hiicre yayilmasi gergeklestirilmis olur. Metastatik ilk
bliyime CA IX sagladigi pH regiilasyonu ile katki saglamaktadir. CA IX tiim bu
basamaklarda terapotik hedefleme igin firsat sunmaktadir (Sekil 2.16) (117).

Hipoksi ve Asidoz Anjiyogenez
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Sekil 2.

16. CA IX'un kanser ilerlemesinde ¢esitli basamaklarina katilim1 (117).
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Biyobelirte¢ Olarak CA IX

Renal hiicreli karsinom i¢in monoklonal antikor G250 kullanilarak spesifik yeni
biyobelirtegler kesfedilmistir. Normal dokularda eksprese olmayan biyobelirtegler
timorde yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir. Ayrica diger tiimdr tiplerinde de daha
diisiik oranda olsa da kesfedilmistir. CA IX ile G250 ¢cDNA'min %100 6zdes oldugu
bildirilmistir. VHL tiimor baskilayici genin inaktif olmasini saglayan mutasyonlar renal
hiicreli karsinom hastalarinin %60-80’inde goriilmektedir. Bu mutasyon ile normoksi
durumunda HIF-1a stabilize olur ve CA 1X’un ekspresyonunu saglar. Renal hiicreli
karsinomun alt tiplerinden biri olan berrak hiicreli renal hiicreli karsinom vakalarimin
%97’sinde yliksek diizeyde CAIX eksprese oldugu ve normal bobrek dokusunda olmadigi
bildirilmigtir. CA IX bu nedenlerle renal maligniteler i¢in potansiyel bir biyobelirte¢
olmaktadir (116).

Meme kanseri dahil diger bir¢ok kati tiimor tiplerinde CA IX eksprese oldugu
dogrulanmistir. CA IX’un yiiksek ekspresyonu bag/boyun, akciger, servikal ve meme
kanseri dahil bir¢ok kanser tiiriinde kemorezistans ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir.
Bu nedenle CAIX belirli bir malignite i¢in spesifik olmasindan ziyade bir¢ok kat1 timdr

icin potansiyel bir biyobelirtegtir (111, 116).

2.5.3. Karbonik Anhidrazlar icin Terapotik Hedefler

CA’larin 6nemli rolleri bir¢ok fizyolojik siirecte gosterilmistir ve bu enzimlerin
aktiviteleri ve anormal seviyeleri birgok hastalikla iliskili oldugu bildirilmistir. CA’larin
aktivator ve inhibitorleri ilgi ¢ekici bir hedef haline gelmistir. CA aktivatdrleri yaglanma
ve Alzheimer gibi patolojilerde, CA inhibitorleri ise kanser, obezite, epilepsi, irtifa
hastaligi, glokom gibi durumlar i¢in ilag ve biyobelirte¢ arastirmalari i¢in biiylik
potansiyel tagimaktadir. Tablo 2.1’de CA izoformlar igin ila¢ hedefleri gdsterilmistir
(118).

CA inhibitorleri i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda bu inhibitorler iki temel sinif
ayrilmistir. Bunlar; CA enziminin aktif bolgesine baglanarak Zn*2 iyonu ile etkilesime
girenler ve enzimin aktif bélgesine baglanip Zn*? iyonu ile etkilesime girmeyenler. Zn*?
iyonuna baglanan inhibitorler ise dort alt gruba ayrilmigtir. Bu alt grup tiyeleri arasinda
metal komplekslestirici anyonlar, merkaptofenoller, iireatlar/hidroksamatlar ve

stilfonamidler bulunmaktadir (118).
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Tablo 2. 1. CA izoformlari i¢in ¢esitli hastaliklardaki ilag hedefleri.

CA Izoformlar Mliskili Oldugu Hastahk
CAI Retina/Serebral Odem
CAll Glokom, Odem, Epilepsi ve Irtifa Hastalig1
CA Il Oksidatif Stres
CA IV Glokom, Retinitis Pigmentosa ve Inme
CA VA/VB Obezite
CA VI Karyogenez
CA VII Epilepsi
CA VI Norodejenerasyon ve Kanser
CAIX Kanser
CA Xl Kanser ve Glokom
CA Xl Kisirlik
CA X1V Epilepsi ve Retinopati

Kanserde CA IX’un Farmakolojik Inhibisyonu

Tiimorlerdeki CA IX’un aktivasyonu/uyarilmast hem anti-kanser ilaglara karsi
kemorezistansa hem de metastatik fenotipin kazanilmasinda 6nemli bir etken olarak kabul
edilmektedir. Tiimoriin hayatta kalmasi, gelismesi ve ilerlemesinde CA IX’un 6nemli bir
rolii oldugu bilinmektedir ve kanser biyolojisinin vazgegilmez bir bileseni haline
gelmistir. Hipoksik tiimorlerde ve metastazik hipoksik tiimorlerde bu enzimin katalitik
aktivasyonunun inhibisyonu tedavi hedefi haline gelmistir (119). CA 1X’u hedeflemek
icin li¢ ana terapotik strateji calisilmistir: monoklonal antikorlar, kiiciik molekiil
inhibitorleri (Siilfonamid, siilfamat ve Siilfamit) ve karbonik anhidraz inhibitérleri (CAI)
ile tiirevlendirilmis nanopartikiiller (115). CA IX ‘un hedeflenmesi kanser tedavisi igin
muazzam bir potansiyeldir ve bu enzim inhibitdrler i¢in kapsamli arastirmalar

yapilmaktadir (116).

2.6. Siilfonamidler

Siilfa ilaglar olarak da bilinen siilfonamid bilesikleri cesitli ila¢ siniflarinin

temelini olusturmaktadir. Siilfonamid bolimiini (SO2NH2) yapisinda bulunduran
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molekiiller siilfonamid olarak adlandirmaktadir. Tip, eczacilik ve tarim gibi bir¢ok farkli
alanlarda siilfonamidler ilgi odag: haline gelmistir (120). Anti-fungal, anti-protozoal,
anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, baslatma inhibitorleri, peptidik olmayan vazopresin
reseptOr antagonistleri ve antihipertansif ajan dahil olmak tizere 30’dan fazla gelistirilen
ilag klinikte kullanilmaktadir. Son dénemlerde ise HIV (Insan Bagisiklik Yetmezligi),
Alzheimer ve anti-kanserojen ajanlar kullanilmaya baglanmistir (121).

Siilfonamidlerin genel yapisi Sekil 2.17°de gosterilmektedir. Siilfonamidlerin
binlerce kimyasal varyasyonlar1 sentezlenmistir ve sentezlenen bu bilesikler degisen
farmakolojik 0Ozelliklere sahiptir. SO2NHz boliimiindeki bir hidrojen atomu ile
heterosiklik halkanin degisiminden elde edilen bilesikler en iyi terapdtik sonuglar
vermistir. Protein baglanmasinda en fazla etkiye sahip olan N1 grubu siilfonamidin
lipofilisitesidir ve siilfonamidin lipitte ¢ozliniirligii ne kadar artarsa proteine baglanmasi
o derece artmaktadir. N4 (anilin) amino grubundaki modifikasyonlar ila¢ yapiminda
aktivite kayiplarina neden olabilir. Bu yiizden bu grup aktivite i¢in ¢ok dnemlidir (Sekil
2.17) (121).

(Ny) (N1)
:
7 R

H,HN S—N
0 R

Sekil 2. 17. Siilfonamidlerin genel yapisi (R=R1=H ise) (121).

Kanser hiicreleri biiylimek ve gelisebilmek i¢in yiiksek metabolik hiz gdsterirler
ve bundan dolay1 yetersiz perfiize olmus bolgelerde hipoksinin olusmasina neden olur.
Bu sayede normal hiicrelere gore tiimor hiicreleri asidik ortamda biiyliylip ¢ogalabilirler
(122). Hipoksik tiimorlerin pH diizenleyicileri arasinda CA 11, IX ve XII yiiksek oranda
bulunur. Yiiksek metabolik hiz CO2 gazinin asir1 iiretilmesine saglar ve HCO3™ olusumu

icin CA’lar CO2 gazimi kullanirlar (123). Hipoksik olan ve CO iireten tiimorlerde CA
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onemlidir ve CA IX ve CA XlI'nin birgok kat1 tiimdrde yiiksek miktarda eksprese
oldugunu acgiklamaktadir.

Siilfonamidler CA’lar enziminin aktif bolgesindeki metal iyonuna baglanarak
inhibitdr olarak islev gosterirler. Insan kanser hiicrelerinde spesifik siilfonamid CA
inhibitorlerinin tedavideki potansiyeli ilk olarak Chegwidden ve Spencer tarafindan ileri
striilmistiir (124). Timor iliskili izoenzim olan CA IX’un inhibisyonu Brinzolamid,
Dorzolamid, Asetazolamid, Diklorofenamid, Etokszolamid ve Metazolamid gibi
heterosiklik ve aromatik bir dizi siilfonamid ile ilk olarak arastirilmistir. Ayrica CA’larin
sitozolik ve zara bagl diger izoenzimlerinde de inhibisyonlari aragtirilmistir. CA IX diger
izoenzimlere gore bu siilfonamidler i¢in sira disi1 bir inhibisyon gostermistir. Bu
stilfonamidler, klorosiilfonilasyon, asetilasyon sonrasinda 5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-
stilfonamid veya amidasyon reaksiyonlart ile anilinlerden sentezlenmistir. Bu
stilfonamidlerin CA IX’un inhibisyon etkileri arastirilmistir ve hem giiglii inhibitor etki
hem de basit aromatik 6zellikler gostermistir. Ayrica CA I, II, IV e gore farkli inhibisyon
profili géstermistir. CA IX tiimor dokularinda eksprese edilen bir izozim oldugundan bu

inhibisyon profili potansiyel inhibitor tasarimi i¢in hedef haline gelmistir (125).

Acetazolamide Methazolamide Dichlorophenamide

o NN SN SO,NH;
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Cl
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Sekil 2. 18. Klinikte siklikla kullanilan CA inhibitorleri (126).

Asetazolamid, Metazolamid veya Etokszolamid gibi klinikte kullanilan
siilfonamidlerin insan lenfoma hiicrelerinin gelismesini ve biiylimesini inhibe ettigi

gosterilmistir (127). Baska bir calismada kullanilan siilfonamid tiirevi indisulam énemli
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bir anti-kanser aktivite gostermistir (128). Siilfonamidlerin CA inhibisyonunun
kesfedilmesinden beri antikanser ajanlar olarak arastirilmistir.  Asetazolamid,
Metazolamid, Etokszolamid, Dichlorophenamide ve Indisulam klinikte kullanilan
stilfonamidlerdir (110).

2.6.1. Sentezlenen Siilfonamid Tiirevi

Bu calismada kullandigimiz bir siilfonamid tiirevi olan MMH-1 bilesigi bazi
modifikasyonlarla sentezlenmistir (129). Yapilan analiz sonucunda MMH-1 maddesinin
normal meme hiicresi (CRL-4010, IC50: 240.3 uM) iizerinde ¢ok diisiik bir sitotoksik
etki gosterirken meme kanseri hiicresi (MDA-MB-231, IC50: 8.4 uM) iizerinde ¢ok
yiiksek diizeyde sitotoksik etki gosterdigi tespit edildi. Kolon ve meme kanser hiicrelerine
kars1 pozitif kontrol ilag olarak kullanilan Cisplatin ve kati1 tiimorlerde kullanilan
Busulfanin IC50 degerleri sirastyla; (4.38 = 0.05 uM, 5.77 = 0.4 uM), (173.2 uM, >200
uM) iken MMH-1 bilesigi (8.461 = 0.35 uM,) olarak sonug¢ verdi. Sitotoksik analizler
haricinde yapilan diger molekiiler biyolojik analizler sonucunda MMH-1 maddesinin

meme kanseri hiicrelerinde oksidatif stres tizerinden apoptozisi indiikledigi tespit

edilmistir.
H H ! O\}‘:’.\,r\”'ki
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Sekil 2. 19. MMH-1 bilesiginin sentezi ve yapisi.

MMH-1 bilesigi baz1 modifikasyonlarla literatiir prosediiriine gore sentezlendi
(129). Kuru tetrahidrofuran (30 mL) igindeki 2-bromopropionil bromiir (2.16 g, 10.00
mmol) damla damla tetrahidrofuran (30 mL) i¢inde ¢6zlinmiis siilfanilamid (1.72 g, 10.00
mmol) ve piridin (1.19 g, 15.00 mmol) karisimina eklendi. Reaksiyon susuz kosullar

altinda 0 °C'de 4 saat karistirildi. Reaksiyon daha sonra oda sicakligina 1sinmaya birakild
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ve 24 saat daha karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi TLC ve FT-IR ile izlendi. Olusan
piridinhidrokloriir tuzunun beyaz ¢okeltisi filtre edildi ve kalan siiziintii vakum altinda
beyaz bir kat1 verecek sekilde buharlastirildi. Daha sonra, iiriin dietil ile yikandi ve

THF/CHCI3 (8/2) 'den yeniden kristallentirildi, beyaz kristal iiriin elde edildi.

