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Kadinlarda en sik goriilen kanser olan meme kanseri onemli bir halk saglhig
sorunudur. Kemoterapi, kanser tedavisinde de uygulanan yaygin bir yontem olmasina
ragmen, kemoterapi direnci ve kanserin tekrarlamasi tedaviyi sinirlandirabilmektedir.
Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilacak daha giivenli, daha etkili ve daha az yan
etkilere sahip olan yeni ajanlarin gelistirilmesi arastirmacilarin iizerinde ¢ok ¢alistig1
konulardan birisi haline gelmistir.

Anti-iskemik bir ila¢ olan Trimetazidin (TMZ), hipoksi veya iskemiye maruz kalan
hiicrelerin enerji metabolizmasini korumaktadir ve cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bir yag asiti oksidasyon inhibitorii de olan TMZ, yag asitlerinin B-
oksidasyonunu bloke ederek ve ATP iiretimini yag asiti oksidasyonundan glukoz
oksidasyonuna dogru kaydirarak metabolizmay1 optimize edebilmektedir. Bu ¢alisma
TMZ’nin hem tek basina hem de albumin-bagli paklitaksel olan abraksan (AB) ile
birlikte  meme kanseri hucrelerindeki olas1 antitiimoral etkilerini aragtirmay1
amaglamaktadir.

Bir meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicreleri TMZ ve/veya AB ile muamele
edilmis ve bu ajanlarin hiicre canliligi, apoptoz, migrasyon ve ATP seviyeleri
uzerindeki etkileri sirasiyla MTT testi, akridin oranj-ethidium bromiir boyamasi, yara
iyilesmesi testi ve kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Hiicreler yapilan MTT testi
sonucunda belirlenen TMZ (50, 100 ve 250 upM) velveya AB (1 uM)
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmistir. TMZ’nin MCF-
7 hiicrelerinde ozellikle AB ile kullanildigindaa sitotoksisiteyi ve apoptozu
artirabilme, hiicre gocii ve hiicrelerdeki ATP miktarin1 azaltabilme yoluyla meme
kanseri hiicrelerinin gelisimini baskilayabilecegi ilk kez bu ¢aligma ile gosterilmistir.
Bu sonuclar meme kanseri tedavisinde TMZ’nin AB ile birlikte kombinasyon
tedavisinde kullanilabilme potansiyelinin bulundugunu isaret etmektedir.

Bu ¢alisma TMZ’nin AB ile birlikte kemoterapik bir ajan olarak kullanilabilecegine
dair destekleyici sonuglar verdigi i¢in; TMZ’nin hem AB hem de meme kanseri
tedavisinde kullanilan diger kemoterapdtikler ile kombinasyon tedavisindeki
kullanilabilirligi ve anti-tumoral olabilecek etkilerinin  hentz  bilinmeyen
mekanizmalarinin arastirilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Abraksan, Apoptoz, ATP, Meme Kanseri, Migrasyon,
Trimetazidin, Sitotoksisite
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MIGRATION AND ATP LEVEL OF MCF-7 CELLS
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Breast cancer, the most frequently occurring cancer in women, is a major public
health problem. Although chemotherapy is a common method used in cancer
treatment, chemotherapy resistance and recurrence may limit the therapy. For this
reason, the development of new agents that are safer, more effective and have less
side effects to be used in cancer therapy has become one of the most studied topics
by researchers.

Trimetazidine (TMZ), an anti-ischemic drug, prevents the reduction in intracellular
ATP ratio by protecting the energy metabolism of cells exposed to hypoxia or
ischemia. It is used in treatment of various diseases. TMZ, a fatty acid oxidation
inhibitor, optimizes cell metabolism by blocking fatty acid B-oxidation and shifting
ATP production from fatty acid oxidation towards glucose oxidation. The aim of the
study is to investigate the possible antitumoral effects of TMZ on breast cancer cells
alone or in combination with the albumin-bound paclitaxel, abraxane (AB).

MCEF-7 cells, a breast cancer cell line, were treated with TMZ and/or AB, and the
effects of these agents on cell viability, apoptosis, migration and ATP levels were
determined using MTT test, acridine orange-ethidium bromide staining, wound
healing test and colorimetric method, respectively. The cells were treated with TMZ
(50, 100 and 250 uM) and/or AB (1 pM) concentrations determined by the MTT test
for 24, 48 and 72 hours. This study has shown for the first time that TMZ can
suppress the growth of breast cancer cells by inducing the cytotoxicity and apoptosis,
suppressing cell migration and reducing ATP levels in MCF-7 cells, especially when
used in combination with AB. These results demonstrate that TMZ has a potential to
be used in combination therapy with AB in the treatment of breast cancer.

Because this study displays supportive results that TMZ can be used as a
chemotherapeutic agent together with AB, it is necessary to investagate the usability
of TMZ in combination therapy with chemotherapeutics used in the treatment of
breast cancer and unknown mechanisms of its potential anti-tumoral effects.

Keywords: Abraxane, Apoptosis, ATP, Breast Cancer, Cytotoxicity, Migration,
Trimetazidine.
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1. GIRIS

Kanser, tiim diinyada insidansi, morbidite ve mortalite oranlar1 giderek artan
ciddi bir halk saglig1 sorunudur (Siegel ve ark., 2020). Tiim kanser vakalarinin, 2018
yilinda yaklasik 9,6 milyon insanin 6limiine neden oldugu bildirilmistir. Cinsiyete
gore en sik 6liime neden olan kanserler erkeklerde; akciger, kolorektal, mide, prostat

ve karaciger kanseri, kadinlarda; meme, kolorektal, akciger, serviks ve tiroid

kanserleridir (WHO, 2021).

Meme kanseri gunimizde kadinlarda en ¢ok karsilasilan kanser tlrlerinden
biridir. Bu nedenle kadin saghigimni etkileyen 6nemli saglik sorunlarinin basinda
gelmektedir. Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser olmasinin yaninda,
birgok tilkede kadinlardaki kanser 6liimlerinin de baslica nedenidir (Jemal ve ark.,
2004; Ronco ve ark., 2010; Kogak ve ark., 2011; Yilmaz ve Atak, 2014). Kadinlarda,
kansere bagli 6liimlerin ortalama %15°1 meme kanserine bagli olmaktadir. Kansere
bagli oliimlerde ise akciger kanserinin arkasindan 2. sirada gelmektedir (Jemal ve
ark., 2004; Kogak ve ark., 2011; Yilmaz ve Atak, 2014). Yiksek gelirli tilkelerde
onemli bir halk sagligi sorunu olan meme kanseri, diisiikk gelirli iilkelerde de
dogumda beklenen yasam siiresinin uzamasi ve batili yasam bi¢ciminin benimsenmesi
sonucu, risk faktorlerinin sikligina bagli olarak toplumdan topluma degismekte ve

insidansi artmaktadir (Ceber ve ark., 2005; Yilmaz ve Atak, 2014).

Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde de uygulanan en yaygin ve etkili
yontemdir. Ancak, kemoterapi siiresince, hastalarin tedaviye cevap vermemesi veya
tedavi sonras1 kanserin tekrarlamasi siklikla goriilen bir durumdur (Krishan ve ark.,
1997; Demirel Kars, 2009). Kemoterapide basariya ulasmak i¢in hastalara genellikle
birden fazla antikanser ilact uygulanmaktadir. Ancak, sonradan kazanilan ya da
tedavi oncesi kiside varolan ilag direngliligi, kemoterapide basariya ulagsmay1 biiyiik
ol¢iide engellemektedir. Kemoterapiye karst gelisen direng, pek¢ok antikanser ilacin
hastalar tlizerinde beklenen etkiyi goOsterememesine ve hastaligin daha agresif
karakter kazanarak ilerlemesine neden olmaktadir (Demirel Kars, 2009). Bu nedenle
tedavide kullanilacak daha giivenli, daha etkili ve daha az yan etkilere sahip olan

yeni ajan arayislart devam etmektedir ve niikleik asitlerle etkilesime girebilen yeni



molekiillerin arastirilmasi, tasarlanmasi ve yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesi

giiniimiizde aragtirmacilarin {izerinde ¢ok calistig1 konulardan birisi haline gelmistir.

Mikrotubullerin dinamik davranigi; mitoz siiresince hiicresel fonksiyon, hiicre
sinyalizasyonu, migrasyon ve hicre ici trafik icin ¢cok onemlidir (Jordan ve ark.,
2004). Bu islevler siklikla bircok kanser tipinde deregiile edilirken mikrotubuller
kemoterapi igin cazip hiicresel hedefler olarak kabul edilmektedir. Paklitaksel, solid
timorlerin genis bir paneline karsi en aktif mikrotibll hedefleyici kemoterapotik
ajanlardan birisidir (Nabholtz ve ark., 1996; Holmes ve ark., 1991). Paklitaksel’in
genis spektrumlu aktivitesi, kanser fenotipinin ¢ok temel elementlerini hedefleyen
etki mekanizmalar1 (6rnegin hiicre proliferasyonunun kontrolii, DNA hasar1) ile
tahmin edilmektedir (Foa ve ark., 1994; Khanna ve ark., 2015). Sb-Paklitasel ve
dosetaksel’in  meme kanserinin tedavisindeki faydalari kanitlanmistir; ancak
kimyasal formiilasyonlar1 birgok sinirlamalar getirmektedir. Hem Sh-Paklitasel hem
de dosetaksel ¢oOziintirliikklerinin arttirilabilmesi  i¢in  solventlerin  kullanimini
gerektirmektedir ve bu solventler asir1 duyarlilik ve uzun siireli periferal néropati de
dahil olmak tizere diger toksisiteler ile iligskilendirilmistir (Gelderblom ve ark., 2003;
ten Tije ve ark., 2003; Weiss ve ark., 1990). Abraksan (AB), adjuvant kemoterapiden
sonra kombinasyon kemoterapisinde basarisiz olan veya niikseden metastatik meme
kanseri hastalariin kullanimi i¢in gelistirilmis 130 nm ortalama ¢apa sahip albumin
nanopartikiillerine bagl paklitakseldir (Bartels ve Wilson, 2004; Garber, 2004).
ABS, tek basma paklitaksel’e gore daha biiylik bir terapdtik indekse sahiptir.
Geleneksel Paklitaksel tedavisine gore daha az toksisite ile daha yuksek dozlarda
uygulanabilmektedir (Gradishar ve ark., 2005; Socinski ve ark., 2012; Iwamoto,
2013). Meme kanseri tedavisinde etkinligi artirabilmek i¢in ABS ile birlikte diger
kemoterapik ajanlarin kombine edilerek uygulanmasi daha etkili sonuglar

verilebilecegi diisiiniilmektedir.

Trimetazidin (TMZ) (1-2,3,4 trimethoxybenzyl piperazine dihydrochloride)
(Vastarel tablet) piperazin grubu bir ilagtir ve angina pektoris, periferik damar
tikaniklig1, cesitli serebrovaskiiler hadiseler, tinnitus, vaskiiler kokenli vertigolar ve
Meniere sendromunda kullanilmaktadir (Knight ve Fox, 1995; Kantor ve ark., 2000).
Uzun yillardir {izerinde cesitli ¢calismalar yapilan bu ilacin, koroner kan akimi ve

sistemik hemodinamiyi etkilemeksizin sitoprotektif etki gosteren anti-iskemik bir
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madde oldugu dikkati ¢ekmistir (Knight ve Fox, 1995; Abaci ve Kabakgi, 1996).
TMZ, hipoksi veya iskemiye maruz kalan hiicrelerin enerji metabolizmasini1 korur
(Mody ve ark., 1998; Belardinelli, 2000; EIl Banani ve ark., 2000; Huqi, 2011).
Tumor ici hipoksi sonucu; hiicreler cogalmak i¢in gerekli olan enerjiyi diisiik oksijen
ve besin seviyelerinde anaerobik glikolizi artirarak saglarlar. Bahsedilen bu hipoksik
durum meme kanseri hiicrelerinin patogenezinde de dnemli rol oynamaktadir. TMZ,
hipoksik hucrelerde ATP dretiminde glukoz kullanilmasi igin yag asitlerinin 3
oksidasyonunda metabolik sapma saglayip glukoz oksidasyonunu artiran bir ajandir.
Glukoz oksidasyonundaki artig ile ATP tiretimi artar ve mitokondriyal fonksiyonlar
korunur (Patnos ve ark., 2005; Tritto ve ark., 2005; Gambert ve ark., 2006; Cha ve
ark., 2009).

TMZ’nin, hiicreleri glukozun mitokondriyal oksidatif yikima ydnlendirmesi
sayesinde timor hicrelerindeki sahte-hipoksik durumu normale ¢evirebilecegi,
dolayli olarak apoptozu indiikleyebilecegi ve hipoksiye dayandirilan radyoterapiye
ve kemoterapiye karst olusan direng ve kotli prognozu engelleyebilecegi One
stiriilmektedir (Huqi, 2011). Bu nedenle bu calisma, diinyada ve iilkemizde ¢ok sik
rastlanan kanser tiplerinden olan meme kanseri hiicrelerinde TMZ nin olas1 etkilerini
aragtirmak amaciyla tasarlanmistir. TMZ’nin insana ait kanser hiicreleri tzerindeki
olas1 anti-tumoral etkisinin arastirildigi ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
nedenle, TMZ’nin hem tek basina hem de meme kanseri tedavisinde kullanilan
kemoterapik bir ajan olan AB ile birlikte kullanildiginda meme kanseri hiicre
kultirlerinde hiicre canliligi, sitotoksisite, apoptoz, migrasyon ve ATP duzeyleri
Uzerindeki etkileri ilk kez bu ¢alisma ile arastirilacaktir. Calismamizin sonuglari ile,
bu ilacin meme kanseri tedavisi igin antitimdr ve kemoterapotik ajan olabilme

potansiyeli hakkindaki bilgiler elde edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir
(Prat ve ark., 2010). Sadece kadinlarda degil, erkeklerde de goriilen bir kanser tiirii
olan meme kanseri, erkeklerde kadinlara oranla oldukca nadir goriilen bir kanser
tipidir (Weiss ve ark., 2005). ABD*“de yapilan bir arastirma sonucunda, 2018 y1l1 i¢in
tahmin edilen meme kanseri olgusunun tiim kanser olgularinin %30“unu ve 6liim
oranlarinin ise toplam kanser 6liim oranlarinin %14“linii olusturabilecegi rapor
edilmistir (Siegel ve ark., 2018). Diinya c¢apinda, kadin meme kanseri, tiim kanser
vakalarinin %24,5'ini ve tiim kanser 6liimlerinin %15,5'ini olusturur ve kadinlarda
siklik ve 6liim oranlarinda 6nde gelen kanser nedeni olarak akciger kanserini geride
birakmistir. Uluslararast Kanser Enstitiisii (NCI) verilerine gore her sekiz kadindan
birinde meme kanseri gelisebilecegi ve her 30 kadindan birinin de meme kanseri

nedeniyle dlecegi tahmin edilmektedir (Curado ve ark., 2007).

Meme kanseri insidansi, sosyoekonomik olarak gelismis tilkelerde daha
yuksektir. Bu durum meme kanserinde hormonal, reprodiiktif ve yasam tarzini i¢eren
risk faktorlerinin daha ylksek prevalansiin yani sira mamografik taramaya daha
fazla erisimi de yansitmaktadir. 1990’lardan beri ABD ve diger iilkelerde meme
kanserinden oliimlerde yaklasik % 24’liikk bir azalma gerceklesmistir. Taramada
mamografinin kullanilmas: ve adjuvan tedavilerin uygulanmasi bu azalmaya esit
derecede katki saglamistir. Endiistriyel olmayan toplumlarda meme kanseri siklig
gecmiste daha diigiik olmasma ragmen giliniimiizde artma egilimine girmistir

(American Cancer Society, 2020).

2.2 Memenin Anatomisi

Yetiskin kadin memesi ikinci ve altinci kaburgalar ve sternum kenari ile orta
aksiller ¢izgi arasinda arasinda yer alir. Meme; deri, deri alti doku ve meme
dokusundan olusur. Meme dokusu ise hem epitelyal hem de stromal elemanlar
icerir. Her bir meme, fibréz bag dokusu tarafindan desteklenen 15 ila 20 lob olarak
tamimlanan glandiler dokudan (st bezleri) olusur. Loblar arasindaki bosluk yag
dokusu ile doldurulur. Memenin kanlanmasi internal mammarian ve lateral torasik
arterlerden saglanir. Memenin lenfatik drenaji, yiizeysel ve derin bir lenfatik pleksus

yoluyla gerceklesir ve memenin lenfatik drenajinin >%95'i aksiller lenf nodlari
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yoluyla, geri kalani ise internal mammarian nodlar yoluyla olur (Sekil 2.1)

(American Cancer Society, 2020).
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Sekil 2.1 Memenin anatomik yapis1 (Erel ve Atahan, 2019)

2.3 Meme Kanseri Tipleri

Meme kanseri, kompleks ve heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle,
uygulanacak tedaviler segilirken ¢esitli siniflandirmalar yapilmaktadir. Meme kanseri
meme epitel dokusunda hiicrelerin anormal ¢ogalmasi ile karakterizedir. Epitelyal
meme timorleri invaziv ve noninvaziv karsinomlar olmak (zere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Pek ¢cok meme tiimorii siit bezlerinde ya da siit kanallarinda baglayan
maligniteler olduklar i¢in, bir¢ok farkl tiirii bulunmasina ragmen meme kanserinin
genel olarak duktal (siit kanallarindan kaynaklanan) ve lobiiler (siit bezlerinden
kaynaklanan) olarak iki ana tiirti vardir. Duktal ve lobdler kanserler de, sut bezinin
veya siit kanalinin iginde olmasima (in situ) veya disina ¢ikmis (invaziv) olmasina
gore iki alt gruba ayrilirlar (Sekil 2.2). Noninvaziv meme kanserleri genellikle
olustugu bolgede kalan ve yayilim gostermeyen kanserler iken, invaziv meme
kanserleri ise tiimoriin olustugu bolgeden ayrilarak yayilim gosterirler. En sik

gorulen meme kanseri tipi duktal invaziv meme kanseridir ve tim meme



kanserlerinin yaklasik % 70-80'ini olusturur (Baydar Dalar, 2014; American Cancer
Society, 2020).

EPITELYAL MEME TUMORLERi

— T

Noninvaziv Invaziv
-- Duktal karsinoma in situ -- Invaziv duktal karsinom
- Lobtiler karsinoma in situ - Invaziv lobiiler karsinom

- Miisindz karsinom

- Mediiller karsinom

-- Papiller karsinom

-- Tiibiiler karsinom

-- Adenoid kistik karsinom

- Sekretuar (jiivenil) karsinom
-- Apokrin karsinom

-- Metaplastik karsinom

Sekil 2.2 Epitelyal meme kanserinin siniflandirilmasi

Meme kanseri ayrica, Ostrojen reseptorii (ER), progestron reseptori (PR) ve
insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2) ekspresyonlarina gore bes temel
molekiiler alt gruba ayrilir. Bu gruplar, 1) luminal A, 2) luminal B, 3) bazal benzeri,
4) distik klaudinli ve 5) HER2 pozitif olarak isimlendirilmektedir (Cizelge 2.1).
Hormon reseptor pozitif, HER2 negatif grup tiim vakalarin %60’1n1, hormon reseptor
pozitif, HER2 pozitif grup %15’ini, hormon reseptdér negatif HER2 pozitif grup
%>5’ini, hormon reseptor negatif, HER2 negatif (triple negatif) grup ise %20’sini
olusturur. Bu gruplarin tedavi hedefleri ve prognozlart farkli oldugundan
tedavilerinde farkliliklar mevcuttur (ASCO, 2018). Bazal benzeri ve diisiik klaudinli
gruplar ER, PR ve HER2 ekpresyonu agisindan yoksun oldugu i¢in ii¢lii negatif
meme kanseri olarak da adlandirilir. Uglii negatif grup hizli cogalma ve metastaz
yapma Ozelliklerinden dolay1 invazyon riski yiiksek, sagkalimi kotii ve tedaviye

direnclidir (Holliday ve Speirs, 2011).



Cizelge 2.1 Meme kanseri alt gruplarinin siniflandirilmasi

Gruplar ER PR HER?2
Luminal A + +/- -
Luminal B + +/- +

Bazal Benzeri - - R
Diisiik Klaudinli - - -
HER2 - - +

2.4. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Pek cok faktor meme kanseri gelisimi ile iligkili olmakla beraber bu
faktorlerin ¢ogu aslinda kadinlarda diisiik-orta derecede bir risk artisina neden olur.
Meme kanserine yakalanan kadinlarin yaklagik %50’sinde yas ve cinsiyet disinda
herhangi bir risk faktorii tanimlanamaz (American Cancer Society, 2020).

Meme kanseri i¢in 0nemli risk faktorlerinden bazilar1 agagida kisaca 6zetlenmistir:

2.4.1 Cevresel Faktorler

Iyonize radyasyona maruz kalmak meme kanseri riskini artirir ve artis
ozellikle geng yasta maruz kalma durumunda belirgindir. Bu durum, atom bombas1
saldirilarindan kurtulanlarda, ¢ok kez tanisal X-ray incelemesi yapilanlarda ve
terapotik 1sinlama alan kadinlarda gozlemlenmistir. 15 yasindan 6nce Hodgkin
lenfoma tedavisi i¢in 1simnlama yapilan kadinlarda meme kanseri gelisme riskinde

belirgin bir artis bildirilmistir (American Cancer Society, 2020).