2.7. Metabolomik

Metabolomik organizmadaki metabolitlerin ve metabolizmanin inceleyen
proteomik, genomik ve transkriptomik gibi omik biliminden biridir. Metabolomik
calismalar organizmalardaki degisikliklerle beraber kiigiik molekiillerin (<1.000 Da)
kantitatif ve kalitatif 6zelliklerini hedeflemektedir (130). Son dénemde, metabolitlerin
analizi ile bir¢cok cesitli alanda metabolomik yaklagimi uygulanmaya baslamistir.
Biyolojik sistemlerde bulunan lipitler, amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler,
steroidler ve ksenobiyotikler gibi metabolitlerin saptanmasi metabolomik bilimini 6nemli
hale getirmistir (131). Belirli bir fizyolojik dénemde kan, idrar, doku ve diger viicut
stvilari gibi biyolojik numunede kii¢iik molekiillii metabolitlerin toplamina metabolom
denir. Metabolumun genoma kiyasla 6nemli bir avantaji, ¢evresel etkileri yansitma ve
belirli bir zamanda bireyin patofizyolojik durumunun sergilenmesidir (132).

Metabolomik  {irlinlerin  arastirilmasinda  niikleer manyetik  rezonans
spektroskopisi ve kiitle spektrometrisidir (MS) en yaygin kullanilan iki temel yaklagimdir
(133). MS teknolojisinde sivi kromatografisi ve gaz kromatografisi en ¢ok kullanilan
ayirma teknikleridir (134). Numunenin tiiriine ve ¢alismanin hedefine gére uygun teknik
segilmektedir. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisinin yiiksek oranda
tekrarlanabilirligi, diisiik miktarda numune gereksinimi ve yiiksek seciciligi avantajlari
iken diisiik hassasiyet ve sadece bol tiirlerin tespiti dezavantajlaridir. Ote yandan, MS
kromatografik ayirma ile entegre edildiginde yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyet sahip olur ve
bu sayede hedeflenen metabolitler i¢cin avantajli hale gelir. MS’in en 6nemli dezavantaji
ise nicellestirmedir (135).

Metabolomik biliminin amaglari arasinda belirli bir hastaligin altta yatan patolojik
slirecin aydinlatilmasi ve terapotik miidahalelere tepkilerini anlamak yer almaktadir.
Ayrica patolojik yollar ve normal yollar arasinda ayrim yapilmasina izin vererek
hastaliklarin tan1 konulmasinda ve prognozun tahmin edilmesinde bir¢ok olanak
saglamaktadir (136). Metabolomik organizmanin fizyolojisi ile proteomik ve genomikten

daha yakindan baglantilidir. Organizmanin hastalanmasi ile patofizyolojik siirecte
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degisiklikler meydana gelir ve gesitli metabolitlerin olusmasina ve degismesine neden
olur. Belirli metabolitlerin analiz ile hasta ve sagliklinin karsilastirilmasi hastaligin
teshisinde kullanilabilecek biyobelirteclerin kesfine olanak tanimaktadir. Bu baglamda
MS tabanli metabolomik yontemler birgok kanserde (meme, yemek borusu, mide, bobrek,
beyin ve mesane kanseri gibi), bobrek hataliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik

hastaliklar1 incelemek i¢in kullanilmaktadir (137).

2.7.1. Kanserde Metabolomik

Kanser nedeniyle her y1l on milyonlarca insanin 6lmesi kanseri énemli kiiresel bir
sorun haline getirmektedir. Kanserin nedenlerini ve etkileyen faktorleri anlamak kanserin
nasil tedavi edilmesi ve ortadan kaldirilmasi igin 6nemlidir. Genetik faktorler, beslenme
ve gevre gibi faktorler kanserin olusumunu etkilediginden, bilim insanlar1 kanserin
olusumu tizerindeki etkileri anlamak ve tanimlamak i¢in son dénemlerde metabolomik
bilimini kullanmaktadir (137). Kanser hiicrelerinde kontrolsiiz ve diizensiz ¢ogalmanin
ihtiyaglarim1  karsilamak i¢in metabolizma diizensiz hale gelmektedir. Hiicresel
metabolizmanin yeniden sekillenmesi ile kanserde erken tani ve tedavinin planlanmasi ve
yeni terapotik hedeflerin kesfinde kullanilabilecek metabolik fenotiplere yol agar (138).

Kanserler genellikle tedavi segeneklerinin smirli oldugu zaman radyografik
yontemlerle tespit edilmektedir. Bu nedenle erken ve alternatif tan1 yontemlerine ihtiyag
devam etmektedir. MS tabanli metabolomikler araglar kanserde tani biyobelirteglerinin
kesfinde ve prognoz takibinde son zamanlarda ¢ok sik arastirilmaktadir (139). Karaciger,
mesane, prostat, agiz, mide, bobrek, beyin, akciger, kolorektal, over, serviks ve meme

kanseri gibi birgok kanser ¢esidi bu arastirmalardan bazilaridir (140).

Kanserde Amino Asitler

Klasik olarak kanser metabolizmasi, glikoliz ve trikarboksilik asit dongiisii (sitrik
asit dongiisii veya TCA dongiisii) dahil olmak iizere merkezi karbon metabolizmasina
odaklanmistir. Ancak son dénemlerde amino asitlerin kanser metabolizmasi tizerindeki
fonksiyonlar1 siklikla arastirilmaya baslanmistir. Ayrica amino asitler organizmada
redoks dengesi, biyosentetik destek, enerji diizenlenmesi ve homeostazin siirdiiriilmesine
hizmet etmektedir. Amino asitlerin bu genis faaliyetleri kanser arastirmalarinda popiiler
hale gelmektedir (141).
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Kanser hiicrelerinde amino asitler bir anaplerosis metaboliti olarak gorev yaparlar
ve mitokondriyal ATP iiretimini siirdiirmek i¢in TCA déngiisiine katilirlar. Ornek olarak
glutamat anaplerotik metabolizmasi, a-ketoglutarat ve ardindan oksaloasetat {iretir ve
glutaminoliz olarak adlandirilan bir dizi biyokimyasal reaksiyon yoluyla TCA donglisiini
besler. Glukoz yetersizligi oldugu durumlarda glutamat veya glutamin tiirevli fumarat,
malat ve sitrat Oonemli Olglide artar. Benzer sekilde hipoksi durumunda kanser
hiicrelerinde glutamat, glutamin kullanimi biiyiik 6l¢tide degisir (142).

Amino asitler tiimoriin gelismesini ve metastaz yetenegini destekleyen ¢esitli
tiirevler tretir. Arjinin amino asidinden tiirevli polimainler kromatin yapisini ve hiicre
proliferasyonu regiile ederek gen eckspresyonunu degistirebilmektedir. EK olarak
triptofandan tiretilen kKynurenin immiinsupresyona neden olmaktadir (143). Ayrica kanser
hiicrelerinin proliferasyonu hiicre 6liimiine yol agabilecek reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasina ve birikimine neden olur. Kanser hiicreleri bu zararli birikimin iistesinden
gelebilmek icin glutamat, glisin ve sistein amino asitlerinden sentezlenen antioksidan
molekiil olan glutatyona bagimlidir (144, 145). Kanser hiicrelerinin bu asir1 ¢cogalmasi ve
gelismesi beraberinde enerji ihtiyacinin artmasina neden olmaktadir. Bilindigi iizere
glukoz kanser bliylimesi i¢in temel enerji kaynagidir ama glutamin de biiyiik 6l¢iide
anaplerotiktir ve sitrik asit dongiisiinde amin grubunu da birakir (146). Biyosentetik
yollara da amino asitlerin birgogu katilmaktadir. Bu yollardan biri piirin ve pirimidin
biyosentezi ile niikleotid sentezidir. Glisin, glutamin ve aspartat bu sentezde gerekli olan
amino asitlerdir (147).

Amino asitlerin kanser metabolizmasi iizerine son yillarda yapilan ¢aligmalar hem
tiimorijenik hem de timor baskilayici rolleri oldugunu gosterilmistir. Kanserde in vitro
olarak amino asit metabolizmasinin inhibisyonu gesitli basarilar saglarken in vivo olarak
cesitli zorluklar bulunmaktadir. Timor hiicrelerinde amino asitlerin kullaniminin tam
olarak aydinlatilmasi terapdtik kullanimini, ilag gelisimini, prognozu ve biyobelirteg

kesfini saglayabilecektir (141).

Kanserde Karnitin

Karnitin (B-hidroksi-y-N-trimetilaminobiitirik asit), hayvansal gidali besinlerden
yaygin olarak alinir ancak ¢ok sinirl diizeyde bitkilerde de bulunmaktadir. Karnitinin
yaklasik %75'1 insanlarda diyet yoluyla alinmaktadir. Geriye kalan kismi endojen olarak

karaciger ve bobrekte lizin ve metiyonin amino asitlerinden sentezlenmektedir. En ¢ok
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karnitin barindiran kalp ve iskelet kasi1 ise karnitin sentezleyemez bu nedenle plazmadan
almak zorundadir. Bagirsak bakterileri tarafindan emilmeyen karnitinler parcalanir.
Karnitin temel olarak esterlesmemis (L-Karnitin) formda ve az bir oranda ester formlarda
bulunmaktadir. Neredeyse karnitinlerin tamami (%99) hiicre igerisinde bulunmaktadir.
Karnitin regiilasyonunda sapmalar seker hastaligi, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar,
endokrin bozukluklar ve kanser gibi birgok hastalikla yakindan iligkilidir (148, 149).

L-karnitinin temel biyolojik islevi mitokondriyal B-oksidasyon i¢in yag asitlerini
tagimaktir. Bu taginim sirasinda ayrica karnitin esterleri ya da diger adiyla agilkarnitinler
olusmaktadir (150). Ayrica mitokondriyal ag¢il-CoA/CoA dengesinin siirdiiriilmesinde,
peroksizomal yag asitlerinin oksidasyonunda ve keton -cisimlerinin {iretiminde
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Enerji metabolizmasinda fonksiyon gdsteren karnitinlerin
mitokondriyal ya da metabolik bozulmalar cesitli hastaliklarla iliski gostermektedir
(151). Norodejeneratif bozuklulardan Parkinson ve Alzheimer, ensefalopati,
kardiyomiyopati, siroz, obezite, diyabet, kardiyovaskiiler ve kanser bu hastaliklardan
bazilaridir (148, 151).

Kanser diger hastaliklar g6z Oniine alindiginda yiiksek enerji talebi gosteren
patolojik bir durumdur. Kanser hiicrelerinin anormal ¢ogalma hizlarini ve gelisimlerini
devam ettirebilmeleri ig¢in enerjiye ihtiyaglar1 vardir (19). Yag asitlerinin
metabolizmalarindaki bozukluklar ile kanser arasinda iliski uzun zamandan beridir
aragtirtlmaktadir. Bazi kanser tiirlerinde yag asitlerinin kullaniminda artislarin bazilarinda
azalmanin oldugunu gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir. Yag asitlerinin oksidasyonu goz
oniine alindiginda karnitin miktarinin  ve/veya metabolizmasmin diizenlenmesi
gerekmektedir (152). Kanserde karnitin trafigi yag asitlerinin oksidasyonunda karmagik
metabolik aglarin ilk siirecini olusturmaktadir. Yag asidi oksidasyonu uygun ve/veya

diizenli karnitin trafigi olmazsa ger¢eklesemez (152, 153).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calismada Kullanmilan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3. 1. Calismada kullanilan arag ve geregler.

Ekipma Tiirii ve Modeli Kimyasallar ve Modeli
Biyogiivenlik kabini Tel Star DMEM Sigma Aldrich
C02’1i 37°C inkiibator Thermo Scientific Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich
Inverted 151k mikroskop Olympus CKX41 Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich
Su banyosu Memmert Tripsin EDTA (%2.5) Sigma Aldrich
37°C inkiibator Memmert %0,5’lik Trypan-Blue Sigma Aldrich
Flouresans mikroskop Olympus U-RFL-T Mouse Caspase 3 Kit Elabscience
Santrifiij Thermo Scientific Mouse CA IX Kit Elabscience
PCR Applied Biosystems Mouse E-Cadherin Kit Elabscience
Real time PCR Qiagen Rotorgene Mouse Vimentin Kit BT LAB
Vorteks Isolab
Spektrofotometre Nano Drop
Flow sitometri BD Facs Via
-80 Buzdolab1 Niive
-20 Buzdolab1 Argelik
Doku takip cihazi Thermo Scientific
Mikrotom Cihaz1 LEICA RM2245

3.2. Cahsmanin Planlanmasi

MMH-1’in anti-kanser etkisinin arastirildigi bu ¢aligma in vitro ve in vivo olarak
iki boliimden olusmaktadir. In vitro bdliimiinde MMH-I, 5-Fluorouracil (5-FU) ve CA IX
inhibitor etkisi bilenen siilfonamid tiirevi SLC-0111in sitotoksik etkileri MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi ile 4T1 hiicrelerine olan
apoptotik etkileri Akridin Oranj /Ethidium Bromide boyama ve Annexin-V ile flow
sitometrik olarak arastirildi. Ayrica Molekiiler Docking analizi ile MMH-1’in CA IX
lizerine inhibitor etkisi belirlendi. In vivo béliimiinde ise kanser olusturulan ve kontrol
grubunu olusturan farelerden alinan plazma, tiimér ve meme dokularindan CA IX,

vimentin ve E-Cadherin, kaspaz 3 ekspresyonlart ELISA ve PCR yontemleri ile analiz
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adildi. Ayrica farelerden alinan timor dokularinda histopatolojik analiz igin
Hematoksilen ve Eozin (HE) boyama yapildi. Meme kanserinin ve MMH-1’1n
organizmadaki degisen metabolik mekanizmalar {izerine olan etkileri amino asit ve

karnitin analizleri yapilarak arastirildi.

3.2.1. Molekiiler Docking

Molekiiler docking hesaplamalarinda, yapilacak tiim analizler Schrédinger
firmasinin Maestro programi aracilifiyla gergeklestirildi. Su fazinda B3LYP-D3/6-
31G(d) seviyesinde elde edilen kararli yapilar ve bu yapilarin pH=2.5+0.5, 3.5+0.5,
4.5%0.5, 5.5+0.5, 6.5+0.5, 7.5+0.5, 8.5+£0.5 kosullarindaki olast yapilar1 elde edilerek
minimize edildi. Farkli pH kosullariin dikkate alinmasindaki sebep ilaglarin hedef
bolgeye ulagirken birden fazla ortamda ve farkli pH kosullarina maruz kalmaktadir. Bu
yiizden farkli pH kosullarindaki tiim yapilarin dikkate alinmasinin 6nemli oldugu
diistiniilmektedir.

PDB ID: 5FL6 olan CA IX proteinin OPLS4 metodunda minimize edilerek ve
minimizasyon esnasinda pH =543 olarak belirlendi. Bu esnada “Protein Preparation”
kullanilacaktir. Bir proteinin reseptér baglanma bolgesi dahil en aktif bes bolgesi
“SiteMap” paketi kullanilarak belirlendi ve bu bdolgeler “Receptor Grid Generation”

paketi kullanilarak tanimlandi.

3.2.2. 4T1 Timor Hiicre Kiltiirlerinin in vitro Olarak Surduriilmesi

4T1 hiicreleri (Uglii negatif (HR—/HER2-)) hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin biiyiiyiip
gelisebilmesi icin DMEM-F12 (Sigma Aldrich) (%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve
%1 L-glutamin) ortami kullanildi. Hiicreler 25 cm? kiiltiir siselerinde 37°C ve %5 CO>
kosullarinda inkiibe edildi. Her deney ic¢in farkl: kiiltiir kaplar1 kullanilda.

3.2.3. MTT Yontemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

25 cm?® kiiltiir kaplarma hiicreler ekildikten sonra tripsinizasyon ile %80-90
oraninda dolunca kaldirilip 96 kuyucuklu plaklara 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Besiyerler 24 saat sonra uzaklastirildiktan sonra MMH-1, 5-FU ve SLC-0111
bilesiklerinin 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM dozlarinda olacak sekilde hiicrelere
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uygulandi. Her bir kuyucuga 200 pl bilesiklerden eklendi ve 37°C’de %5 CO:'li
atmosferde ve 24, 48 ve 72 saat boyunca etiivde inkiibasyona birakildi. Bu sekilde MMH-
1, 5-FU ve SLC-0111 doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etkisi incelenmis olacaktir.
Inkiibasyondan sonra 10 ul MTT soliisyonu (5mg MTT boyasi+1 mL serumsuz besiyeri)
200 pl serumsuz besiyerine eklendi ve inkiibasyona (4 saat) birakildi. Islem bittikten
sonra dimetil siilfoksitde (DMSO) formazon kristalleri ¢6zdiiriildii ve 570 ve 690 nm

dalga boyunda spektrofotometrede absorbans 6l¢iileri kaydedildi.

3.2.4. Akridin Oranj /Ethidium Bromide Boyamasi

4T1 hiicrelerine 48 saat MMH-1 bilesigi ile muamelesi sonrasi hiicrelerde
apoptozun morfolojik olarak tespit edilmesi i¢in yapildi. MMH-1 ile muamele edilen
hiicreler inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikanarak %70 etanol ile fikse edildi ve akridin
oranj/ethidium bromide ¢alisma soliisyonu (Cat No./ID: A6014-E1510) (Sigma Aldrich,
Almanya) ile boyanarak floresans mikroskopta incelendi. MMH-1 bilesiginin 3 ve 6 uM;

5-FU kemoterapik ilacin ise 30 uM dozunda 48 saat muamele edildi.

3.2.5. Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow Sitometrik incelenmesi

MMH-1 maddesinin olas1 sitotoksik etkilerinin apoptotik yolagin aktiflenerek mi
yoksa hiicrelerde nekrozisle mi oldugu Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC (Cat
No./ID:556547) (BD, New Jersey, ABD) kit protokolii gore incelendi. 6 kuyucuklu deney
kaplarina 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan 24 saat sonrasinda uygun doz ve
saatte bilesikler uygulanarak 5 pL florokrom-konjuge Annexin V ve 5 pL Propidium
Iodide boyalar1 eklendi. 15 dakika inkiibe edildikten sonra, flow sitometri (BD Via, New
Jersey, ABD) ile analiz edildi.

3.2.6. Farelere 4T1 Tiimor Hiicresi Enjeksiyonu
4T1 hiicrelerini 1 ml'lik bir siringaya aktarip BALB / ¢ farelerinin meme bezlerine
deri altindan (subkutan yol) 100 pl hacimde (1 x 10° hiicre bulunur) 4T1 tiimér hiicreleri

ile fareler inokiile edildi. 10 pl %0,5’lik Trypan-Blue ve 10 pl hiicre siispansiyonu

karisimi 151k mikroskobu ile thoma laminda boyanmamis hiicreler (canli) sayildi. 1
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ml’deki hiicre say1s1 = A x B x 10* (A:Canli hiicre sayis1, B: Diliisyon faktorii (Trypan-
Blue)(x2)).

Sekil 3. 1. Farelere 4T1 hiicrelerinin enjeksiyonu.

3.2.7. Gruplarin Olusturulmasi

Bu ¢alismada fareler 6 grup ve her grupta 10 fare olacak sekilde olusturuldu (Tablo
3.2). Deneyde 8 haftalik disi BALB/c fareleri (18-22 gram) kullanildi. Yaklagsik iki hafta
sonunda timér olusan fareler (yaklasik 50 mm®) randomize olarak gruplara ayrildi.
Kanser olusturulmayan Kontrol (Negatif Kontrol) ve kanser olusturulan DMSO (Pozitif
Kontrol), MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU ve 5-FU + MMH-1 (50mg) toplam 6
grup olusturuldu (Tablo 3.2). Kontrol ve DMSO gruplarina DMSO ¢oziiciisii diger
gruplara ise MMH-I, 5-FU ya da her ikisi birlikte 21 giin boyunca giinasir1 intraperitoneal
(Lp) olarak verildi. Etken maddeler (MMH-I ve 5-FU) DMSO ortaminda ¢oziildiikten
sonra %1 DMSO olacak sekilde PBS (phosphate buffered saline) ile diliie edildikten

sonra son konsantrasyon (100 ul) hazirlandi.
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Tablo 3. 2. Gruplarin olusturulmasi ve etken maddelerin doz ve verilis yollart.

Gruplar Uygulanan maddeler Uygulama dozu Uygulama
veya coziiciiler yolu
Kontrol DMSO %1 ILp
DMSO DMSO %1 IL.p
MMH-1 (50mg) MMH-1 50 mg/kg I.p
MMH-1 (100mg) MMH-1 100 mg/kg Lp
5-FU 5 Fluorouracil 20 mg/kg I.p
5-FU + MMH-1 5 Fluorouracil ve Sirastyla 20 mg/kg ve Lp

(50mgq) MMH-I 50 mg/kg

3.2.8. Letal Doz Calismasi

MMH-1’in letal dozu (LD50) Karber’in aritmerik yontemi gore hesaplanmistir
(154). LD50 galismasinda her grupta 4 fare olmak iizere 4 grup olusturuldu. Sirasiyla
gruplara 125, 250, 500 ve 1000 mg/kg dozlarinda MMH-1 maddesi verildi ve sirasiyla
Olen fare sayilar1 0, 1, 2, 4 oldu. Sekil 3.2°deki formiile gére LD50 hesapland1 ve 515.62
mg/kg bulundu.

3(ah)
I.D50 = LDm ai—
n
LD100: Denemede %100 6liim dozu
n: Her gruptaki hayvan sayisi
a: Ardigik iki doz arasindaki fark
b: Ardigik iki dozdan Gliimlerin aritmetik ortalamasi

Sekil 3. 2. Letal doz hesaplama formiilii.

3.2.9. Farelerin Bakimi ve Tiimor Takibi

Biitiin fareler, 12 saatlik aydinlik / 12 saatlik karanlik bir dongii altinda kontrolli

bir atmosfer altinda (%50 bagil nemde 25 + 1 °C) barindirildi. Hayvanlar her zaman

yiyecek ve suya serbestce erisebildi ve yemek kaplari her giin taze diyetle dolduruldu.
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Deney hayvami kullanimi1 Harran Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan

onaylanan protokollere gore gergeklestirildi.

Sekil 3. 3. Timor olusumu.

Timor varlig icin isaret parmagi ve bas parmak ile palpe ederek enjeksiyon
alanini giinliik olarak tiimori izlendi. Timor hacimleri Sekil 3.4’te gosterilen formiile

gore hesaplandi. Timor hacimlerinin Slgtimleri vernier caliper ile yapildi.

/6 X a* X b?

a: Kisa Eksen

b: Uzun eksen

Sekil 3. 4. Tiimor hacimlerinin hesaplanmasi ve vernier caliper.

3.2.10. Tiimér ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Deney sonunda fareler genel anesteziye alindi (Ketamin/Ksilazin 200/10 mg/kg

im,ip). Anestezi bulgular1 olusunca ve farelerin refleksleri kaybolduktan sonra,
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iyatrojenik hemoliz olugmamasi i¢in Onceden heparin ile yikadigimiz enjektorlere
dogrudan kalbe girerek kan 6rnekleri alindi (Sekil 3.4). Daha sonra alinan tiimor dokulari
% 10’ luk formol soliisyonuna alinarak patoloji laboratuvarina gonderildi (Sekil 3.5)
Ayrica alinan kanlar karnitin analizi i¢in 5 pl (yaklasik 2 damla) Gutrie kagitlarina

damlatildiktan ¢aligsma giiniine kadar saklandi.

Sekil 3. 5. Kan 6rneklerinin alinmasi.

Sekil 3. 6. Tiimor dokularinin alinmasi.
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3.2.11. ELISA Analizleri

Tiimo6r ve normal dokular yaklasik 50- 100 mg tartildi ve 10 kat diliie edilecek
sekilde PBS cklenerck homojenizatorde yaklasik 30 dakika homojenize edildi. 5000
rpmde 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatantlari temiz tiiplere almarak -20 °C’de
calisma gilinline kadar saklandi. Calisilacak olan 6rnekler en az 2 saat dncesinde oda
sicakligina alind1 ve kit protokolleri (CA IX Katalog No: E-EL-M0227, Kaspaz 3 Katalog
No: E-EL-M0238, E-Cadherin Katalog No: E-EL-M0211 ve Vimentin Katalog No:
E2669Mo0) uygulandi.

Standart Hazirlama

CA IX igin: 10,000 g’de 1 dk santrifiij edilen standart (1000 pg/mL stok) iizerine
Reference Sample & Standard Diluent (RS-SD) (1 ml) eklenerek homojenizasyon yapildi
ve yaklasik 10 dakika bekletildi. 7 adet temiz tiip yazilarak (500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63 ve 0 pg/mL) 500u1 RS-SD eklendi. ilk tiipe stok soliisyonunundan 500 ul alind: bir
sonrakine aktarildi son tiipe kadar bu sekilde devam edildi.

Kaspaz 3 i¢in: 10,000 g’de 1 dk santrifiij edilen standart (10 ng/mL stok) {izerine
RS-SD (1 ml) eklenerek homojenizasyon yapild: ve yaklasik 10 dakika bekletildi. 7 adet
tiip yazilarak (5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.32, 0.16 ve 0 ng/mL) 500ul RS-SD eklendi. Ilk tiipe
stok soliisyonunundan 500 pl alindi sonrakine aktarildi son tiipe kadar bu sekilde devam
edildi. E-Cadherin igin: 10,000 g’de 1 dk santrifiij edilen standart (4000 pg/mL stok)
tizerine RS-SD (1 ml) eklenerek homojenizasyon yapildi ve yaklasik 10 dakika
bekletildi. 7 adet temiz tiip yazilarak (2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5 ve 0 pg/mL) 500u1
RS-SD eklendi. Ilk tiipe stok soliisyonunundan 500 pl alind bir sonrakine aktarild: son
tipe kadar bu sekilde devam edildi. Vimentin i¢in: 10,000 g’de 1 dk santrifiij edilen
standart (48 ng/mL stok) iizerine RS-SD (1 ml) eklenerek homojenizasyon yapildi ve
yaklasik 10 dakika bekletildi. 7 adet tiip yazilarak (24, 12, 6, 3, 1.5 ve 0 pg/mL) 500ul
RS-SD eklendi. Tlk tiipe stok soliisyonunundan 500 pl alind: sonrakine aktarildi son tiipe
kadar bu sekilde devam edildi.

Cahsma Prosediirii (CA 1X, Kaspaz 3 ve E-Cadherin)

ELISA kitindeki ¢calisma protokollerine gore islemler sirasiyla yapildi.
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. 96 kuyucuklu playte 100 pl standart, 6rnek ve blank olacak sekilde dikkatlice
eklendi ve 90 dk 37°C’de inkiibe edildi.