2.4.2 Diyet ve Yasam Tarzi Faktorleri

Gozlemsel calismalar, yiiksek yagl diyetlerin, diisiik yagh diyetlere gore
daha yiiksek meme kanseri oranlari ile iligkili oldugunu gostermistir. Bununla
birlikte, bazi prospektif epidemiyolojik ¢alismalarin meta-analizi ile, gelismis
iilkelerde yetiskin kadinlarda yag alimi ile meme kanseri riski arasinda bir iligki
tespit edilmemistir. Meme kanseri riski tiiketilen alkol miktar1 ile dogrusal olarak
artmaktadir. Vitamin C, folat ve B-karoten gibi besinlerin alimmin azalmasi, alkol
tiketimiyle ilgili riski artirabilir. Obezite, hem postmenopozal kadinlarda meme

kanseri gelisme riskinin artmasi hem de kanser mortalitesi artisi ile iligkilidir. Viicut



kitle indeksi >31.1 olan kadinlarin meme kanserine yakalanma riski, viicut kitle

indeksi <22.6 olanlara gore 2,5 kat daha fazladir (American Cancer Society, 2020).

2.4.3 Cinsiyet

Meme kanseri daha ¢ok kadinlarda teshis edilmekte ve kadinlarda goriilen en
yaygin kanser tiirli olarak bilinmektedir. Tan1 almis tiim meme kanserlerinin %1“den
daha azin1 erkekler olusturmaktadir. Ancak epidemiyolojik ¢alismalar erkeklerde son
30 yilda meme kanseri olusumunda bir artis oldugunu gdstermektedir. Meme kanseri
teshisi konulan erkek hastalardan alinan dokularin meme kanseri olan kadinlardan
alman dokulara gore Ostrojen ve progesteron reseptoru ifadesinin %80 daha fazla
oldugu ileri stiriilmistiir. Bu reseptdrlerin asir1 ifadesi ile BCL2 protein seviyesinin
de korele oldugu bulunmustur. Obezite, testis hormonal fonksiyon bozuklugu veya
Klinefelter sendromu nedeniyle artan dstrojen seviyeleri de erkeklerde meme kanseri
olusumuna yol acan risk faktorleri arasindadir (Weiss ve ark., 2005; Speirs ve

Shaaban, 2000; Gnerlich ve ark., 2011).

2.4.4 Benign Meme Hastalhigi

Benign meme lezyonlari proliferatif veya non-proliferatif olarak
siiflandirilir. Proliferatif olmayan hastalik artmis meme kanseri riski ile iliskili
degildir, oysa atipisi olmayan proliferatif hastalik riskte kii¢iik bir artisa neden olur.
Atipik hiperplazili proliferatif hastalik ise, daha biiyiikk kanser gelisimi riski ile
iliskilidir (American Cancer Society, 2020).

2.4.5 Ailesel Faktorler

Aile oykiisii uzun zamandir bir risk faktorii olarak kabul edilmesine ragmen,
meme kanseri gelismis vakalarin sadece %5-10 kadarinda gergekten aile Oykiisii
saptanir. Genel olarak, bir kadinin meme kanseri olan bir annesi veya kiz kardesi
varsa, meme kanseri gelistirme riski 1,5 kat ile 3 kat artmaktadir. Aslinda aile
Oykiisii, meme kanserli akrabalarin sayisina, kesin akrabaliga, tan1 yas1 ve
etkilenmeyen akrabalarin sayisina bagl olarak farkli etkileri olan heterojen bir risk
faktorudir. Tanimlanmis bir genetik yatkinligin yoklugunda bile, ailesinde meme
kanseri Oykiisii olan kadinlar, muhtemelen ortak c¢evresel maruziyetlerin,
aciklanamayan genetik faktorlerin veya her ikisinin bir kombinasyonundan dolay1 bir

miktar artmus riskle kars1 karsiyadir (American Cancer Society, 2020).



2.4.6 Meme Dansitesi

Mamografik olarak meme yogunlugu, meme kanseri riskinin onemli bir
belirleyicisi olarak ortaya c¢ikmistir ve kanser tesbitini zorlasgtirmaktadir. Meme
dansitesi degisikliklerinin 6nemli bir bileseni genetik olsa da, menopoz sonrasi
hormon replasman tedavisinin baslatilmast ve kesilmesiyle de degistigi
gosterilmistir. Meme dansitesi >75% den fazla olan kadinlarda >10% dan fazla

olanlara gore risk 4,7 kat artmaktadir (American Cancer Society, 2020).

2.4.7 Meme Kanserine Kalitsal Yatkinhk

BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlar, meme ve over kanseri riskinde 6nemli
bir artig ile iligkilidir ve tim meme kanserlerinin %5 ile %10'unu olusturur. Bu
mutasyonlar otozomal dominant kalitilir ve degisen penetrasyona sahiptir. Mutasyon
tastyicilarinda tahmini yagam boyu meme kanseri gelisme riski %26-85 arasinda,
over kanseri riski ise BRCA1 ve BRCA2 tasiyicilarinda sirasiyla %16- 63 ve %10-27
arasinda degismektedir. On farkli uluslararasi ¢alismanin meta-analizinde, meme
kanseri i¢in 70 yasinda kiimiilatif risk BRCAI1 tasiyicilart i¢in %57 ve BRCA?2 igin
%40 olarak saptanmistir. 700'den fazla farkli BRCA1 ve 300 farkli BRCA2
mutasyonu tanimlanmigtir ve mutasyonun gen ic¢indeki konumunun hem meme hem
de over kanseri riskini etkiledigi gosterilmistir. BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlari
ile iligkili diger kanserler; erkek meme kanseri, fallop tiipli ve prostat kanseri
bulunur. BRCA2 tastyicilarinda melanom ve mide kanseri riski artist da olabilir.
BRCA1/2 mutasyon tasiyicilarinda kanser riskini azaltmak i¢in yakin takip ve
tarama, secici Ostrojen reseptér modulatorleri (SERM) ile kemoprevensiyon ve
profilaktik meme ve salpingo-ovaryan cerrahi bulunur. BRCA1 veya BRCA2
tastyicilart arasinda kanser riskinin azaltilmasinda c¢evresel ve yasam tarzi
faktorlerinin roliine iliskin bliytlik ilgi olsa da su anda mevcut veriler tutarsizdir.
Ailesinde 6dnemli meme kanseri Oykiisii olan ancak BRCA mutasyonlar1 i¢in negatif
saptanan kadinlarin meme kanseri riski yaklasik dort kat artmistir. Buna karsilik, bir
BRCA mutasyonu saptanan ailelerde, mutasyon i¢in negatif saptanan kadinlar, diger
risk faktorlerinin yoklugunda meme kanseri gelisimi icin yiiksek risk altinda degildir
ve Ozel bir takip ya da tedavi gerektirmez. BRCA1 mutasyonu olan kadinlarda triple-
negatif/basal-benzeri, evre 3 tiimor, ER ve PR negatifligi ve HER2 overekspresyonu

olma olasilig1 sporadik vakalara gére daha fazladir. BRCA2 kanserlerinin fenotipi



sporadik kanserlerde gorilenden farkli degildir. Yeni tan1 almis meme kanseri olan
hastada, tan1 yasinin geng¢ olmasi (<40 yas), bilateral meme kanseri ve BRCA1
fenotipi ile uyumlu bir malignite Oykiisliniin varlig1 gibi durumlarda genetik

danismanlik verilmelidir.

Diger genetik mutasyonlar, BRCA1 ve BRCA2'den daha diisiik prevalans
veya penetrasyona sahiptir. TP53 ve PTEN'in her biri vakalarin <%]1'ini
olustururken, CDHI'deki mutasyonlar, diffiiz mide kanseri ve lobiiler meme
kanserine otozomal dominant yatkinlikla iliskilidir. TP53 mutasyonlar1 (Li-Fraumeni
sendromu) olan gen¢ kadinlarin HER2+ meme kanserine daha yatkin oldugu
saptanmistir. Checkpoint kinaz 2 (CHEK2) geninde spesifik bir mutasyon, 60
yasindan once tam1 almis {i¢ veya daha fazla meme kanserli bireyi olan ailelerin
%11.4'linde bulunmus, ancak bes iilkeden 10.860 se¢ilmemis meme kanseri hastasi
tizerinde yapilan biiylik bir calismada, CHEK2 mutasyon vakalarin yalnizca
%1.9'unda ve kontrollerin %0.7'sinde (olasilik orani, 2.34) tanimlanmistir. Yeni nesil
dizilemenin artan kullanimi, yuksek ve orta nufuzlu gen panellerinin ticari olarak
temin edilebilmesindeki artan kolaylik, muhtemelen gelecek yillarda genetik tarama

yaklasimini degistirecektir (American Cancer Society, 2020).

2.4.8 Hormonal Faktorler

Birgok kadinda meme kanseri gelisimi, kadin iireme hormonlari, 6zellikle
endojen Ostrojenler ile iligkili goriinmektedir. Erken menars, ge¢ menapoz, hig
dogum yapmama veya ilk full-term gebeligin ge¢ yasta olmasi ve menopoz meme
kanseri gelisme riskini artirir. Postmenopozal kadinlarda hormon replasman tedavisi,
obezite gibi plazma Ostrojen seviyelerinde artisa neden olan durumlar da artmis
meme kanseri riski ile iligkilidir. Yas spesifik meme kanseri insidansi, menopoza
kadar yasla birlikte dik bir sekilde artar sonrasinda ise platoya ulasir. Hormon
replasmani olmaksizin yumurtaliklarin alindigi premenopozal kadinlarda, vcerrahi
yapilan yas azaldikca artan bir risk azalmasiyla birlikte, yasamin ilerleyen
donemlerinde de meme kanseri riski belirgin sekilde azalir. BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlart olan kadinlardan elde edilen veriler, yumurtaliklarin erken yasta
alinmasinin bu popilasyonda da meme kanseri riski Uzerinde énemli bir koruyucu
etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. ilk full-term gebeligi 30 yasindan sonra

olan kadinlarin meme kanseri riski, 18 yasindan dnce olan kadinlara kiyasla 2 ile 5
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kat daha yuksektir. Hi¢ dogum yapmamis kadinlar, dogum yapmis kadinlara goére
meme kanseri gelisimi igin daha biiyiikk risk altindadir. Kombine 6strojen ve
progestin hormon replasman tedavisi kullanomi da meme Kkanseri riskini
artirmaktadir. Uzun siire emzirmenin ise meme kanseri riskini azalttigr ileri

stiriilmistiir (American Cancer Society, 2020).

2.5 Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanselerinde uygulanan tedavi yoOntemlerini inceledigimizde,
kemoterapi, cerrahi yontem, radyasyon tedavisi, hormon tedavisi, immdunoterapi gibi
yontemlerle karsilasmaktayiz. Kullanilan bu tedavi yontemleri ¢ogu meme kanser
tirlerinde basar1 saglamakla birlikte metastatik bazi1 tlirlerde ayni basariy
saglayamadig tespit edilmistir. Kanserin kisiye 6zgii bir hastalik olmasindan dolay1
tedavilerin bieysel farkliliklar géstermesi ve kullanilan her yontemin avantaj ve
dezavantajlarimin olmasindan dolayi, meme kanserinin tedavisi i¢in tek bir tedavi

yonteminden bahsetmek imkansizdir (Baykara, 2016).