. 1:100 oraninda hazirlanmis biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma soltisyonundan 100
ul eklenerek, yapiskan film ile kaplandi ve 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

. Tim kuyucuktaki sivilar uzaklastirildi ve yaklasik 350 pl olacak sekilde yikama
soliisyonu ile 1-2 dk arayla 3 tekrar yikandi.

. 100 pl 1 :100 oraninda hazirlanmis HRP-konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi ve
30dk 37°C’de inkiibe edildi.

. Tim kuyucuktaki sivilar uzaklastirildi ve yaklasik 350 pl olacak sekilde yikama
soliisyonu ile 1-2 dakika arayla 5 tekrar yikandi.

. 90 ul substrat soliisyonu eklenerek 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

. 50 pl stop soliisyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu. Optik yogunlugu

450nm de okutularak tespit edildi.

Calisma Prosediirii (Vimentin)

ELISA kitindeki ¢alisma protokollerine gore islemler sirasiyla yapildi.

. Standart kuyucuklarina 50 pl standart eklendi

. Numune kuyucuklarina 40 pl numune ve 10 pl Anti-VIM antikoru eklendi.

. Daha sonra numune ve standat kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP eklendi.
Iyice Karistirildiktan sonra yapiskan film ile kaplandu.

. 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Yapigkan film ¢ikarildiktan sonra yikama soliisyonu ile 1-2 dk 5 tekrar yikandi.

. Her bir kuyucuga 50 ml substrat sollisyonu A ve ardindan 50 ml substrat soliisyonu
B eklendi.

. Yeni bir yapigkan film ile kapatildiktan sonra 37°C’de 10 dakika siiresince inkiibe
edildi.

. 50 pl stop soliisyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu

. Optik yogunlugu 450nm de okutularak tespit edildi.

3.2.12. Real Time PCR

Total RNA izolasyonu ve mRNA’dan cDNA Sentezi
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Qiagen RNeasy mini Kit (Cat No./ID:74104) (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
protokolleri takip edilerek Total RNA izolasyonu yapildi. Qiagen RT? First Strand Kit
(Cat No./1D:330404) (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) is akis protokollerine gore elde
edilen total RNA i¢indeki mRNA’y1 cDNA’ya ¢evirmek i¢in kullanildi.

Real-Time PCR (qPCR-mRNA)
Gen ekspresyon primerleri, gen bolgesinin herhangi bir yerinde olabilir. Bu
nedenle NCBI veritabani ile primerler tasarlandi. Kullanilan primerlerin dizileri Tablo

3.3’te gosterildi. GAPDH geni Housekeeping gen olarak kullanildi.

Tablo 3. 3. Gen Primer dizileri (Mus musculus).

Primer Ileri Primer (5'-3") Geri Primer (3'-5")
Vimentin TGCTTCAAGACTCGGTGGAC GGTCAAGACGTGCCAGAGAA
E-Cadherin GACAGAAACGAGACTGGGTCA ACCAACTTCCTCTCCTACCTG
Kaspaz-3 TCTAAGCCATGGTGATGAAGGG CGCCTCTGAAGAAGCTAGTCAA
CAIX TTGTGGGGACCTCGTGATTC GGGAAGGAAGCCTCAATCGT
GAPDH GAGTTGCTGTTGAAGTCGCAG GGCTTGTCTCTGGTGTGACAG

Es zamanli PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR cihaz1 (Qiagen
GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak mRNA ekspresyonuna bakilmak i¢in Tablo 3.4’de
belirtilen miktarlara gére qPCR karisimi hazirlandi. Hazirlanan karigim 9.5 pl olacak
sekilde uygun tiiplere dagitilarak, her farenin timor ve normal dokusuna ait cDNA, gPCR

Onkarigimi igeren her tiipe eklendi. Tablo 3.5°de belirtilen PCR kosullarinda ¢aligildi.

Tablo 3. 4. qPCR karigimu.

Bilesenler Hacim (pl)
SYBR Green Mastermix 5

Ileri Primer (10 pM) 0,3
Geri Primer (10 uM) 0,3
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3,9
cDNA 1
Total 10
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Tablo 3. 5. gPCR Tepkime kosullari.

Aktiviteler Sicaklik (°C) Siire
Enzim aktivasyonu 95 10 Dakika
Denatiirasyon 95 15 Saniye
Primer baglanmasi 58 60 Saniye } 40 Dongii
Primer uzamast 72 30 Saniye

3.2.13. Histopatolojik inceleme

Meme kanseri olusturulan gruplardan elde edilen timor dokular plastik doku

kasetine alindiktan sonra takip cihazina aktarildi ve Tablo 3.6’da gosterilen protokoller

uygulandi. Bu doku takip isleminden sonra ¢elik blok kaliplarina alinip blok hazirland.

Tablo 3. 6. Parafin doku takip yontemi protokolleri.

Sira No Yapilan islemler Siire
1. %70’lik Formaldehit 1 Saat
2. %10’lik Formaldehit 1 Saat
3. %70’lik Etil Alkol 1 Saat
4. %80’lik Etil Alkol 1 Saat
o. %90’1lik Etil Alkol 1 Saat
6. %99’1uk Etil Alkol 1 Saat
7. %99’1uk Etil Alkol 1 Saat
8. %99’1uk Etil Alkol 1 Saat
9. Ksilen 1 Saat
10. Parafin 1 Saat

Sogutulan kesitler rotari mikrotom cihazi ile 4 mikron kalinliginda kesildi ve

benmari su banyosuna alindiktan sonra lamel iizerine alind1. 1 saat 70 °C’de bekletilen

kesitlere Tablo 3.7’deki protokoller uygulandi. Islemler bittikten sonra lam ile kapatildi.
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Tablo 3. 7. Hematoksilen-Eozin boyama protokolleri.

Sira No Yapilan Islemler Siire

1. Ksilen 1 Saat

2. Ksilen 15 Dakika
3. Ksilen 15 Dakika
4. %96’ 11k Etil Alkol 15 Dakika
5. %80’lik Etil Alkol 15 Dakika
6. %70’lik Etil Alkol 15 Dakika
7. Akarsu 5 Dakika
8. Hematoksilen 1 Dakika
9. Akarsu 2 Dakika
10. %70’lik Etil Alkol 1 Dakika
11. Eozin 1 Dakika
12. %70’lik Etil Alkol 1 Dakika
13. %90’l1k Etil Alkol 1 Dakika
14, %96’11k Etil Alkol 1 Dakika
15. Ksilen 1 Dakika
16. Ksilen 1 Dakika

3.2.14. Metabolomik Analizler

Plazma 6rneklerinden 5 pl gutria kagidina absorbe edilerek 25°Cde gece boyunca
kurutuldu. 200 pl NSKA (Amino asit) ve NSKB (Karnitin) internal standartlart
eklendikten sonra 30 dk karigtirilarak azot gazi altinda 30 dk kurutuldu. 60 pl DRVT
eklenerek 60 °C de 30 dk inkiibasyona birakilarak tiirevlendirildi ve azot gazi altinda 30
dk kurutuldu. 100 pl mobil faz (acetonitril: metanol: formic acid) soliisyonu eklenerek
8040 LC-MS/MS cihazinda ¢alisildi.

Serbest karnitin, asetil karnitin, propiyonil karnitin, metilmalonil karnitin,
izovaleril karnitin, tiglil karnitin, hidroksiizovaleril karnitin, glutaril karnitin, hekzanoil
karnitin, adipoil karnitin, oktanoil karnitin, oktenoil karnitin, suberoil karnitin, dekanoil
karnitin, decenoil karnitin, sebakoil karnitin, dodekanoil karnitin, miristoil karnitin,

tetradecenoil karnitin, tetradekadienoil karnitin, palmitoil karnitin stearoil karnitin, oleil

54



karnitin, linoleil karnitin ve hidroksioleil karnitin toplam 27 karnitin analizi yapild.
Ayrica metilglutaril, valin, 16sin/izoldsin, metiyonin, fenilalanin, argininostiksinik asit,
tirozin, alanin, aspartat, arjinin, sitriilin, glisin, ornitin ve glutamat toplam 14 amino asit

analizi yapildi.

3.3. istatiksel Analiz

Veriler IBM SPSS 22.0 kullanilarak istatiksel analizi yapild1 ve ortalama +
standart sapma (Ort£Ss) olarak sunuldu. Shapiro-Wilk testi ile normallik
degerlendirilmesi yapilmistir. Degiskenlerin gruplar arasi1 karsilastiriimalarinda One Way
Anova ve c¢oklu karsilastirmalarda Tukey testleri kullanildi. Ayrica bagimli gruplarin
degerlendirilmesinde Paired Sample T testi kullanildi. Cok degiskenli istatistiksel analiz
icin, LC-MS/MS analiz sonucunda elde edilen metabolit verileri MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/) sunucusuna yiiklendi. ilk olarak gruplardaki farelerin
egilimlerini ve kiimelenmelerini tespit etmek amaciyla kismi en kiigiik kareler
diskriminant analizi (PLS-DA) yapildi. Kiimelesmeye ve ayrismaya katkisi olan
karnitinlerin 6nem dereceleri projeksiyonda degisken 6nem (VIP) skoru olarak verildi.
Analizini yaptigimiz amino asitlerin ve Kkarnitinlerin gruplardaki yogunluklarini
gorsellestirmek igin 0klid mesafe 6lgiisii, T-test modu ve ward algoritmasi kullanilarak

hiyerarsik kiimeleme yoluyla 1s1 haritalar1 olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. In Vitro Calisma Sonuclar

4.1.1. Molekiiler Docking Sonuglari

Bu c¢alismada kullamlan MMH-1 molekiiliiniin anti-kanser aktiviteleri
calisilmadan 6nce hedef protein olan CA IX’un iizerindeki inhibitor etkileri molekiiler
docking yontemiyle incelendi. MMH-I’in CAIX ile baglanma afinitesi ve modlarina

sahip oldugunu gosterdi (Tablo 4.1). MMH-1"in baglanma afinitesi -6.6 kcal/mol’diir.

Tablo 4. 1. CA IX proteininde MMH-1"in in silico sonuglari.

Analiz Gorsellestirme  Protein Ligand Amino Asit Kalintis1
Autodock 3D BIOVIA 5FL6 MMH-1  SER30, LEU95, GLU106,
Vina Discovery Studio HIS107, GLU117, ILE118,
Visualizer VAL120, VAL142, TYR195,

SER198, ILE209

CA IX ile MMH-1 ligandi arasinda sirastyla GLU106, SER198 hidrojen ALA144
ile m-alkil, SER30, LEU95, GLU117, ILE118, VAL120, TYR195, VAL208 ve ILE209

ile van der waals, HIS107 ile n-kiikiirt ve VAL142 ile n-sigma baglar1 kurdugu bulundu
(Sekil 4.1).

VAL
: H A:208
H
- <o
: y SER
N\ . A:30
- HIS
LEU VAL A:107
A:95 A142 s
ILE
A:118 YR
VAL A:195

Sekil 4. 1. Molekiiler Docking sonuglari.
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4.1.2. MTT Yontemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MMH-1 molekiiliiniin hiicreler tizerindeki sitotoksik dozu (IC50) ve inkiibasyon

siiresi MTT yontemiyle tespit edildi. MMH-1’in IC50 degerleri 24, 48 ve 72 saat i¢in
sirastyla 8.124 uM, 5.933 uM ve 5.629 uM oldu. SLC-0111 igin IC50 degerleri 24, 48 ve
72 saat i¢in sirastyla 28.19 uM, 26.79 uM, 26.40 uM ve 5-FU i¢in ise 1C50 degerleri 24,
48 ve 72 saat igin sirasiyla 33.97 uM, 24.56 uM ve 18.95 uM oldu (Sekil 4.2). Etkin doz
ve saat sirastyla; MMH-1 i¢in, 6 uM ve 48 saat oldugu belirlendi.

M saat
150+
g -» MMHI
= 100 - S5CL-0111
o e
E __1-_:_!"‘-'51-..‘_!5_ —— S-F[.:
& 90 ™ =
5‘&,&_! e
§ o e oy
- o 25 5 10 25 50 100 200
50
MNOAH] | SCL-0111 | 5-FU
8124 2819 33497
48 saat
= 150
E - MM
00 =— = SCL-0111
S B & - 5FU
g = N
& \, o
@ —
E o —————a o+ §
:: 0 25 5 10 25 50 100 200
50
MMBH]L | SCL-0111 | 5-FU
5.933 26.79 24.56
72 =aat
150
E —= NIMEHI
E 100— — = SCLOI111
= - S —~ 5FU
£ 507 N, e m
§ k_\ iy S 1 .
: - —— 7 &
=
" 0 25 5§ 10 25 50 100 200
-50-
MMH]1 | SCL-0111 | 5-FU
5626 |26.40 18855

Sekil 4. 2. MMH-1, 5-Fu

ve SLC-0111 bilesiklerinin IC50 degerleri.
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4.1.3. Akridin Oranj /Ethidium Bromide (AO/EtBr) Boyamasi

4T1 hiicrelerine 48 saat MMH-1 bilesigi ile muamelesi sonrasi hiicrelerde
apoptozisin morfolojik olarak tespit edilmesi i¢in yapildi. MMH-1 bilesiginin 3 ve 6 uM;
5-Fu kemoterapik ilacin ise 30 pM dozunda 48 saat muamele edildi. MMH1’in her iki
dozda da hiicrelerde apoptozisi tetikledigi tespit edildi. Bunun yani sira 5-Fu, MMH-1"in
5 kat1 muamele sonrasinda benzer sonug gosterdi. Yesil renk canli, sari-turuncu erken

apoptozis ve kirmizi nekroza ugrayan hiicreler olarak yorumlandi.