Meme kanseri tedavisinin ilk asamasini hastalifi evreleme ve patolojik
Ozelliklerini ortaya koyma olusturur. Meme kanseri tedavisinde alt gruplara 6zgi
tedaviler uygulanmaktadir. ER ve/veya PR pozitif olan alt grupta kemoterapi ek
olarak tamoksifen ya da letrozol gibi hormonal ajanlar uygulanirken, HER2 pozitif
vakalarda trastuzumab/pertuzumab gibi monoklonal antikorlar uygulanir. Uglii
negatif meme kanseri alt grubu tedavisinde ise reseptdr duyarliligi s6z konusu
olmadig1 i¢in kemoterapi tek tedavi segenegi olarak goriinmektedir (Dawood, 2010;
American Cancer Society, 2020).

Meme kanseri tedavisinde kullanilan anti-HER?2 ilaglarina ek olarak mTOR
(mammalian target of rapamycin) inhibitérleri ve CDK4/6 (Cyclin Dependent Kinase
4/6) inhibitorleri gibi ilaglar endokrin tedavi ile birlikte uygulanarak meme
kanserinde sag kalim siiresini artirabilmektedir. Ancak en agresif ve kotii prognozlu
bir meme kanseri tipi olan ve kemoterapi disinda tedavi seceneginin olmadig tiglii
negatif meme kanserinde gorilen kemoterapiye direng, tedavinin basarisini

sinirlayan onemli etken olarak varligini siirdiirmektedir (Yurtsever ve Tiftik, 2021).

Meme kanserinin bu sekilde siniflandirilmasi; hastaligin riskini, tekrar edip

etmeyecegi ve verilecek tedavinin etkili olup olmayacagini predikte eder. ER durumu
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tim duktal karsinoma in situ hastalarinda; ER ve PR durumu da tim invaziv meme
kanserli hastalarda saptanmalidir. Tiimérde HER2 durumunun arastirilmasi tiim yeni

tan1 invaziv meme kanserlerinde ve rekiirrens durumlarinda mutlaka yapilmalidir

(Partridge ve ark. 2016).

Sitotoksik ilaglar, anti HERZ2 ilaglar ve endokrin tedaviler; adjuvan,
neoadjuvan ya da palyatif amaclarla kullanilabilmektedir. Adjuvan tedaviler cerahi
sonrast muhtemel mikrometastazlarin yok edilmesi ile niiksii engellemek icin
verilmekteyken; neoadjuvan tedaviler lokal ileri hastalikta operasyon sonrasi
mikroskobik rezidiiniin kalmamasi, rezeksiyonun yapilabilmesi ya da meme
koruyucu cerrahiye olanak saglanmasi amaciyla yapilmaktadir. Palyatif tedaviler ise
metastatik hastalikta hastalik ilerlemesinin durdurularak organ yetmezliklerinin ya da
disfonsiyonlarinin engellenmesi, hastaliga bagli semptomlarin azaltilmasi ve optimal

konforun saglanmasi amaciyla verilmektedir (Vincent ve ark., 2015).

2.6 Meme Kanseri Hiicre Hatlar1

1900’14 yillarin  ortalarinda laboratuvarlarda hayvansal hiicre kilturi
teknikleri uygulanmaya baslanmis fakat 19. yy ortalarina dogru doku kaynaklarindan
ayrilarak siirdiiriilebilir yasayan hiicre hatlari kavrami ¢ikarilmistir. 1951 yilinda
George Gey tarafindan ilk kanser hiicre hatti ortaya konmustur (Dundar, 2017,
Dindaroglu, 2019). Insan meme kanseri hiicre hatlar1 ¢ok iyi derecede deneysel
modellerdir ve hem in vivo hem in vitro kosullarda doku gibi biiyiitiildiigiinde, klinik
onemi olan pekgok konunun arastirilmasinda kullanilabilen yenilenebilir
kaynaklardandir. Bu hiicre hatlarinin kolay temin edilmeleri, hizli ¢ogalabilen ve
gelisebilen hiicre modelleri olmasindan dolay1 da siklkikla tercih edilmektdir (Neve ve
ark., 2006; Holliday ve Speirs, 2011; Besli, 2018).

2.6.1 MCF-7

Insan meme kanseri modellerinden biri olan MCF-7 hiicre hatt1, 1970 yilinda
69 yasinda beyaz bir kadinin metastatik dokusundan izole edilen epitel hucrelerdir
(Kars ve ark., 2006; Karabekir 2017). MCF-7 hiicre hattinin ismi 1973"' de Herbert
Soule ve arkadaslan tarafidan Detroit’ de kurulan hiicre hatti enstitiisiine ithafen
Michigan Cancer Foundation-7’ nin bas harflerinden gelmektedir (Glodek 1990,
Levenson ve Jordan, 1997; Dindaroglu, 2019).
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MCEF-7, blylk o6lctide 6strojen reseptor (ER) luminal epitel hiicre tipindedir.
ER aracilig1 ile hormon duyarlilifinin olmasi sebebiyle (ER pozitif olduklart i¢in)
hormonal yanit ¢aligmalarinda siklikla kullanilan ideal bir model olarak biiyiik
Ooneme sahiptirler ve meme kanseri arastirmalarinda yaygin olarak kullanilirlar
(Levenson ve Jordan, 1997; Karabekir, 2017).

2.7 Apoptoz ve Kanser

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, ¢ok htcreli organizmalarda doku
homeostazisini saglayan, DNA hasar1 onarilamayan veya ve/veya normal olmayan
hiicrelerin ortadan kaldirilmasini amaglayan, genetik olarak programlanmis hiicrenin

kendi kendini yok etme mekanizmasidir (Ozcan, 2018).

Apoptoz siirecinda, bazi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
gerceklesmektedir. Hiicrenin biiziismesi, komsu hiicrelerle temasin azalmasi, plazma
membranmin tomurcuklanmasi, fosfotidil serin kalintilarinin  membranin  dig
yuzeyine yonelmesi, kromatin kondensasyonu ve niikleer fragmantasyon apoptotik
bir hiicrede gozlemlenen temel morfolojik degisikliklerdir. Sireg, lizozomlar iginde
bozunan apoptotik cisimciklerin olusumu ve makrofajlar veya fagositik aktiviteye
sahip diger hiicreler tarafindan hiicrenin yok edilmesi ile sonuglanmaktadir. Apoptoz
sirasinda meydana gelen pek cok hiicresel ve sekilsel degisimler, tim apoptotik
siirecte 6nemli rol oynayan kaspaz enzimlerinin gorev aldigi bazi siirecler
neticesinde gelisir (Celen, 2017; Ozcan, 2018).

Apoptoza; biliylime ve sag kalim faktorlerinin eksikligi, hiicre-matriks
etkilesiminde kayip, hipoksi, ilaglar, toksinler gibi baz1 kimyasal ajanlardan ve UV
1sinlart gibi fiziksel ajanlar basta olmak iizere cesitli hiicre dis1 uyaranlar sebep
olabilir. Basta hiicre dongiisii kontrol noktas1 bozukluklarina yol agan DNA hasarlari
olamk (izere, telomer disfonksiyonu ve onkojenik mutasyonlardan kaynaklanan
uygun olmayan proliferatif sinyaller gibi i¢ uyaranlar da apoptozu
indukleyebilmektedir (Ozcan, 2018). Apoptoz, hiicre membranindaki 6liim
reseptOrlerinin uyarilmas: kaynakli ekstrintik yolak ve mitokondri-apoptozom
sisteminin uyarilmas: kaynakli intrinsik yolak olarak iki yolak tarafindan
tetiklenmektedir. Kaspaz enzimlerinin aktivitesi apoptozun tetiklenmesinden DNA

fragmantasyonuna, plazma membranimin tomurcuklanmasindan, fosfolipid
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asimetrisinin bozulmasina kadar tiim apoptoz siirecinde yer almaktadir (Celen,
2017). Ekstrinsik ya da dis kaynakli apoptoz, hiicre membranindaki 6lim
reseptOrlerine bazi aktivatorlerin baglanmasiyla tetiklenmektedir ve hiicre dis1 bir
sinyalin hiicre membranina bagli reseptorler aracilifiyla apoptotik aktiviteye
doniismesi olarak tanimlanmaktadir. intrinsik ya da i¢ kaynakli ya da mitokondriyal
apoptoz, cesitli hiicre i¢i sinyallerin ya da uyaranlarin tetikledigi ve mitokondri
membran gecirgenligindeki degisim sonucunda kaspaz-9'un aktiflesmesi ile
sonuclanan apoptoz tipidir ve biyik o6lglide BCL-2 protein ailesi tarafindan
duzenlenmektedir. Apoptoza yol agan mekanizmalarin bozuklugu kanser ve
otoimmiin hastaliklar gibi birgok patolojik duruma neden olabilmektedir (Celen,
2017; Ozcan, 2018).

Kontrolsiiz hiicre proliferasyonlarina neden olan gen mutasyonlarinin uzun
sire birikmesi, aktif anti-apoptotik yollar1 ve telomeraz aktivitesinden dolay1 kanser
hiicreleri uzun Omirliidiir. Hizli ¢ogaldiklart i¢in yasamalari ic¢in gerekli
organizasyonu saglayamadiklarindan dolayr normalde apoptoza girmeleri beklenir.
Ancak pekcok kanser hiicresi apoptozdan kagar ve hatta koken aldigi hiicreden daha
uzun siire yasayabilir. Apoptoztan kagis ya da diren¢ de dahil olmak {izere birbiri ile
iliskili pek¢cok mekanizma sayesinde kanserli hastalarda kemoterapiye kars1 direng
gelismektedir (Wang ve ark., 2013; Pan ve ark., 2016; Celen, 2017; Celepli ve ark.,
2020).

Kanserin temelde hiicre proliferasyonundaki artis ve apoptozdaki azalmaya
bagl olarak gelistigi diistiniilmektedir. Bircok kemoterapi ilaci, tiimordeki hiicrelerin
DNA sentezini ve hicre bolinmesini engelleyerek apoptozu induklemektedir.
Boylece kemoterapi tedavisi ile apoptoz uyarilmakta ve timor hicreleri yok
edilebilmektedir. Ancak ilag tedavisi sonrasinda hiicrelerin apoptoza duyarliliklarinin
degismesi ve ilag direncinin gelismesi, kemoterapi direncine yol acan Onemli
mekanizmalardir. Bu nedenle, kanserde ila¢ tedavisinin en onemli hedeflerinden

birisi timdrii olugturan hiicreleri apoptoza yonlendirmektir (Kaya ve ark., 2012).

2.8 Hucre gocu (Migrasyon) ve Metastaz
Timor hiicreleri olustuklart primer odaktan kopup uzak boélgelere metastaz

yapabilirler (Goksu ve Kazan, 2017). Metastaz, kanser hiicrelerinin koken aldiklar
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bolgeden ayrilarak viicudun farkli doku ve organlarina yayilmasi siirecidir. Metastaz
geisimi konvansiyonel tedavilere dirence neden olarak ve prognozu kotiilestirerek
yasam slirecini kisaltan bir siirectir (Giillii ve Akalin, 2005). Bu siireg; anjiojenez,
invazyon, migrasyon ve proliferasyon gibi bir dizi olaylar zincirini kapsamaktadir

(Giillii ve Akalin, 2005).