Negatif 5-Fu- 30uM MMHI- 3uM MMHI- 6uM

Sekil 4. 3. AO/EtBr boyama sonuglari.

4.1.4. Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow Sitometrik incelenmesi

4T1 hiicrelerine MMH-1 bilesigi 3 uM ve 6 uM dozlarda uygulandiktan sonra
Annexin-V analizi yapildi. MMH-1’in 3 pM dozda uygulandiktan sonra hiicrelerin
%21.5’inde erken apoptoz ve %41.1’inde ge¢ apoptoz oldugu saptanmistir. Ayrica
hiicrelerin %13.6’sinda nekroz oldugu ve %23.8’i canli kaldig1 goriilmiistiir. MMH-1in
6 uM dozu uygulandiktan sonra ise hiicrelerin %19.1’inde erken apoptoz ve %58.1’inde
gec apoptoz oldugu saptanmistir. Ayrica hiicrelerin %12.3’linde nekroz oldugu ve
%10.5°1 canli kaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.4). Analiz sonucunda 3 uM doz uygulamasi

4T1 kanser hiicrelerinin %62.6’sin1 ve 6 uM dozun ise hiicrelerin %77.2’sini apoptoza
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gotlirmiistir. MMH-1 bilesiginin artan dozu ile orantili olarak hiicrelerde apoptozu

tetikledigi sonucuna ulasildi.
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Sekil 4. 4. Apoptotik hiicrelerin yiizde oran grafigi.

4.2. In Vivo Cahsma Sonuclan

4.2.1. Tumor Hacmi

4T1 timor hiicresi farelere enjeksiyonundan 14 giin sonra tiimor hacimleri
yaklasik 50-60 mm?® boyutlaria ulastiktan sonra fareler gruplara ayrildi ve tedaviye
baslandi. Tedavinin 1. giinii, 7. giinii, 14. giinii ve 21. giinii tiimdr enjeksiyonundan
sonraki sirastyla 14. giinii, 21. giinii, 28. giinii ve 35. giliniinii olusturdu. Tedavinin 21.
giinii tedavi bitirildi ve bir sonraki giin (4T1 enjeksiyonundan sonraki 36. giin) fareler

sakrifiye edildi ve tiimor dokular1 ¢ikarildi (Sekil 4.5).
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DMSO MME (S0mg) ~ MMH-[ (100mg) S S-FuthMH-|

Sekil 4. 5. Farelerden ¢ikarilan timor doku ornekleri.

DMSO grubunda ortalama timér hacmi sirastyla 53 mm?®-600 mm3-1225 mm?®-
1725 mm? boyutuna, 5-FU grubunda sirasiyla 55 mm?®- 493 mm3-1073 mm?3-1535 mm3,
MMH-1 (50mg) grubunda sirastyla 46 mm?3- 356 mm?3- 970 mm?3-1389 mm?, MMH-1
(100mg) grubunda sirasiyla 45 mm3-544 mm?3- 644 mm?3- 951 mm3, 5-FU+MMH-1
grubunda ise 58 mm3-250 mm?3-184 mm?3-119 mm? (Sekil 4.6).

—— DMSO
. — MINIH-| (50mg)
— MMH-| (100mg)
—5.FU

1500 5-FU-+MMH-I

1.000

S00
400
300

Tlimér Hacmi (mm3)

100 ‘
s0 ~

20

14 21 28 36

Tedavi Gdnud

Sekil 4. 6. Tiimor hacimlerinin gilinlere gore degisimi.

Herhangi bir kemoterapdtik ajan almayan DMSO grubunda tiimor hacmi en
yiiksek degere ulasti. Kemoterapdtik ajan olan S-Fluorourasil’in  verildigi 5-FU
grubundan ise tiimoér hacmi DMSO grubuna goére daha yavas yiikselis ve daha az bir
hacme ulasti. Siilfonamid tiirevi olan MMH-1’in disiik doz verildigi MMH-1 (50mg)
grubunda ise tiimdr hacmi hem DMSO hem de 5-FU grubuna gore daha az bir degere
ulasti. MMH-1"in yiiksek doz verildigi MMH-1 (100mg) grubunda ise DMSO, 5-FU ve
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MMH-1 (50mg) gruplarina gore belirgin bir sekilde tiimor hacminin biiyiimesindeki hiz
azald1 ve daha az bir degere ulasti. 5-FU+ MMH-1 grubunda ise en etkili sonuglara

ulasildi. Tiimor hacmi tedavinin ilk haftasindan sonra azalmaya basladi.

4.2.2. ELISA ve PCR Analiz Sonuclari

Vimentin, E-Cadherin, CA IX (CA 9) ve kaspaz 3 (CAS-3) seviyeleri farelerden
alinan hem meme tiimor dokularinda hemde normal meme dokularinda analiz edildi.

Vimentin timor protein ekspresyonu (VIM-T) DMSO grubunda normal meme
dokusuna (VIM-N) gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu. Diger
gruplarda ise normal dokuya gore tiimor dokusunda diisiis gosterdi (p>0.05). Gen
ekspresyonu diizeyinde ise MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg) ve 5-FU + MMH-1
gruplarinda vimentin normal dokuya gore tiimor dokularinda anlamli olarak diisiik ve
DMSO grubunda ise anlamli olarak yiiksek bulundu. Ancak 5-FU grubundaki diisiis
anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7. ELISA (A) ve PCR (B) yontemleri ile vimentin analiz sonuglart.

E-Cadherin protein seviyesi MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg) ve 5-FU + MMH-
1 gruplarinda normal meme dokusuna (E-CAD-N) gore tiimor dokularinda (E-CAD-T)
artis bulundu (p<0.05). DMSO ve 5-FU gruplarinda ise normal meme dokusuna gore

tiimor dokularinda sirasiyla azalis ve artis bulundu (p>0.05). Gen ekspresyon diizeyinde
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ise tiim gruplarda normal meme dokularina gore tiimor dokularinda artis bulundu. Ancak

DMSO grubundaki bu artis anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.8).

E-Cadherin Protein Sevive (mg/ml.)
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Sekil 4. 8. ELISA (A) ve PCR (B) yontemleri ile E-Cadherin analiz sonuglari.

CA IX protein seviyesi tiim gruplarda normal dokulara gore (CA-9-N) tiimor
dokularinda (CA-9-T) anlamli bir artig bulundu (p<0.05). Ancak en yiiksek artis DMSO

grubunda oldu (p<0.01). Gen ekspresyonlarinda ise DMSO grubu hari¢ diger gruplarda

normal meme dokularina gore tiimdr dokularinda anlamli bir azalmanin oldugu bulundu

(p<0.01). Ancak 5-FU grubundaki bu azalma anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. ELISA (A) ve PCR (B) yontemleri ile CA IX analiz sonuglart.
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Kaspaz 3 seviyesi protein seviyesi normal dokulara (CAS-3-N) gore timor
dokularinda (CAS-T) MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU ve 5-FU + MMH-1
gruplarinda anlamli bir artis oldugu bulundu (p<0.05). Ancak DMSO grubunda normal
meme dokusuna goére tiimor dokusunda azalma bulundu. Gen ekspresyonlarinda ise
DMSO grubu hari¢ tiim gruplarda normal meme dokusuna gore (CAS-3-N) tiimor
dokularinda (CAS-3-T) anlaml1 artis oldugu bulundu (p<0.01) (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. ELISA (A) ve PCR (B) yontemleri ile Kaspaz 3 analiz sonuglari.

4.2.3. Histopatolojik inceleme

Tim gruplarin histopatolojik incelemelerinde yiiksek grade epitelyal kokenli
tiimOr morfolojisi saptandi. Tiimor hiicrelerinde belirgin niikleol yapilari mevcuttu ve sik
mitotik figiirler izlendi. Gruplardaki tiim doku 6rnekleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde
DMSO grubunda yaklasik %30, MMH-1 (50mg) grubunda yaklasik %55, MMH-1
(100mg) grubunda yaklasik %70, 5-FU grubunda yaklasik %65 ve 5-FU + MMH-1
(50mg) grubunda yaklasik %80 oraninda nekroz saptandi. Bu patolojik verilere gore
tedavide kullandigimiz etken maddeler tiimor hiicrelerini 6ldiirmede basarili sonuglar
gosterdi. MMH-1 maddesi 50mg gore 100mg dozu daha basarili sonuglar gosterdi. En
etkili sonuglar kombine tedavi alan 5-FU + MMH-1 grubunda gozlendi (Sekil 4.11, Sekil
4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 (Mavi ok canli, yesil ok nekrotik

hiicreler)).
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Sekil 4. 11. Kontrol grubu meme dokusunda HE boyama (X200).

Sekil 4. 12. DMSO grubu tiimér dokusunda HE boyama (X200).
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Sekil 4. 13. MMH-1 (50mg) grubu tiimér dokusunda HE boyama (X200).

Sekil 4. 14. MMH-1 (100mg) grubu tiimor dokusunda HE boyama (X200).
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Sekil 4. 15. 5-FU grubu tiimdr dokusunda HE boyama (X200).

Sekil 4. 16. 5-FU + MMH-1 (50mg) grubu tiimor dokusunda HE boyama (X200).
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4.2.4. Metabolomik Analiz Sonuglari

Karnitin Profilinin Incelenmesi

Meme kanseri gruplarindaki (DMSO, MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU
ve 5-FU + MMH-1 (50mg)) ve kontrol grubundaki farelerin plazmalarindaki karnitin
miktarlar1 Tablo 4.3°te ve Sekil 4.17°de gosterildi.

Calismada analizini yaptigimiz karnitinler arasinda negatif kontrol grubuna gore
C0; DMSO grubunda artt1i, C2; DMSO grubunda artti, C3; DMSO ve MMH-1 (50mg)
gruplarinda artti, C5; DMSO, MMH-1 (50mg) ve MMH-1 (100mg) gruplarinda artti,
C5:1; DMSO grubunda artti, C5-OH; DMSO grubunda artti, C5DC; DMSO ve MMH-1
(50mg) gruplarinda artti, C6; DMSO, MMH-1 (50mg) ve MMH-1 (100mg) gruplarinda
arttt, C8; DMSO grubunda artti, C10; DMSO ve MMH-1 (50mg) gruplarinda artti,
C10DC; DMSO ve MMH-1 (50mg) gruplarinda artti, C12; DMSO, MMH-1 (50mg) ve
MMH-1 (100mg) gruplarinda artti, C14; DMSO, MMH-1 (50mg) ve MMH-1 (100mg)
gruplarinda artti, C14:1; DMSO ve MMH-1 (50mg) gruplarinda artti, C16; DMSO,
MMH-1 (50mg) ve MMH-1 (100mg) gruplarinda artti, C16:1; DMSO ve MMH-1 (50mgQ)
gruplarinda arttr, C18; DMSO, MMH-1 (50mg) ve MMH-1 (100mg) gruplarinda artti,
C18:1 DMSO ve MMH-1 (100mg) gruplarinda artt1, C18:2; DMSO, MMH-1 (50mg) ve
MMH-1 (100mg) gruplarinda artt1 ve C18:-OH; DMSO ve MMH-1 (50mg) gruplarinda

artt1 ve bu artislar istatiksel olarak anlamli bulundu.

B cio
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Wc3  Wcine
Ncs  Mcn2
coc Mcr
WCs i
10000 cs1 MC142
Wcson Mcis
csoc MCI6:
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cenc Mcis:!
cs  Mc1s2
ce1 MCIg: oH
[ [ely

30000

20000

Hmolil

b b bt bbb b

DMSO MWHH MivIHH KONTROL 5-FU S-FU+MMHH
(50ma) (100maq)

Sekil 4. 17. Gruplarin serum karnitin seviyeleri.
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Pozitif kontrol grubuna (DMSO) gore CO; 5-FU, MMH-1 (100mg) ve 5-
FU+MMH 50mg gruplarinda azalis, C2; 5-FU+MMH-1 (50mg) grubunda azalig, C3; 5-
FU, MMH-1 (100mg) ve 5-FU+MMH 50mg gruplarinda azalis, C4DC; 5-FU ve 5-FU+
MMH-1 (50mg) gruplarinda azalis, C5:1; MMH-1 (100mg) grubunda azalig, CSOH; 5-
FU+ MMH-1 (50mg) grubunda azalis, CSDC; 5-FU, MMH-1 (100mg) ve 5-FU+ MMH-
1 (50mg) gruplarinda azalig, C6; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalis,
C6DC; 5-FU grubunda azalis, C8; 5-FU+ MMH-1 (50mg) grubunda azalis, C10; 5-FU+
MMH-1 (50mg) grubunda azalis, C10DC; 5-FU+ MMH-1 (50mg) grubunda azalis, C12;
5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalig, C14; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg)
gruplarinda azalig, C14:1; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalis, C14:2; 5-
FU+ MMH-1 (50mg) grubunda azalig, C16; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda
azalig, C16:1; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalig, C18; 5-FU, MMH-1
(100mg) ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalis, C18:1; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1
(50mg) gruplarinda azalig, C18:2; 5-FU ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalis ve
C18:1-OH; 5-FU, MMH-1 (100mg) ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) gruplarinda azalis
bulundu ve bu azalislar istatiksel olarak anlamiydi.