Metastatik hcrelerin, cevre dokulara invazyon, yayilma, farkli viicut
boliimlerine yapisma ve yeni damar olusumu (anjiyogenez) baslatabilme yetenekleri
mevcuttur. Metastatik hiicreler, apoptozdan kagabilme ya da apoptoz direncine yol
acan mekanizmalar1 sayesinde hiicre ¢ogalmasimi durduran ya da inhibe eden

sinyallerden kagabilme yetenegine de sahiptir (Goksu ve Kazan, 2017).

Adezyon, hiicre polaritesi ve hiicre iskeletindeki degisimler zamanla malign
timorlerin gé¢ yeteneklerinin artmasina ve ¢evre dokulara invazyon kapasitesi
kazamalarina yol acar (Pehlivanoglu ve ark., 2019). Bir metastazin gelisebilmesi i¢in
tiimdr hiicrelerinin primer kitleden ayrilarak ¢evre dokuya invazyonu ile baslayan bir
dizi siirecin tamamlamas1 gerekmektedir (Goksu ve Kazan, 2017). Lokal invazyon,
kan ve/veya lenfatik damarlara giris, dolasim sistemi ile tasinma, uzak organ
parankimine gecis, kiigiik tiimor nodiilleri olusturma, makroskopik tiimor gelisimi,
invazyon ve metastaz siirecinin basamaklaridir. Kanser hiicreleri hem birbirleriyle
hem de ekstraselliler matriks (ESM) ile olan baglantilari1 degistirecek E-kadherin
kayb1 gibi bazi degisiklikler kazanirlar. (Pehlivanoglu ve ark., 2019). E-kaderin
etkinliginin kirilmasi gibi degisimler artmis metastatik potansiyel ile yakindan
iligkilidir (Goksu ve Kazan, 2017). Tiimor hiicreleri daha sonra bazal membran ve
ESM pargalarlar ve bu sayede migrasyon siirecini baglatarak primer tiimor
dokusundan ayrilirlar. G6¢ eden hiicreler dolasima katilabilmek icin endotel bazal
membrani gecerler. Bu sayede ¢evre dokulara ve dolasim sistemine geger ve uzak
dokulara ulagirlar (Giillii ve Akalin, 2005; Goksu ve Kazan, 2017; Pehlivanoglu ve
ark. 2019). Doku parankimine ulasma imkani bulan hiicreler proliferasyon artisi ile
yeni geldikleri bolgelerde ¢ogalmaya baslarlar ve bu kisimlar igsgal ederler (Giilll ve
Akalin, 2005; Goksu ve Kazan, 2017).
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2.9 Trimetazidin (TM2Z)

Trimetazidin (TMZ) (1-2,3,4 trimethoxybenzyl piperazine dihydrochloride)
(Vastarel tablet) piperazin grubu bir ilagtir ve angina pektoris, periferik damar
tikaniklig1, cesitli serebrovaskiiler hadiseler, tinnitus, vaskuler kokenli vertigolar ve
Meniere sendromunda kullanilmaktadir (Knight ve Fox, 1995; Kantor ve ark., 2000).
TMZ'in kisa iiriin bilgisinde pik plazma konsantrasyonuna oral uygulamadan 5 saat
sonra ulastigr ve temel olarak bobrekler ile degismemis bilesik olarak atildigi
bildirilmektedir (Shedage ve ark., 2014). Uzun yillardir iizerinde gesitli ¢aligmalar
yapilan bu ilacin, koroner kan akimi ve sistemik hemodinamiyi etkilemeksizin
sitoprotektif etki gosteren anti-iskemik bir madde oldugu dikkati ¢ekmistir (Knight
ve Fox, 1995; Abaci ve Kabakgi, 1996). TMZ, hipoksi veya iskemiye maruz kalan
hiicrelerin enerji metabolizmasint korumak suretiyle hiicre i¢ci ATP oraninin
azalmasmi 6nlemektedir (El Banani ve ark., 2000). TMZ’nin ¢alisma mekanizmasi,
mitokondrial 3 ketoagil-koa-tiyolaz enzimi inhibisyonu (zerindendir. Iskemi
sirasinda olusan metabolik hasari, yag asidi f oksidasyonunda etkili olan uzun
zincirli 3-ketoacil-KoA tiolaz enzimini selektif ve kismi olarak inhibe eder (Kantor
ve ark., 2000). ATP fretiminde glukoz kullanilmasi i¢in yag asitlerinden [
oksidasyonla ATP iiretiminde metabolik sapma saglar ve glukoz oksidasyonunu
artirir (Mody ve ark., 1998; Belardinelli, 2000; Hugqi, 2011) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Trimetazidinin etki mekanizmas: (Huqi, 2011)
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Cesitli ¢alismalarla TMZ’nin iskemik veya hipoksik hiicrelerde; iyon
kanallarinin ¢caligmasini diizenledigi (Na+/H+, Na+/Ca2+, Na+/K+-ATPaz), hlicrenin
iskemiye toleransimi artirdigi, intraselliiler asidozu smirladigi, pH’y1 diizenledigi,
asirt Na+ ve Ca2+ birikimini inhibe ederek ve K+ kacisini engelleyerek intraselliiler
O0demi Onledigi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve asir1 birikimini 6nledigi, serbest
oksijen radikallerine bagli membran hasarma kars1 hiicreyi korudugu, antioksidan
etki gosterdigini, inorganik fosfatin birikimini 6nledigi, yiliksek enerjili fosfatlar:
korudugu, intraselliler ATP seviyelerini dengeledigi ve iskemi sirasinda
mitokondriyal fonksiyonlarda koruma sagladigi belirtilmistir. Ancak normal
kosullarda hiicresel iyonlar ve kanallar {izerine dogrudan etki yapmamaktadir (El
Banani ve ark.,2000; Kantor ve ark., 2000; Blardi ve ark., 2002; ikizler ve ark., 2003;
Marzilli ve Klein, 2003; Opie, 2003; Faure ve ark., 2003; Argaud ve ark., 2005;
Chazov ve ark., 2005; Patnos ve ark., 2005; Tritto ve ark., 2005; Gambert ve ark.,
2006; Di Napoli ve ark., 2007; Cha ve ark., 2009). TMZ ile ilgili yapilan g¢alismalarin
bize gosterdigi anti-iskemik bir ajan olarak hipoksik sartlarda selluler duzeyde

koruyucu etki gostermesidir.

Oksijen eksikligi durumu olan hipoksi, pek ¢ok insan kanser hiicrelerinin

ortak bir 6zelligidir. Oksijen eksikligi; anormal bir mikrosirkiilasyon, hizl1 timor
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biiylimesi ve yliksek interstisyel basingtan kaynaklanir. Ancak timor hiicrelerinin bu
olumsuz cevresel faktorlere adaptasyonuna yol agan mekanizmalar halen tam olarak
anlasilamamistir (Miyake ve ark., 2008). Hipoksik hicrelerde enerji Uretimi cok
ylksek oranda laktik asit fermentasyonu ile saglanir (Sekil 2.4). Bu olaylarin sonucu
hiicrenin asitligi ve kalsiyum birikimi artar. Buna karsin ATP {iretimi azalir, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonlar1 degisir ve hiicreler apoptozdan
kagmaya baslar (Sekil 2b) (Vander Heiden ve ark., 2009; Qiu ve ark., 2015).

Kanser hiicrelerinin ortak bir 6zelligi olan aerobik glikoliz (Warburg etkisi)
ve bunun hiicre Oliimiine karst diren¢ sagladigi diisiiniilmektedir (Hugqi, 2011).
Warburg etkisi, hiicrelerin oksijenin varliginda bile enerji kaynagi olarak
fermentasyonu kullanilmasidir ve glukoz alimi ve tliketiminde artis olmasina
ragmen, oksidatif fosforilasyonda azalma ve laktat iiretimi ile karakterize edilir
(Sekil 2.4) (Currie ve ark., 2013). Kanser hiicrelerinde glikolitik oranlarindaki
artiglar, dolayl olarak kanser hiicrelerinin mitokondriyal enerji iiretim durumunda bir
azalmay1 da gostermektedir (Sekil 2.4). Cilinkii glukoz metabolizmasinda piruvatin
oksidasyonu olmaksizin glikolizin artig1 yoniindeki degisim sonucu, ortamda yiiksek
oranda oksijen bulunmasina ragmen karbohidratlardan mitokondrial solunum yoluyla
yeterince ATP Uretemez (Currie ve ark., 2013). Kanser hicreleri glukozu ATP
uretimi igin mitokondride parcalamaktan ziyade; glukozu riboz Gretimi, protein
glikozilasyon ve serin sentezi gibi bazi anabolik olaylar i¢in kullanma
egilimindedirler (Carracedo ve ark., 2013). Kanser hicrelerinin enerji
metabolizmalarindaki degisimlerin anlagilmas1 ise kanser tedavisi ig¢in yeni

yaklasimlar1 harekete gecirmistir (Currie ve ark., 2013).
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Sekil 2.4 Hipoksik tiimor hiicrelerinde ATP {iretim mekanizmasi ve hiicresel
degisiklikler

Tumdr mikrocevresindeki hipoksinin; kanser hicrelerinde genetik instabilite
ve gen ekspresyonunda bozulmaya yol actigi, hiicrelerin mutasyon oranini artirdigi,
hlcrelerin apoptosise karsi daha dayanikli ve radyo/kemoterapiye karsi daha az
duyarl1 hale gelmesine neden olarak diren¢ kazanmasina yol actifi, tlimoriin
invazyon yetenegi gelistirmesinde, agresif karakter kazanmasinda ve metastaz
gelismesinde 6nemli rol oynadigi ortaya konmustur (Sowter ve ark., 2001; Eskiizmir,
2015).

Timor hiicrelerinde mitokondrinin bu sekilde devre disi birakilmasi ve
glukozu oksidatif metabolizma ile mitokondrilerde parcalayamamasi apoptozisi
engelleyebilmekte ve kanser hicrelerinin 6lumsiiz duruma ge¢cmesine de yol
acabilmektedir. Sonucta apoptozis, yeterli mitokondriyal enerji Gretimi ve
sinyalizasyon gerektirecek sekilde kodlanmig ve pro-apoptotik faktorlerin
salinmasina neden olan bir hiicresel siiregtir. Arastirmalar, bu 6zellikleri sergileyen
kanser hiicrelerinin ¢esitli metabolik yollarda gorev alan Onemli genlerde
mutasyonlara sahip olduklarimi gostermislerdir (Huqi, 2011). Aerobik glikolize ek
olarak, pekcok kanser hiicresi azalmis substrat oksidasyonu, solunum zincirine ait
birimlerin aktivitesi ve ekspresyonunda degisim, serbest oksijen radikallerinin asir
olusumu ve birikimi, mitokondrial DNA mutasyonlariin olusumu, mitokondriyal
membran potansiyelinde degisimler, mitokondrinin i¢ membrant boyunca ATP

sentetaz ve solunum zincirine ait komplekslerin organizasyonunda bozulma ve
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apoptozun kontroliinde degismeler gibi pek¢ok metabolik degisiklikler de gosterir.
Sonu¢ olarak, mikroskobik, molekiler, biyokimyasal ve genetik seviyede
mitokondrial disfonksiyon kanser hicrelerinin 6zelliklerinden birisidir (Solaini ve
ark., 2011).