MMH-1 (50mg) grubu 5-FU grubu ile karsilastirildiginda C5DC, C6, C10, C12,
C14, C14:1, C16, C16:1, C18, C18:2 ve C18:1-OH Kkarnitinlerinde, 5-FU+ MMH-1
(50mg) grubu ile karsilastirildiginda C5DC, C6, C10, C10DC, C12, C14, C14:1, C14:2,
C16, C16:1, C18, C18:1, C18:2 ve C18:1-OH karnitinlerinde ve MMH-1 (100mg) grubu
ile karsilastirildiginda C5DC ve C18:1-OH karnitinlerinde anlamli bir artis olmustur.

MMH-1 (100mg) grubu 5-FU grubu ile karsilastirildiginda C6, C12, C14, C16,
C18, C18:1 ve C18:2 karnitinlerinde ve 5-FU+ MMH-1 (50mg) grubu ile
karsilastirildiginda C6, C12, C14, C14:1, Cl6, Cl16:1, C18, C18:1 C18:2 ve C18:1-OH

karnitinlerinde anlamli bir artis olmustur.

PLS-DA ile Gruplarin Ayrilmasi

Meme kanseri gruplarindaki (DMSO, MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU,
5-FU + MMH-1 (50mg)) ve kontrol grubundaki farelerin serbest ve ester karnitin
seviyelerine gore dagilimlarini kismi en kiigiik kareler diskriminant analizi (PLS-DA) ile
gorsellestirildi. Sonuglar iki boyutlu ve ii¢ boyutlu olarak verildi (Sekil 4.18). PLS-DA
skor grafikleri gore gruplar arasinda belirgin kiimelesme olusmasina ragmen kismi

ayrigma gorildi.
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Sekil 4. 18. PLS-DA’nin iki boyutlu (A) ve {i¢ boyutlu (B) skor grafikleri.

Diferansiyel Karnitinlerin Taranmasi

Kanser gruplarini (DMSO, MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU, 5-FU +
MMH-1 (50mg)) kontrol grubundan ve kanser gruplarmin kendi arasinda ayirt etme
giiclerine gore karnitinleri siralayan projeksiyonda degisken onem (VIP) grafikleri
olusturuldu (Sekil 4.19). Karnitinlerin gruplarin ayrismasina katkisi artarsa VIP skoru da
artmaktadir. Karnitinlerin gruplardaki yogunluklarindaki artig azalis sirasiyla kahverengi
ve mavi rengi ile belirtilmektedir. Gruplarin ayrismasina katkisi en ytiksek ilk ti¢ karnitin
C12 (Dodekanoil Karnitin), C5DC (Glutaril Karnitin) ve C16’dir (Palmitoil Karnitin).

Gruplardaki karnitinlerin yogunluklarin1 gdsteren bir 1s1 haritast ¢izildi (Sekil
4.20). Siitunlar gruplar satirlar ise karnitinleri temsil etmektedir. Karnitinlerin
yogunlugunun artmasi ve azalmasi sirasiyla kahverengi ve mavi rengi ile belirtilmektedir.
Is1 haritasia bakildiginda Kontrol, 5-FU ve 5-FU + MMH-1 (50mg) gruplar1 benzer
yogunlukta karnitin seviyeleri gostermektedir. Ancak DMSO, MMH-1 (50mg) ve MMH-
1 (100mg) gruplarinda belirgin sekilde karnitin yogunluklar1 artmaktadir. MMH-1"in
50mg gore 100mg verilmesi karnitin seviyelerini kontrol grubuna yaklastirmistir. Kontrol

grubu ile benzerlik orani en yiiksek karnitin profili sergileyen 5-FU + MMH-1 (50mg)

grubu olmustur.
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Sekil 4. 19. Onemli karnitinleri gosteren VIP grafigi.

class
1is 5-FU
5-FU + MMH-|
i DMSO

KONTROL
MMH-1{100mg)
MMH-I{50mg)

IFHINN + N3-S
TOHLNOH
[BUioOTIFHININ

{Busos)-HIN

Sekil 4. 20. Gruplardaki karnitinlerin yogunluklarini gésteren 1s1 haritasi.
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Amino Asit Profilinin incelenmesi

Meme kanseri gruplarindaki (DMSO, MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU
ve 5-FU + MMH-1 (50mg)) ve kontrol grubundaki farelerin plazmalarinda serbest amino
asit miktarlar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.21°de gosterildi.

Analizini yaptigimiz amin asitler arasinda negatif kontrol grubuna gore
metilglutaril; MMH-1 (50mg) grubunda artt1, valin; 5-FU grubunda artt1, 16sin / izoldsin
orani; DMSO ve 5-FU gruplarinda artti, metiyonin; 5-FU grubunda artt1, fenilalanin;
MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg) ve 5-FU+MMH-1 (50mg) gruplarinda artti,
argininosiiksinat; DMSO ve MMH-1 (50mg) gruplarinda artti, tirozin; 5-FU grubunda
artt1, aspartat; DMSO, MMH-1 (50mg) ve 5-FU gruplarinda artti, sitriilin; DMSO, MMH-
1 (50mg), MMH-1 (100mg) ve 5-FU gruplarinda diistii, glisin, DMSO ve MMH-1 (50mg)
gruplarinda artt1 ve glutamat; DMSO ve MMH-1 (50mg) gruplarinda artt1 ve bu artis veya
diistisler istatiksel olarak anlamli bulundu. Pozitif kontrol grubuna gére metilglutaril; 5-
FU+MMH-1 (50mg) grubunda diistii, valin; 5-FU grubunda artti, metiyonin, MMH-1
(50mg), 5-FU ve 5-FU+MMH-1 (50mg) gruplarinda artt1, tirozin; 5-FU grubunda artti,
arjinin, MMH-1 (50mg) grubunda diistii, glisin; 5-FU ve 5-FU+MMH-1 (50mg)
gruplarinda distii ve glutamat; MMH-1 (100mg), 5-FU ve 5-FU+MMH-1 (50mg)
gruplarinda diistii. Bu artis ve diisiisler istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 4. 21. Gruplarin serum amino asit seviyeleri.
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MMH-1 (50mg) grubu 5-FU gurubu ile karsilastirildiginda metilglutaril ve glisin
amino asitlerinde artis ve valin, metiyonin, tirozin amino asitlerinde diisiis bulundu.
Ayrica MMH-1 (50mg) grubu 5-FU+MMH-1 (50mg) grubu ile karsilastirildiginda
metilglutaril, aspartat, glisin ve glutamat amino asitlerinde artis anlamli bulundu. MMH-
1 (100mg) grubu 5-FU gurubu ile karsilastirildiginda valin, metiyonin ve tirozin amino

asitlerinde diisiis ve glisin amino asidinde artig anlamli bulundu (p<0.05).

PLS-DA ile Gruplarin Ayrilmasi

Meme kanseri gruplarindaki ve kontrol grubundaki farelerin plazmalarindaki
amino asit seviyelerine gore PLS-DA ile gruplardaki fareler gorsellestirildi (Sekil 4.22).

PLS-DA analizine gore gruplar arasinda belirgin kiimelesme olusmasina ragmen kismi

ayrigma gosterdi.
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Sekil 4. 22. PLS-DA’nin iki boyutlu (A) ve {i¢ boyutlu (B) skor grafikleri.

Diferansiyel Amino asitlerin Taranmasi

Kanser gruplarmi (DMSO, MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU, 5-FU +
MMH-1 (50mg)) kontrol grubundan ve kanser gruplarmin kendi arasinda ayirt etme
giiclerine gére amino asitleri siralayan VIP grafigi olusturuldu (Sekil 4.23). Amino
asitlerin gruplarin ayrismasina katkisi artarsa VIP skoru da artmaktadir. Glisin, valin ve

tirozin gruplarin ayrigmasina katkisi en ytiksek ilk ti¢c amino asittir.
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Sekil 4. 23. Onemli amino asitleri gosteren VIP grafigi.

Gruplardaki Kkarnitinlerin yogunluklarini1 gdsteren bir 1s1 haritast ¢izildi (Sekil
4.24). Is1 haritasina bakildiginda kanser gruplarinda neredeyse tiim amino asitlerde
kontrol grubuna artis goriilmektedir ama Kontrol ve 5-FU + MMH-1 (50mg) gruplari
benzer yogunlukta amino asit seviyeleri gostermektedir. DMSO, MMH-1 (50mg) ve 5-
FU gruplarinda belirgin sekilde amino asit yogunluklart artmaktadir. MMH-1 (100mg)

grubu ise kontrol grubuna yaklagmaistir.
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Sekil 4. 24.

Gruplardaki amino asitlerin yogunluklarini gosteren 1s1 haritast.




5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya capinda kadinlar arasinda en sik teshis edilen ve kansere
bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir. Tedavide yeni gelismeler olmasina ragmen
heterojen dogasi geregi biiyiikk zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (155). Hormon
reseptorlerinin (HR'ler) ve HER2 proteinlerinin varligi meme kanserinin alt tiplerinin
olusmasini saglamaktadir. Bu alt tipler: (1) luminal A (HR+/HER2-), (2) HER2+, (3)
luminal B (HR+/HER2+) ve (4) tglii negatif (HR—/HER2-). Bu alt tipler hastaligin
ilerlemesi, insidansi, terapdtik yanit ve metastaz igin farkli risk faktorleri olugturmaktadir
(156).

HR+ olan luminal meme kanserleri gelismis tilkelerde meme kanseri vakalarinin
cogunlugunu olusturmaktadir (156). HR+ meme kanserinde kullanilan ajanlar arasinda
Ostrojen alimini engelleyenler, aromataz inhibibtorleri ve yumurtaliklardan hormon
iiretimini engelleyenler bulunmaktadir. Tedavide daha iyi sonuclar almak i¢in bu ilaglarin
kombine kullanim1 ile ilgili ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir ve metastatik HR+ olan
meme kanserinde genomik ve metabolik degisimlerinin olmasi hormonal tedaviye direng
olugsmasina neden olmaktadir (157). HER2+ meme kanserinde halihazirda ¢esitli ajanlar
ya tek baglarina ya da standart kemoterapi ile kombine olarak kullanilmaktadir. anti-
HER2 monoklonal antikoru, antikor-sitotoksik ajan konjugati ve ikili tirozin kinaz
inhibitorli bu ajanlar arasindadir (156). Son yillarda HER2+ olan meme kanserinde bu
tedavilerin kullanimi ile ortalama hayatta kalma stiresi 20 aydan 5 yila kadar ¢ikmistir.
Ancak bu ajanlara kars1 gelisen direng, kullanilan terapdtiklerin basar1 sansini
azaltmaktadir (158). HR+ ve HER2+ alt tiplerine gore daha agresif olan ti¢lii negatif
meme kanserinde tedavi daha zor olmaktadir. Uglii negatif meme kanseri i¢in kemoterapi
standart tedavi olarak devam etmekte ve tedaviye en az yanit veren alt tiptir (159).
Metastatik ticlii negatif meme kanseri diger alt tiplere gore sitotoksik ajanlarla ortalama
hayatta kalma daha diistik olup 9-12 aydir. ER, PR, HER2 reseptorlerinin ekspresyonun
olmamasi tg¢li negatif meme kanserinde tedavilerinin basarili sonu¢ almasini
engellemektedir (156). Meme kanserinde kullanilan bu ajanlar1 son yillarda basarili
sonuglar gdstermesine ragmen tiimoriin yeniden biiylimesini engelleyemedikleri,
kemorezistans ve radyorezistansin sik meydana gelmesi ve normal hiicrelere karsi
spesifik olmayan toksisite standart tedavilerin 6nemli sinirlamalaridir. Meme kanserinde

yeni terapOtik hedeflerle tam tiimor regresyonu, daha 1yi hedef dis1 toksisite ve hedefe
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Ozgii ajanlarin arastirilmasinda bilim insanlar1 arasinda fikir birligi vardir. Hedefler
arasinda kanser hiicrelerinin gelismesini ve ilerlemesini saglayan enzimlerin
engellenmesi bulunmaktadir ve CA 1X oldukg¢a ilgi gormiistiir (160).