Tiimdr ici hipoksi sonucu; hiicreler cogalmak i¢in gerekli olan enerjiyi diisiik
oksijen ve besin seviyelerinde anaerobik glikolizi artirarak saglarlar. Bahsedilen bu
hipoksik durum meme kanseri hicrelerinin patogenezinde de 6nemli rol
oynamaktadir. TMZ, hipoksik hiicrelerde ATP iiretiminde glukoz kullanilmasi igin
yag asitlerinin B oksidasyonunda metabolik sapma saglayip glukoz oksidasyonunu
artiran bir ajandir. Glukoz oksidasyonundaki artis ile ATP iiretimi artar ve
mitokondriyal fonksiyonlar korunur (Patnos ve ark., 2005; Tritto ve ark., 2005;
Gambert ve ark., 2006; Cha ve ark., 2009).

TMZ’nin dogrudan insana ait bir kanser hucresi Uzerindeki antikanser
etkisinin arastirildigi sadece bir ¢alismaya rastlanmistir (Athi Sekeroglu ve ark.
2021). TMZ’nin meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde yapilmis olan bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, dogrudan mitokondriyi hedefleyen ve oksijenli
solunumla ATP iretimini artiracak sekilde ¢alisan TMZ’nin, insan meme kanseri
tedavisindeki olas1 potansiyelini arastirmak ig¢in planladigimiz bu c¢alisma,

gergeklestirilecek ilk ¢alisma olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir.

2.10 Abraksan (AB)

Taksan sinifinda bulunan paklitaksel (PAK) kemoterapide kullanilan 6nemli
ajanlardan bir tanesidir. PAK; antitimor etkilerini, hicrede mikrotibullerin
toplanmasin1  arttirmak ve depolimerizasyonunu Onleyerek stabil mikrotiibiil
topluluklart olusturmak suretiyle gostermektedir (Erdemoglu ve Sener, 2000).
Mikrotubullerin dinamik davranigi; mitoz siiresince hiicresel fonksiyon, hiicre
sinyalizasyonu, migrasyon ve hucre igi trafik i¢in cok dnemlidir (Jordan ve Wilson,
2004). PAK’1n primer etki mekanizmast mikrottbullerin dinamiklerini baskilamaktir
(Manfredi ve Horwitz, 1994). Bu, metafaz-anafaz gegislerinin blokaji ve sonugta
mitozun inhibisyonu ve apoptozun indiiksiyonu ile sonuglanmaktadir. Diger

mikrotibul bozucu ilaglarin aksine PAK 6zellikle polimerik tubulinlere baglanarak
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mikrotbdlleri stabilize etmekte ve bu sekilde tubulinlerin ayrilmasini

engellemektedir (Amos ve Lowe, 1999).

PAK; bas, boyun, kolon, kii¢iik hiicreli olmayan akciger ve metastatik meme
kanserini de i¢inde barindiran bir¢ok kanserli dokuda kullanilan bir ilagtir. Ancak
PAK’m da iginde bulundugu taksan grubu ilaglarin klinik ilerlemeleri hidrofobikligi
ve sulu ¢ozeltilerde zayif ¢coziiniirliigii (0.5 mg/L’den az) nedeniyle sinirlandirilmistir
(Brannon-Peppas ve ark., 2004) (Park ve ark., 2008; Miele ve ark., 2009). PAK
kremophor miselleri tarafindan saklanmakta ve sistemik maruziyeti uzatarak ilag
toksisitesini artirmaktadir (Desai, 2008). Bu toksik etki birgok antikanser ilaglarinda
goriilen istenmeyen etkilerden bir tanesidir. Bu zayif ¢éziinen ilaglarin intravenoz
enjeksiyonu, erimeyen ilaglarin agregasyonu nedeniyle kan damarlarinda
embolizasyona neden olabilir ve yiiksek ilag konsantrasyonlari sonucunda lokal

toksisite gosterebilir (Park ve ark., 2008).

Birgok farkli arastirmada, antikanser ilaglarin doku ve hiicre dagilim
profillerinin ilaglarin submikronik kollodial sistemler i¢ine sikigmalar1 ile kontrol
edilebilecegini gostermistir. Nanoparcacik ilag tasiyici sistemler son yillarda ¢okga
calisiimakta ve onlar1 cazip ilag tastyicisi haline getiren birgok 6zellikleri de gun
gectikce daha iyi anlagilmaktadir. Ayrica nanopartikiiller timorii g¢evreleyen
damarlardan sizdirici endotel doku icinden kagabilir ve artirilmis gegirgenlik ve

tutma etkisi yoluyla baz1 solid tiimoérlerde birikebilir (Danhier ve ark., 2009).

Taksanlarin zayif suda ¢6ziiniirliigiin listesinden gelmek i¢in, bir arag olarak
lipid bazli ¢oziiciiler kullanilmis ve ¢ogunlukla PAK icin, kremofor icermeyen ve
ilacin dolasim siiresini artiran yeni sistemik formiilasyonlar gelistirilmistir.
Nanoteknolojik yontemler ile PAK modifiye edilerek herhangi bir ¢ozicl icermeyan
nanotanecik albumin-bagl paklitaksel olan abraksan (AB) ortaya ¢ikarilmistir (Sekil
2.5) (Miele ve ark., 2009). AB, 2005 yilinda ilk pasif tiimor hedefleyen polimerik
nanoilag olarak FDA (Food and Drug Administration, Gida ve Ila¢ Idaresi) onayin
almigtir (Gradishar ve ark., 2005). Pasif hedefleme, nanotip iliskili ilacin, artmis
damar gegirgenliginden yararlanarak, tiimor bolgesindeki interstisiyel sivi igine
onemli olgude ekstravazasyonunu ifade eder. Buna ek olarak, solid tlimorler

fonksiyonel lenflerden yoksun olma egilimindedirler ve ekstravaze nanomateryaller
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timor alaninda uzun siirelerde korunur. Artirilmis gegirgenlik ve saklama olarak
adlandirilan etkisi diisik molekiler agirlikli kemoterapotik ajanlarin  tiimorlere

dagitimini gelistirmek igin kullanilan en 6nemli yontemler arasindadir (Lammers ve
ark., 2008).

Albiimin

Paklitaksel

Abraksan (nab paklitaksel nannpﬁr;tikﬁlﬁ]

Sekil 2.5 Abraksanin icerigi
AB, insan kanindan elde edilmis albiimin igerir ve albimin:PAK orani
9:1°dir. Ortalama partikiil biiylikliigii yaklasik olarak 130 nm, hidrodinamik ¢ap1 110
nm’dir (Anonim-b,; Kratz, 2008; Danhier ve ark., 2009; Costanzo ve ark., 2009).
Insan serum albiiminine bagli amorf halde PAK nanopartikiilleri iceren AB,
albiiminin plazma bilesenlerinin endoteliyal transitozuna aracilik ettigi bilinmektedir
ve in vitro calismalar albiimin varliginin endoteliyal hiicrelerden PAK taginmasini

artirdigini gostermistir (Anonim-C).

AB, PAK’a gore ¢ok sayida avantaja sahiptir. Bunlardan en 6nemlisi AB’nin
yapisinda hicbir siirfaktan ve ¢Oziicli bulunmamasidir. Bdylece PAK’in ticari
formulasyonunda bulunan Cremophor EL’nin neden oldugu toksisite ortadan
kalkmaktadir. Ayrica ilac1 plazmaya uzun stirede ve siirekli salarak depo etkisi saglar
ve bunun sonucunda da infiizyon siiresini kisaltir. Toksik etkisinin daha az olmasi
nedeniyle haftalik tolere edilebilen maksimum doz miktar1 PAK’a gore % 70-80
daha fazladir (Isik, 2013).

AB, kanserli hastalarda intravendz ila¢ verilmesi ig¢in gelistirilmis,
diizenleyicilerin FDA onayli tek 6rnegidir. 6 aylik adjuvant kemoterapiden sonra
kombinasyon kemoterapisinde basarisiz olan veya niikseden metastatik meme
kanseri hastalarmin  kullanimi igin  gelistirilmistir. PAK’in kandaki zayif
¢Oziinlirliigliniin iistesinden gelmektedir ve 30 dakikalik bir siire boyunca hastalarin

%50 daha fazla PAK almalarin1 saglamaktadir (Bartels ve Wilson, 2004; Garber.,
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2004).  Gemsitabin  ile  kombinasyon halinde pankreasin = metastatik
adenokarsinomasina sahip hastalarin birinci basamak tedavisi i¢in ve karboplatin ile
kombinasyon halinde lokal olarak ilerlemis veya metastatik kiigiik hiicreli disi
akciger kanserine sahip hastalarin birinci basamak tedavisi i¢in de tanimlanmistir
(Kudlowitz ve Muggia, 2014). AB, tek basina PAK’a gore daha biiyiik bir terapdtik
indekse sahiptir. Geleneksel PAK tedavisine gore daha az toksisite ile daha yuksek
dozlarda uygulanabilmektedir (Gradishar ve ark., 2005; Socinski ve ark., 2012;
Iwamoto, 2013). AB, mesane ve multipl miyelom gibi diger kanserler i¢in klinik

calismalarda degerlendirilmektedir (Merlot, 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler
3.1.1 Trimetazidin dihidroklorid

Calismamizda etken madde olarak Sigma marka trimetazidin dihidroklorid
kullanilmistir.  Trimetazidin ~ dihidrokloridin ~ kimyasal yapst  Sekil 3.1°de
gosterilmistir.

Kimyasal Adi (IUPAC): 1-[(2,3,4-
trimethoxyphenyl)methyl]piperazine;dihydrochloride

Kapalt Formiil: C14H24CI2N203

Molekiil Agirhigr: 339.3 g/mol

P
0
HN/\
K/N CHs
O/
o)
H3C/

Sekil 3.1 Trimetazidinin kimyasal yapisi
3.1.2 Abraksan

Calismamizda mem kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir madde

olan albumine bagli bir paklitaksel olan abraksan kullanilmistir (Sekil 3.2).

Kimyasal Adi (IUPAC): [(1S,2S,3R,4S,7R,9S,10S,12R,15S)-4,12-diacetyloxy-
15-[(2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl]oxy-1,9-dihydroxy-
10,14,17,17-tetramethyl-11-oxo0-6-oxatetracyclo[11.3.1.0%1°.0*"]heptadec-13-en-2-
yl] benzoate

Kapali Formiil: C47H5:NO14

Molekiil Agirligi: 853.9 g/mol
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Paclitaxﬂ

Albumin

Sekil 3.2 Abraksanin kimyasal yapisi
3.1.3 DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
Bu tampon, MCF-7 hiicre hatlarinin pasajlanmasi sirasinda hiicreleri yikamak

icin kullanilmistir ve Gibco'dan temin edilmistir.

3.1.4 Eagle’'s Minimum Essential Medium (EMEM)
Hiicreleri biiyiitiilmesi, ¢ogaltilmasi gibi hiicre kiiltiirii uygulamalarinda ve
dondurulup saklanmasi gibi diger islemlerde ATCC’den alman EMEM besiyeri

kullanilmistir.

3.1.5 Fetal Bovine Serum (FBS)
Gibco marka Fetal Bovine Serum, %10 oraninda hiicrelerin kiiltiire edildigi

ve donduruldugu EMEM besiyerine eklenmistir.

3.1.6 Penisilin/Strepomisin Antibiyotigi

Penisilin/Streptomisin antibiyotik sollsyonu, bakteriyel kontaminasyonu
kontrol etmek i¢in hiicre kiiltiirii ortamina ek olarak kullanilan ikili bir antibiyotik
solusyonudur. Gibco marka penisilin/streptomisin antibiyotigi hiicrelerin kulttire

edildigi ve donduruldugu EMEM besiyerine eklenmistir.

3.1.7 Tripsin-EDTA
Hicre pasajlanmas1 ve hasati sirasinda hiicrelerin yapistig1 kiiltiir kaplarindan
kalkmasint ve ayrilmasini saglamak amaciyla, Lonza marka Tripsin—-EDTA

soliisyonu kullanilmistir. Bu soliisyon hiicre ile kiiltiir kab1 arasinda olusan protein
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baglarini, lizin ve arjinin aminoasitlerinin oldugu yerden parcalayan bir serin proteaz
enzimidir.
3.1.8 Tripan Mauvisi

Hiicreler pasajlanirken, hiicre ekimi yapilirken ve hiicreler dondurulurken
hiicre sayisin1 belirlemek ve hiicre canliligini dlgmek icin hiicreler Gibco marka

tripan mavisi ile boyanmustir.

3.1.9 Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Hiicreleri sivi azot buhar fazinda dondurularak saklanmasi amaciyla
besiyerindeki hiicre stspansiyonunun icerisine kryoprotektif bir ajan olarak Merck
marka DMSO eklenmistir. Calismamizda ayrica ¢6ziicii olarak MTT testinde de

kullanilmastir.

3.1.10 Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)
Calismamizda hiicre canliligi ve sitotoksisitenin Ol¢iilmesinde kullanilan
MTT testinde, membran gegirgen bir boya olan Sigma marka thiazolyl blue

tetrazolium bromide kullanilmistir.

3.1.11 Akridin Oranj (AO)
Calismamizda apoptozu belirlemek icin yapilan deneylerde hiicreleri

boyamak i¢in Invitrogen marka akridin oranj soliisyonu kullanilmistir.

3.1.12 Ethidium Bromur (EB)
Caligmamizda apoptozu belirlemek igin yapilan deneylerde hiicreleri

boyamak i¢in Sigma marka Ethidium Bromiir kullanilmistir.

3.1.13 Mitomisin-C (MMC)
Calismamizda hiicre gociinli (migrasyon) belirlemek icin yapilan deneylerde
hicrelerin  proliferasyonunu engellemek icin  Sigma marka Mitomisin-C

kullanilmistir.
3.1.14 ATP Kiti

Calismamizda ATP miktarlarmin belirlenmesi i¢in Biovision marka ATP

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit kullanilmistir.
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3.2 Kullanilan Cihazlar
3.2.1 Karbondioksit (CO2)’li Inkiibatér

Hiicrelerin uygun sicaklik, nem ve pH ortaminda ¢ogaltilmasi ve kiilturlerin
devam ettirilmesi igin CO2’li inkiibator kullanilmigtir. Calismamizda CO2 inkiibator(

olarak Memmert Inco 108 kullanilmistir.

3.2.2 Biyoguvenlik Kabini

Hiicrelerin kiiltiir ortamina ekimi, test soliisyonlarinin hazirlanip kiiltiirlere
eklenmesi ve bu islemler esnasinda olusabilecek kontaminasyonu engellemek igin
Clean Air by Baker BioVanguard B Greenline marka biyogivenlik kabini

kullanilmastir.

3.2.3 Invert Mikroskop
Hiicrelerin  kiiltlirleri devam ederken hiicrelerin ¢ogalmalarinin  ve
morfolojilerinin incelenmesinde ZEISS marka Primo Vert model invert mikroskop

kullanilmastir.

3.2.4 Floresan Mikroskop
Apoptozun belirlenmesinde kullanilan  akridin  oranj-etidium  bromr
boyamasinda hiicrelerin goriintiillenmesi i¢in Leica marka DM2500 model floresan

mikroskop kullanilmustir.

3.2.5 Hiicre Sayim Cihazi
Calismada kullanilan hiicreler tripan mavisi boyasi ile boyanarak canli, 6lii ve
toplam hiicre sayilar1 ve canlilik oranlar1 masa iistii Invitrogen marka hiicre kiiltiir

sayimi cihazi ile otomatik olarak belirlenmistir.

3.2.6 Su Banyosu
Daihan marka su banyosu hiicrelerin split, ekim ve dondurulma islemlerinde
kullanilan soliisyonlarin 1sitilarak uygun sicakliga getirilmesi ve testlerde kullanilan

hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi i¢in kullanilmistir.

3.2.7 Vorteks Karistiric
Calismada kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi sirasinda,
konsantrasyonlarin dairesel salinim hareketi ile homojenize edilerek karigtirilmasi

amaciyla Stuart marka vorteks karistirict kullanilmgtir.
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3.2.8 Santrifuj

Hiicre stispansiyonlarindaki hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla MPW-351R marka

santrifiij kullanilmistir.

3.2.9 Hassas Terazi

Calismamizda kullanilan kimyasallarin tartilmasi amaciyla, Radwag marka
terazi kullanilmstir.

3.2.10 Mikroplaka Okuyucu
Hiicrelerin kimyasallar ile maruziyetinden sonra MTT testi ile canliliklarinin

kolorometrik olarak dl¢iilmesinde BioTek marka mikroplaka okuyucu kullanilmistir.

3.3 Hiicre Kulturu
3.3.1 Kullamlan Hiicre Hatti

Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda in vitro model olarak MCF-7 (ATCC®
HTB-22™) meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir (Sekil 3.3). 69 yasinda beyaz bir
bayan hastanin meme epitel dokusundan elde edilmis olan MCF-7 hiicre hatti
American Type Cell Culture’dan (ATCC) temin edilmistir. MCF-7 hiicreleri ER/PR
pozitif ve HER2 negatiftir.

Yapilan deneylerle TMZ ve/veya AB’nin MCF-7 hicrelerinin sitotoksisite,

apoptoz, go¢ ve ATP miktarlar izerindeki etkilerinin test edilmesi hedeflenmistir.
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Sekil 3.3 Calismamizda kullanilan MCF-7 hiicreleri
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3.3.2 Hicre Kulttrunin Yoénetimi

MCF-7 hucreleri %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin antibiyotigi ile
zenginlestirilmis EMEM besiyerinde 37°C’de ve %S5 CO2’li inkiibatérde kiiltiir
kaplarinda ¢ogaltilmistir. Hiicreler her giin invert mikroskopta gézlenmis, kontrolleri

yapilmis ve besiyerleri haftada iki defa degistirilmistir.

3.3.3 Huicre Hattinin Cozulmesi

MCF-7 hicreleri, -196°C sivi azot bulunan tankta, buhar fazinda muhafaza
edilmistir. Kiiltiir zaman1 geldiginde, sivi azot tankinda bulunan dondurulmus
hiicreler kullanilmak i¢in siv1 azottan ¢ikarilarak, 37°C sicakliktaki su banyosunda
hizlica ¢oziilmiistiir. Hiicrelerin donduruldugu ortamda bulunan DMSO ve FBS’i
uzaklastirilmak i¢in, ¢oziinen hiicreler 15 ml’lik santrifuj tlipiine aktarilip {lizerine
besiyeri eklenmistir ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Silipernatant
uzaklastitildiktan sonra hiicrelerin bulundugu pellet kismina taze besiyeri eklenerek
flaska ekim yapilmistir. %5 CO2’li inkiibatorde 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler
her giin invert mikroskop altinda incelenmis ve besiyerleri haftada iki kez
degistirilmistir. Bu isleme hiicreler konfluent (%80 yogunluk) duruma ulasana kadar

devam edilmistir.

3.3.4 Hucrelerin Pasajlanmasi

MCF-7 hiicreleri konfluent (%80 yogunluk) duruma ulagtiginda, hiicreler
flasktan kaldirilarak ve ayrilarak yani split edilerek yeni kiiltiir kaplarina ekim
yapilmistir. Pasaji yapilacak hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler
DPBS ile yikanmistir. Hiicrelere tripsin eklenerek flask 5 dk 37 °C’lik CO:2
inkiibatorde bekletilmis ve hiicrelerin yiizeyden kaldirilmalar saglanmistir. Bekleme
stiresi dolduktan sonra, tripsinin etkisini yok etmek amaciyla tripsin ile esit miktarda
besiyeri flaska eklenmistir. Flaskin igindeki karisim birkag kez pipetle resiispanse
edilmis ve 15 ml’lik falkon tlipiine aktarilarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifij
edilmistir. Supernatant kismi uzaklastirildiktan sonra tlipte kalan pellet izerine taze
besiyeri eklenerek siispanse edilmistir. Egit miktarda hiicre siispansiyonu (10 pl) ve
tripan mavisi boyasi (10 pl) karigtirllmis ve bu karistmm 10 pl’si hiicre sayim
cihazinin lamina aktarilarak 1 ml’deki canli hiicre sayisi, 6lii hiicre sayisi ve canlilik
degerleri (%) belirlenmistir. Sayim sonrasi hiicre siispansiyonu ve besiyeri yapilacak

caligmanin amacina uygun oranda pipetlenerek yeni ekimler yapilmistir ve hiicreler
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inkiibasyona biakilmigtir. Yeterli hiicre saglanincaya kadar ekim yapilmaya devam
edilmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir kism1 uygulanacak testlerde kullanilmig bir kism1

ise dondurularak saklanmuistir.
3.3.5 Hiicre Hattinin Dondurulmasi

Hiicrelerin gereginden fazla pasajlanmasini 6nlemek, hiicrelerin degisimini
onlemek, doniisii olmayan genetik bozulmalara sebep olmamak ve deneylerde ayni
ya da yakin pasaj numarali hiicreler kullanmak amaciyla hicreler sivi azotta
dondurularak stoklanmistir. Hiicreler,1 ml’de bir milyon hiic re olacak sekilde, %5
DMSO igeren besiyeri igerisinde kriyojenik tiiplere alinmistir. Tipler once 1

giinltigline -80 °C’de tutulmus, daha sonra siv1 azot tanki igerisine transfer edilmistir.

3.4 Deney Plam1 ve Deney Gruplari

Deneylerimizde negatif kontrol ve TMZve/veya AB gruplari olusturulmustur

ve 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siiresi uygulanmistir.