CA IX, su ve karbon dioksiti bikarbonat iyonlarina ve protonlara doniistiiren ve
hipoksi ile indiiklenebilir bir enzimdir. Kanser hiicrelerinin hipoksik mikrogevrede
hayatta kalmalarini saglayarak tiimor homeostazinda 6nemli rol oynaktadir (161). Ayrica
CA IX aktivitesi ile tiimorlerin agresif/invaziv fenotipindeki artisla baglantili oldugu ve
kanser hiicrelerinin go¢ yollarin1 uyararak metastazla iligkili oldugu bildirilmistir. Meme
kanseri dahil birgok tiimor tipinde CA IX’un asir1 eksprese oldugu bircok ¢alismada
bildirmistir (162). Li ve ark. meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde
yaptiklari ¢alismada CA IX aktivitesinin kanser ile dogrudan iliskili oldugunu goésteren
ilk bilgileri bildirmislerdir. Bu c¢alismada kanserin ilerlemesiyle CA IX protein
ekspresyonunda artis oldugunu ve CA IX 6zgii inhibitor ile meme kanserinde terapotik
miidahale ile basarili sonuglar alinabilecegi rapor edilmistir (163). In vivo klinik &ncesi
tiim6r modellerinde yapilan ¢alismalar hipoksik tiimorlerin biiylimesinin ve metastazin
engellenmesi i¢in CA IX’un susturulmasinin gerekli oldugunu gostermistir (164). Chiche
ve ark. LS147Tr kolorektal kanser ksenograftlarinda yaptigi ¢alismada tek basina CA
IX’un susturulmasi ksenograft tiimér hacminde yaklasik %40 azalma, hem CA IX’un
hem CA XII’in genetik deplesyonu ise yaklasik %85 oranda azalma sagladigini
bulmustur (165). Bu baglamda CA IX inhibitorlerinin tasarimi meme kanseri dahil kati
timorlerin tedavisi ig¢in potansiyel bir hedef olarak goriilmektedir (162). Bu hedefler
arasinda siilfonamidler, karbonik anhidraz inhibit6rlerinin en ¢ok arastirilan sinifi
olmustur (166).

Siilfonamidlerin ilk kesfinden beri anti-bakteriyel, antifungal, anti-inflamatuar ve
anti-diyabetik gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip tiirevleri gelistirilmistir (15).
CA’m aktivitesinin siilfonamidle inhibe edilmesinin kesfinden beri birgok siilfa ilaglar,
anti-glokom ajanlari, anti-tiroit ve anti-kanser ajanlarin yeni tipleri agiklanmistir (126).
Kanser tedavisinde bazi siilfonamid tiirevleri FDA tarafindan onaylanmistir. T hiicreli
lenfoma tedavisinde histon deasetilaz inhibitorii olan Belinostat, Vorinostat ve
Romidepsin, kronik lenfositik 16semi tedavisinde bir Bcl-2 inhibitorii olan ABT-199 ve
akut losemilerin ve malign lenfomalarin tedavisinde topoizomeraz II inhibitorii olan
amsakrin onaylan siilfonamidlerdendir (15). Giderek artan sayida ¢alismada siilfonamid

tiirevleri secici CA IX inhibitorleri olarak hiicre kiiltiirii ortaminda ve kanser modeli
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olusturulan hayvan deneylerinde degerlendirilmis olup anti-timor ajanlar olarak
potansiyelleri hakkinda kanitlar sunulmustur.

Markowicz-Piasecka ve ark. sentezledigi sitilfonamid tiirevlerinin meme
kanserinde anti-neoplastik etki gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada hiicre kiiltiirii
ortaminda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine yeni sentezledikleri
siilfonamidlerden bilesik 2 (N*, N!-Dimethyl-N*-octylsulfonamide-biguanide) giiclii
biyolojik aktivite gostermistir. MCF-7 hiicrelerinde 114.0 umol/L ve MDA-MB-231
hiicrelerinde 844.9 pmol/L IC50 degerleri oldugu MCF-7'de daha etkili oldugu
bulunmustur. Bu gii¢lii sitotoksik 6zelligin apoptozu indiikleme yetenegi ile kanser
hiicrelerde G0/G1 ve G2/M fazindaki hiicre dongiisiinii durdurarak etki gosterdigi
bildirilmistir (167). Schroder ve ark. meme kanseri hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerine sentezledikleri siilfonamidin (1-((1S,4S)-3- ((E)-ferrocenylmethylidene)-
7,7-dimethyl-2 oxobicyclo heptan-1- yl)-N-(tert-butyl) methanesulfonamide) anti-kanser
etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda kanserli olmayan hiicrelere (MCF-10A)
gore kanser hiicrelerinde ( MCF-7 ve MDA-MB-231 ) yiiksek oranda sitotoksisite
gosterdigi bildirilmistir (168). Okolotowicz ve ark. yaptigi ¢alismada 75.000 bilesigi
inceleyip aralarinda daha giiclii ve ila¢ potansiyeli yiiksek olan ii¢ bilesik optimize
edilmistir. Bu siilfonamid tlirevi olan {i¢ bilesik, bilesik 19, 24 ve 25 MCF-7'de (sirastyla
IC50 degerleri 10, 7 ve 4nM) ve MDA-MB 231'de (IC50 degerleri sirasiyla 13, 13 ve
16nM) sitotoksisiteleri arastirilmis ve giiglii anti-proliferatif etki gosterdigi bulunmustur
(169). Andreucci ve ark. MCF7 meme kanseri hiicrelerinde yaptigi ¢alismada CAIX
inhibitori olan SLC-0111’in (iireido ikameli benzen siilfonamid) giiniimiizde kanser
tedavisinde kullanilan Doksorubisin ile kombine tedavisi kanser hiicreleri iizerine
sitotoksisiteyi arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica HCT116 kolon kanseri hiicrelerine SLC-
0111 ile kemoterapdtik ajan olan 5-FU’in kombine tedavisi de sitostatik aktiviteyi
arttirdigt bulunmustur (170). SLC-0111 yakin zamanda I. faz klinik deneylerini
tamamladi ve CA IX'u asir1 ifade eden kat1 timorlerin tedavisi i¢in II. Faz denemelerine
baglamasi planlanmaktadir (171). Bizim yaptigimiz ¢aligmanin in vitro kisminda MMH-
1, SLC-011 ve 5-FU’in 4T1 meme kanseri hiicreleri tizerine sitotoksik etkilerini
arastirdik. MMH-1"in IC50 degerleri 24, 48 ve 72 saat icin sirasiyla 8.124 uM, 5.933 uM
ve 5.629 uM oldu. SLC-0111 igin IC50 degerleri 24, 48 ve 72 saat i¢in sirasiyla 28.19
uM, 26.79 uM, 26.40 uM ve 5-FU igin ise 1C50 degerleri 24,48 ve 72 saat icin sirastyla
33.97 uM, 24.56 puM ve 18.95 uM oldu. MMH-1 diger etken maddeler gore (5-FU ve
SLC-011) daha iyi sonuglar gosterdi ve etkin dozu 6uM oldugu belirlendi. 4T1
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hiicrelerinde MMH-1 (3 uM ve 6 uM dozlarinda) ve 5-FU’in (30 uM) apoptototik etkisi
akridin oranj/ethidium bromide boyama ile arastiritldi. MMH1’in her iki dozda da
hiicrelerde apoptozu tetikledigi tespit edildi ve 5-FU i¢in MMH-1’in 5 kati muamele
sonrasinda benzer sonug elde edildi. MMH-1’in apoptotik etkisi ayrica Annexin-V ile
incelendi ve MMH-1 bilesiginin artan dozu ile orantili olarak hiicrelerde apoptozu
tetikledigi bulundu. Bu sonuglar dogrultusunda sentezledigimiz siilfonamid tiirevi olan
MMH-1, hem klinikte kullanilan kemoterapédtik ajan olan 5-FU’ya gore hem de CA IX
inhibitor etkisi bilinen SLC-0111"¢ gore meme kanseri hiicreleri olan 4T1 tizerinde daha
basarili sonuglar géstermistir.

Meme kanseri dahil hipoksik tiimdorlerde terapotik hedef olan CA IX ilgi giderek
artmasina ragmen klinik 6ncesi donemde halen bir¢ok arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
CA IX-pozitif preklinik modellerin azlig1 ve inhibitér molekiillerin sentezlenmesindeki
zorluklar devam etmektedir (11). Ancak son donemlerde artan in vivo ¢alismalar ile CA
IX i¢in inhibitor etki gosteren ajanlar literatiire kazandirilmistir. CA IX inhibitorii olarak
stilfonamidlerin anti-tliimor etki gésterdigini bildiren ilk ¢alisma Neri ve ark. tarafindan
bildirilmistir. Bu calismada asetazolamid yap1 iskeletine albiimin baglayici kisimlarin
veya floresein-karboksilik asit eklenmesi olusturulan ajanlar, SK-RC- 52 ile olusturulan
meme kanseri fare modelinde bir ay siire ile tedavi edildiginde anti-tiimdral aktivite
gosterdigi ve bu sayede anti-kanser ilaglarin gelistirilebilecegi rapor edilmistir (14).

Pacchiano ve ark. 4T1 fare meme kanseri modelinde c¢esitli siilfonamid
tiirevlerinin anti-tiimoral ve anti-metastatik etkilerini arastirmistir. Calisma sonucunda
tiredio siilfonamid, CA IX ekspresyon seviyesi ¢ok yiiksek olan 4T1 primer tiimdriiniin
hem biiylimesini hem de metastaz olusumunu giiglii bir sekilde inhibe etmistir (172). Lou
ve ark. yaptig1 calismada 4T1, MDA-MB-231 ve MDA-MB-231 LM2-4Luc+ (Akciger
metastatik) meme kanseri hiicreleri olusturulan fare ksenogreftlerinde —siilfonamidin
(CAIL7) anti-tiimoral etkileri arastirilmigtir. CAl17°nin 4T1 ortotopik meme tiimdrlerinin
gerilemesine ve spontan akciger metastazi olusumunun inhibisyonuna, MDA-MB-231
meme kanseri ksenogreftlerinde birincil timdr bilylimesinin zayiflamasina ve MDA-MB-
231 LM2-4Luc+ ortotopik tiimdrleri barindiran farelerde de primer tiimor biiylimesi
lizerine benzer inhibitor etkiler gosterdigi bulunmustur. Bu sulfonamid bilesiginin kanser
hiicrelerinde biiylime, inhibisyon ve metastaz {izerindeki anti-timor etkisinin CA X
inhibisyonu yoluyla gergeklestigini acik bir sekilde kanitlamistir (173). Touisni ve ark.
yaptig1 ¢alismada 4T1 meme kanseri fare modelinde siilfonamid tiirevi olan glikozil

kumarinlerin primer tiimorleri 6nemli Glglide azalttigini bulmustur ve kemoterapi/
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radyoterapiye yanit vermeyen kanserlerin tedavisinde faydali olabilecegini bildirilmistir
(174). Bu g¢alismalar hipoksik, agresif katt meme kanseri tedavisi i¢in siilfonamidlerin
CA IX inhibitorleri olarak kullanimi i¢in giiclii klinik 6ncesi kanitlar saglamaktadir.

Bizim ¢alismamizin in vivo kisminda kanser modeli olusturdugumuz farelerde
MMH-1’in anti-tiimoral etkisini hem monoterapi hem de kombine tedavi olarak
arastirdik. DMSO grubumuza (pozitif kontrol) gore MMM-1"in diisiik dozu (50mg/kg)
5-FU’den tiimo6r hacimlerini azaltmada kismen daha iyi sonuglar gostermesine ragmen
MMM-1"1n yiiksek dozu (100mg/kg) belirgin olarak azaltmistir. Ancak en etkili sonuglari
kombine tedavi olan MMM-I ve 5-FU birlikte verdigimiz grupta aldik. Timor
hacimlerinin azalmasindaki neden olan etkenlerden apoptotik etkiyi kaspaz 3’ti ELISA
ve PCR yontemleri arastirdik. MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU ve 5-FU+MMH-
1 (50mg) gruplarinda kaspaz 3 protein seviyeleri normal meme dokularina gore timor
dokularinda anlamli bir sekilde arttigin1 ve kaspaz 3 gen ekspresyonlarinda bu artig ile
paralel anlamli artiglarin oldugunu bulduk. DMSO grubunda ise normal meme dokusuna
gore tliimor dokusunda kaspaz 3 protein seviyesinin azaldigir goriildii. Bu baglamda
tedavide kullandigimiz ajanlar1t MMH-1 ve 5-FU’in kaspaz 3 ekspresyonlarini artirarak
kanser hiicrelerinin oliimiine (Apoptoz) neden olup tiimor dokusunun hacminin
azalmasini saglayabilecegi bilgisi elde edilebilir. Ayrica histopatolojik boyama ile timor
dokularindaki hiicre oliim seviyeleri arastirildi. Diisiik orandan yiiksek orana dogru
DMSO (%30), MMH-1 (50mg) (%55), 5-FU (%65), MMH-1 (100mg) (%70) ve 5-
FU+MMH-1 (50mg) (%80) nekrotik alanlar gdzlendi. Kombine tedavi tiimor dokusunda
en yiiksek oranda hiicre 6limiinii sagladi. Hem kaspaz 3 analizleri hem de histopatolojik
boyama analizleri DMSO grubunda hiicre olimiiniin diger gruplara gére azlhigindan
dolay:1 tiimoriin daha fazla gelismesinin ve daha yiiksek hacmin olmasinin nedenini
aciklayabilir.

CA IX normal dokularla karsilastirildiginda meme tiimorii dahil bircok kati
tiimorde eksprese olmakta ve bir biyobelirteg olarak kabul edilmektedir. Bu kati
timorlerde hipoksik durumun timor mikrogevresini sekillendirdigini ve CA IX’un
ekspresyonunu artirarak EMT , invazyona ve anjiyogeneze katki sagladigi bilinmektedir
(116). Hipoksik timorlerde arttig1 bilinen CA IX ekspresyonunu hem ELISA hem de
PCR yontemiyle arastirdik. MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU ve 5-FU+MMH-1
(50mg) gruplarinda CA IX protein seviyelerinde normal meme dokularina gore timor
dokularinda anlamli gekilde arttigin1 bulduk (p<0.05). DMSO grubunda da artis bulundu
ve bu artig diger gruplara gore ¢ok daha fazla oldu (p<0.01). MMH-1 (50mg), MMH-1
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(100mg) ve 5-FU+MMH-1 (50mg) gruplarinda CA IX gen ekspresyonlart normal meme
dokusuna gore timor dokularinda anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi. DMSO
grubunda ise normal meme dokusuna gore tiimor dokusunda artis bulundu (p>0.05). Bu
sonuglar MMH-1’in CA IX i¢in inhibitor etki gosterebilecegini, kanserin gelisip
ilerlemesini  engelleyebilecegini ve kombine olarak kullanildiginda timoriin
kiiciilmesinde daha fazla etki saglayabilecegini gosterebilir.

E-Cadherin, hiicre yapismasinda ve hiicrelerin epitelyal fenotipinin korunmasinda
ayrilmaz olan yapisik baglantilarin 6nemli bir bilesenidir. E-cadherin ekspresyonunun
kaybi, temas inhibisyonunun kaybiyla sonuglanarak artan hiicre hareketliligine, kanserin
ilerlemesine ve metastazina neden oldugu bilinmektedir (175). Bizim calismamizda
MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg) ve 5-FU+MMH-1 (50mg) gruplarinda normal meme
dokularina goére timor dokularinda E-Cadherin protein seviyesinde anlamli bir artis
bulduk (p<0.05). DMSO ve 5-FU gruplarinda ise normal meme dokusuna gore timor
dokularinda sirasiyla azalis ve artis bulundu (p>0.05). Gen ekspresyon seviyelerinde tim
gruplarda normal meme dokularina gore tiimoér dokularinda anlamli artis olmasina
ragmen DMSO grubunda anlamli degildi. Bu sonuglar tedavide kullandigimiz MMH-I
maddesinin tiimoriin  gelismesinde ve ilerlemesinde engelleyici rolii oldugunu
destekleyebilir ve DMSO grubundaki E-Cadherindeki bu azalmanin sonucu olarak
tiimoriin metastaz yapabilecegi sonucuna ulasilabilir.

Ara filament olan vimentinin tiimor olusumu, EMT ve metastatik yayilim dahil
olmak {izere kanserin baglamasi ve ilerlemesinin birgok yoniine dahil oldugu
bilinmektedir (86). Bizim ¢alismamizda DMSO grubunda vimentin protein seviyesinde
normal meme dokusuna gére tiimor dokularinda anlamli artig ve diger gruplarda ise azalig
(p>0.05) oldugunu bulduk. Vimentin gen ekspresyonlarinda ise MMH-1 (50mg), MMH-
1 (100mg) ve 5-FU+MMH-1 (50mg) gruplarinda normal dokuya gore tiimor dokularinda
anlaml1 azalis ve DMSO grubunda ise anlamli artis oldugunu tespit ettik. Vimentinin hem
protein hem de gen ekspresyonlarindaki seviyelerine bakilarak DMSO grubundaki
farelerin tiimorleri gelisimini hizli bir sekilde devam ettirdigi ve hatta metastaz
yapabilecegi sonucuna ulasilabilir. Ayrica MMH-1 (50mg), MMH-1 (100mg), 5-FU ve
5-FU+MMH-1 (50mg) gruplarinda Vvimentinin azalmast timoriin gelisimini ve
ilerlemesini baskilayabilecegi sonucuna ulasilabilir.

Tiimdr metabolizmasi son yillarda kanser arastirmalarinda biiyiik bir hedef haline
gelmistir. Kanser tedavisinde gelistirilen terapdtik yontemler degismis tiimor

metabolizmasini hedefleyerek etkili tedavilerin ortaya g¢ikmasini saglayabilir (176).
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Serbest amino asitler (FAA), kanser hiicrelerinde protein ve DNA sentezi i¢in kanserin
gelismesi ve ilerlemesinde asir1 talep goren metabolitlerden biridir. Bu FAA’larin
azalmasina yol actig1 gibi artan FAA yiiksek proliferasyonun gostergelerinden biridir.
Ancak FAA profili meme kanserinin evresi, beslenme, yas, 6l¢tim teknikleri ve katilimci
ornekleri farkliliklar olusturabilmektedir (177). Saglikli popiilasyonlarda, amino asitlerin
protein sentezi ve protein yikimi i¢in siirekli dongiistine ragmen notr net protein dengesini
korumak i¢in amino asitler sik1 bir sekilde diizenlenir (178). Amino asitler biyolojik
numunelerde kolayca olgiilebildiklerinden dolayr amino asitlerin meme kanserinde
tedavinin takibinde kullanilabilecegi bildirilmistir (179). Amino asit metabolizmasindaki
degisiklikler kanser hastalarinda son zamanlarda aragtirilmaya baslanmigtir. Pankreas,
tiroid, gastrointestinal ve meme kanseri gibi FFA’lerin azalan seviyeleri bildirilmistir ve
timoriin artan tiiketimi ile iliskilendirilmistir (180). Bunun aksine kanserin erken evreleri
gdz Oniinde bulunduran bir¢cok c¢alismada FFA’lerin diizeylerinde artigin oldugu
bildirilmis (181) ve meme kanseri alt tipleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (178, 182).

Bizim g¢alismamizda amino asit profiline (Tablo 4.4) genel olarak bakildiginda
negatif kontrol grubu MMH-1 (100mg) grubu ile karsilastirildiginda fenilalanin ve
sitriilin amino asitlerinde, 5-FU+MMH-1 (50mg) grubu ile karsilastirildiginda sadece
fenilalanin amino asidinde, DMSO grubu ile karsilastirildiginda 16sin/izol6sin,
argininosiiksinat, aspartat, sitriilin, glisin ve glutamat amino asitlerinde anlamli
degisimler oldu. DMSO grubu MMH-1 (100mg) grubu karsilastirildiginda glutamat
amino asidinde, 5-FU+MMH-1 (50mg) grubu ile karsilastirildiginda ise metilglutaril,
metiyonin, glisin ve glutamat amino asitlerinde anlamli degisimler gosterdi. Bu baglamda
tedavi ajanimiz olan MMH-1 maddesinin yiiksek dozu (100mg) kanserli farelerde
kullanildiginda saglikli farelerle benzer amino asit profili sergiledigini, ancak 5-FU
maddesi ile kombine kullanildiginda ise saglikli farelere cok daha yakin amino asit profili
sergiledigini bulduk. Kanser olup tedavi edilmeyen pozitif kontrol grubu (DMSQO) diger
gruplarla karsilastirildiginda neredeyse analiz ettigimiz tiim amino asitlerde anlamli
degisimler oldugunu bulduk. Bu baglamda kanserin amino asit metabolizmasini 6nemli
ol¢iide degistirebilecegini ve tedavi edildiginde bu degisimin azaltilabilecegi sonucuna
ulasilabilir.

Kanser hiicreleri, birincil enerji kaynag1 olarak aerobik glikolize oncelik verir
(183). Ancak glikozdan farkli besinlerin varliginda metabolik fonksiyonlara katkida
bulunmak i¢in bircok metabolik stratejiyi nasil kullandigi halen tam olarak bilinmemekle

beraber glikolize ek olarak yag asidi oksidasyonu gibi gesitli metabolik stratejiler
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gerceklestirebilir (184). Yakin zamanda yapilan arastirmalarda komsu yag dokularinda,
hiicre i¢i depo yagindan, lipoproteinlerden ve lizofosfolipidlerden kanser hiicreleri
yararlanarak canliligini ve bliylimesini stirdiirdiigii bildirilmistir. Mitokondriyal yag asidi
oksidasyonu glikozdan mol basina daha fazla ATP kazandirdigindan yag asitleri timorii
tatmin edici bir sekilde besleyebilir (153). B hiicreli lenfoma ve prostat kanserinde temel
enerji kaynagi olarak yag asidi oksidasyonunu destekler ve oksidasyon enzimlerini
eksprese eder (185, 186). Mitokondriyal B-oksidasyon i¢in yag asitlerinin tasinmasinda
karnitin sorumludur ve tasinim esnasinda karnitin esterleri olusmaktadir (150).

Bizim ¢alismamizda serbest karnitin ve 26 ester karnitin toplam 27 karnitin analizi
yapildi. Analiz sonuglar1 dogrultusunda karnitin profiline (Tablo 4.3) genel olarak
bakildiginda kontrol grubuna gére DMSO grubunda 20 karnitinde (CO, C2, C3, C5, C5:1,
C5-0OH, C5DC, C6, C8, C10, C10DC, C12, C14, C14:1, C16, C16:1, C18, C18:1, C18:2
ve C18:1-OH) artis, MMH-1 (50mg) grubunda 14 karnitinde (C3, C5, C5DC, C6, C10,
C10DC, C12, C14, C14:1, C16, C16:1, C18, C18:2 ve C18:1-OH) artis ve MMH-1
(100mg) grubunda 8 karnitinde (C5, C6, C12, C14, Cl6, C18, C18:1 ve C18:2) artis
bulundu ve bu artiglar istatiksel olarak anlamiydi. Ayrica kontrol grubu 5-FU ve 5-
FU+MMH-1 (50mg) gruplar ile karsilastirildiginda higbir karnitinde anlamli degisim
olmadi. Pozitif kontrol grubuna gore MMH-1 (100mg) grubunda 6 karnitinde (CO, C3,
C5:1, C5DC, C18 ve C18:1-OH) azalig, 5-FU grubunda 17 karnitinde (CO, C3, C4DC,
C5DC, C6, C6DC, C10, C10DC, C12, C14, C14:1, C16, C16:1, C18, C18:1, C18:2 ve
C18:1-OH) azalis ve 5-FU+MMH-1 (50mg) grubunda 18 karnitinde (C0, C2, C3, C4DC,
C5-0OH, C5DC, Cg6, C8, C12, C14, C14:1, C14:2, C16, C16:1, C18, C18:1, C18:2 ve
C18:1-OH) azalis bulundu ve bu azaliglar istatiksel olarak anlamliydi. Bu bilgiler
dogrultusunda tedavi edilmeyen pozitif kontrol grubunda kanserin gelismesi ve
ilerlemesinde artan enerji talebi artirdigindan yag asidlerinin oksidasyonu
desteklendiginden Karnitin sentezini artirmig olabilir. MMH-1 artan dozu kanserin
biiylimesini baskiladigindan karnitin metabolizmasindaki bozulmalar1 azaltmistir. 5-FU
ve kombine tedavi alan (5-FU+MMH-1 (50mg)) farelerde karnitin metabolizmasi saglikli
farelerle benzer sonuglar gosterdi. MMH-1’in mono veya kombine terapisi, CA IX
ekspresyonunu azaltmasi ve kaspaz 3 seviyesini artirmasi ile tiimoriin gelismesini ve
ilerlemesini baskilayabileceginden tiimoriin enerji ihtiyacindaki artisin 6niine gegilerek
yag asidlerinin oksidasyonundan ziyade temel enerji kaynagi olan glikolize yonlendirerek

karnitin seviyesindeki artigin 6niine gegilmis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiimor mikrogevresi kanser hiicrelerinin gelisip ilerlemesini, invazyonunu ve
metastazini desteklemektedir. Normal sartlarda yasamla bagdasmayan bu mikrogevreye
kanser hiicreleri adepte olarak yasamlarimi siirdiiriir. Mikrogevrenin  6nemli
Ozelliklerinden biri diisiik pH’a sahip olmasidir. Kanser hiicresinin bu diisiik pH’da hiicre
ici pH’m1 alkali seviyede (yaklasik 7.4) tutmasi gerekir ve bunu saglayan CA IX
enzimidir. CA IX bu nedenle meme kanseri dahil birgok kanser ¢esidinde yliksek
miktarlarda eksprese olmaktadir. Bu nedenle bilim insanlari bu enzim iizerine inhibitor
etki gosterecek ajanlar gelistirerek kanserde basarili sonuglar elde etmeye ¢alismislardir.
Bu baglamda siilfonamidler CA inhibitor etkisi sayesinde giiniimiizde popiiler
olmaktadir.

Bu ¢alismamizda yeni sentezlenen bir siilfonamid tiirevi olan MMH-1 maddesinin
Molekiiler Docking yontemi ile CA IX ilizerine baglanma saglayabilecegi sonucuna
ulastik. Hiicre kiiltiirii ortaminda CA IX inhibitor etkisi bilinen siilfonamid olan SLC-
0111 ve kemoterapdtik ajan olan 5-FU ve MMH-1’1n kanser hiicrelerinin canliliklarini
azalttigini ve MMH-1 daha basarili oldugunu bulduk. Bu basarili sonuglar dogrultusunda
hayvan deneylerine gecilerek MMH-1 meme kanseri olan farelerde tiimor hacimlerini
azalttigin1 gosterdik ve kombine tedavide daha basarili sonuglar elde ettik. Bu sonuglari
ELISA, PCR, Histopatoljik boyama ve metabolik analizlerle destekledik. MMH-1"in
daha farkli dozlarla ve farkli kemoterapotik ajanlarla arastirmalar yapilmasi kanser
tedavisindeki potansiyelini giiglendirecektir. Preklinik yapilacak calismalar sonrasi
MMH-1’in klinikte meme kanseri tedavisinde yiiksek potansiyel sergileyen

kemoterapotik bir ajan olarak kullanilabilecegini diisliniiyoruz.
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