3.4.1 Negatif Kontrol Grubu

TMZ ve ABS saf suda ¢oziilerek kullanildigi igin, negatif kontrol grubu
kiiltiirleri uygun hacimlerde (besiyerinin %10’u kadar) saf su ilave edilerek inkiibe

edilmistir.

3.4.2 Trimetazidin (TMZ) Grubu

TMZ konsantrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in Oncelikle bir stok c¢ozeltisi
olusturulmus ve seyreltme islemi uygulanarak farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir.
Kulturlere 0 mM, 0.005 mM, 0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM
ve 2 mM TMZ konsantrasyonlart eklenerek MTT testi yapilmistir. MTT testinin
sonuglar1 degerlendirilerek hem hiicre canliligi hem inhibitér konsantrasyon (IC50)
degerleri, hem de sonraki testlerde kullanilacak TMZ konsantrasyonlari

belirlenmistir.

MTT deneyleri sonucu karar verilen TMZ’in 3 farkli konsantrasyonu,
besiyerinin %10’u kadar hacimde hticre kultlrlerine ilave edilmisr ve kiltirler 24, 48

ve 72 saatligine TMZ ile inkiibe edilmistir.
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3.4.3 Abraksan (AB) Grubu

AB konsantrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in Oncelikle bir stok ¢dzeltisi
olusturulmus ve seyreltme islemi uygulanarak farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir.
Kiltirlere 0 uM, 1 pM, 5 pM, 10 uM, 50 uM ve 100 pM AB konsantrasyonlari
eklenerek MTT testi yapilmistir. MTT testinin sonuglar1 degerlendirilerek hem hiicre
canliligt hem inhibitdér konsantrasyon (IC50) degerleri, hem de sonraki testlerde

kullanilacak AB konsantrasyonu belirlenmistir.

MTT deneyleri sonucu karar verilen AB konsantrasyonu besiyerinin %10’u
kadar hacimde hicre kultlrlerine ilave edilmis ve kiiltiirler 24, 48 ve 72 saatligine

inkube edilmistir.

3.4.4 Trimetazidin+Abraksan Grubu

Kdltlrler MTT deneyleri sonucu karar verilen AB ve i¢ farklh TMZ
konsantrasyonu ile birlikte, besiyerinin %10’u kadar hacimde htcre kltirlerine ilave

edilmis ve kiiltiirler 24, 48 ve 72 saatligine inkiibe edilmistir.

3.5 MTT Testi

MTT  (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide;
Thiazolyl blue) testi, hiicre canlilifini1 ve metabolik aktiviteyi 6l¢en, hizli, kantitatif,
tekrarlanabilir, kolorimetrik bir testtir (Doyle ve Griffiths, 1998; Cetin ve Bullerman,
2005). llag¢ duyarliliginin belirlenmesinde kullanilan MTT testi yeni antikanser ilag
taramalarinda da kullanilmaktadir (Campling ve ark., 1991). Tetrazolium tuzunun
sadece metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara
indirgenmesinden dolay1 bu yontem sadece canli hiicreleri saptar. MTT suda ¢6ziinen
bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizist igermeyen medyum veya tuz
soliisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur. Tetrazolium
halkasinin dehidrogenaz enzimlerince par¢alanmasi sonucu MTT, mor renkli
¢ozlinmeyen formazana doniisiir. Olusan bu formazan izopropanol, DMSO veya
baska bir ¢oziicii yardimi ile ¢ozilinebilir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu
spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Denizot ve Lang, 1986; Doyle ve
Griffiths, 1998; Subhashini ve ark., 2005).
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MTT testi ile c¢alismamizda kullanacagimiz TMZ ve AB’nin
konsantrasyonlar1 belirlenerek, bunlarin MCF-7 hiicreleri Uzerindeki etkileri
incelenmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 1x10*
sayida olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler deney gruplarinda belirtildigi sekilde saf su
(negatif kontrol) ve farkli TMZ velveya AB konsantrasyonlar1 ile muamele
edilmistir. Hiicreler, negatif kontrol olan saf su ile ve saf suda ¢oziilerek hazirlanan
stok TMZ ve AB c¢ozeltileri ve bu ¢ozeltilerden seri sulandirma ile olusturulan
degisik konsantrasyonlardan olusan c¢alisma soliisyonlar1 ile 24, 48 ve 72 saatligine
muamele edilmistir. Baslangicta TMZ i¢in 2000 mM stok ¢6zelti hazirlanmistir.
Daha sonra uygun sekilde seyreltme yapilarak hiicreler 0 mM, 0.005 mM, 0.01 mM,
0.05 mM, 0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM TMZ konsantrasyonlar: ile
muamele edilmistir. AB i¢in 6ncelikle 100 uM’lik stok bir ¢ozelti hazirlanmustir.
Daha sonra uygun sekilde seyreltme yapilarak hiicreler 0 pM, 1 uM, 5 uM, 10 pM,
50 uM ve 100 pM AB konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saatligine muamele
edilmigtir. Aynmi sartlarda ilagsiz inkiibe edilen hiicreler negatif kontrol olarak

kullanilmuastir.

24, 48 ve 72 saatlik maruziyet sonrasinda, Kuyucuklara PBS icerisinde
hazirlanmig 20 pl MTT soliisyonu (%5°lik) eklenmistir. Kiiltiir kabindaki hiicreler 3
saat 37 °C’de inkiibatorde bekletilmis ve daha sonra igerisinde MTT sollsyonu
bulunan besiyeri aspire edilmistir. Siire sonunda MTT ile olusan formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in kuyucuklara 100’er pL DMSO eklenerek 15 dakika
inkibatorde bekletilmistir. Her bir kuyucuk mikroplaka okuyucu ile 570 nm dalga
boyunda okutulmustur. Okunan absorbans degerlerine gore hiicre canliligi ve

sitotoksite diizeyleri su formiillere gére hesaplanmustir:

Hiicre canhhg (%) = (Ortalama dogrulanmis mualeme kuyucugunun
absorbans  degeri/Ortalama  dogrulanmis  kontrol kuyucugunun absorbans

degeri)X100.

Sitotoksisite (% Inhibisyon) = 100 - (Ortalama dogrulanmis mualeme
kuyucugunun absorbans degeri/Ortalama dogrulanmis kontrol kuyucugunun

absorbans degeri)X100
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Kontrol kuyucuklarindan elde edilen degerlerin ortalamasi %100 canli hiicre
olarak kabul edilmistir. Muamele kuyucuklardan elde edilen degerleri kontrol
degerlere oranlanarak yilizde olarak hiicre canlilig1 ve sitotoksisite belirlenmistir.

MTT deneyleri farkli zamanlarda 3 kez tekrarlanmistir.

Kontrole gére %50 oraninda sitotoksisite gdsteren konsantrasyon (Inhibitor

Konsantrasyon=IC50 degeri) sitotoksik doz olarak kabul edilmistir.

3.6 Akridin Oranj (AO) ve Ethidium Bromid (EB) Boyama

Sitotoksisite degerlendirilmesi kapsaminda hiicre 6liim tipinin belirlenmesi
amaciyla MCF-7 hucre kultirinde AO-EB boyamasi yapilmistir. Bu yontemle canli,
apoptotik ve nekrotik hiicreler arasindaki ayrim yapilabilmektedir ve floresan boyalar
olan AO ve EB’nin hiicreler tarafindan farkli alinimi ile cekirdekteki kromatin
yogunlagsmasinin morfolojik degisimlerini gostermektedir. AO hem canli hem de 6l
hicreleri boyayan vital bir boya iken EB membran hasar1 meydana geldiginde
hlcreleri boyar. Normal nilkleer kromatine sahip canli hiicreler parlak ve bditin bir
cekirdege sahiptir (fragmentsiz) ve yesil gorlndr. Erken apoptotik hicrelerin
membran yapist tam olarak bozulmamistir. Bu hiicreler de yesil goérinir ancak
DNA’s1 parcalanmaya basladig1 i¢in (fragmentli) kromatin yogunlasmis olarak
gorindr. Geg apoptotik hicreler par¢alanmig niikleer kromatin igerirler (fragmentli)
ve turuncu goriiniirler. Nekrotik hiicreler ise pargalanmamis (fragmentsiz), normal
nukleer kromatine sahiptir ve parlak kirmizi goriiniirler (Takahashi ve ark. 2004;
Kasibhatla et al, 2006; Kelestemur, 2016; Dindaroglu, 2019).

Test icin 24 bolmeli kiiltiir kaplar1 kullanilmistir. Her bélmeye steril edilmis
yuvarlak lameller konulmus ve hiicrelerin lameller {izerinde biiyiliyebilmesi i¢in
lameller attachment faktor ile kaplanmigtir. Her bdlmeye 25.000 MCF-7 hucresi
ekilmistir ve hiicreler MTT testi sonucu belirlenen konsantrasyonlarda TMZ (50, 100
ve 250 uM) velveya AB (1 pM) ile birlikte ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele
edilmistir. Muamele siresi sonunda, bdlmelerde bulunan yuvarlak lameller lam
tizerine alinmis ve Uzerlerine 20 pul AO-EB (100 pg/ml AO ve 100 ug/ml EB) karisimi
damlatilmistir. Boyanmis hiicrelerin hemen floresan mikroskopta fotograflari gekilmistir.
Fotograf ¢ekimlerinde hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan fragmentlerin gortnur

ve en az 100 hicre sayilacak sekilde ¢cekim yapilmasina dikkat edilmistir.
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Her bir deney grubundan 100 hiicre sayilmis ve hiicrelerin analizleri su
sekilde yapilmistir:

Yesil igi parlak hiicreler: Canli hicreler (i¢inde fragment yok ya da pargacikli
degil). Yesil-icinde fragment ya da granller olanlar: Erken apoptotik hiicreler.

Turuncu-kirmizi iginde fragment ya da graniiller olanlar: Apoptotik hiicreler.

Turuncu-kirmiz1 igi parlak: Nekrotik hiicreler (i¢inde fragment yok ya da

parcacikli degil).

Apoptosis yuzdesi su formiile gére hesaplanmuistir:

%Apoptosis = (Erken apoptotik hiicreler+apoptotik hiicreler)/sayilan toplam
hiicre say1s1x100%).

3.7 Yara lyilesmesi Testi (Wound Healing Assay)

Yara iyilestirme deneyi, hiicre gogiliniin arastirilmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir ve bu ¢alismada TMZ ve/veya AB’nin MCF-7 hicrelerinin
goc¢U Uzerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

Hucreler 6 bolmeli kiiltiir kaplarina her bélmede 50.000 hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Bolmelerdeki hticreler konfluet (%80) olduklarinda orta hattin solu ve
sagindan pipet ucuyla ¢izgiler olusturulmustur. Daha sonra besiyeri aspire edilip
hiicreler 3 kez PBS ile yikanmigtir. Hiicreler 5 pg/ml Mitomisin-C iceren serumsuz
besiyeri icinde TMZ (50, 100 ve 250 uM) ve/veya AB (1 uM) AB ile muamele
edilmistir. Cizgi olusturulan bdlgelerin hemen fotograflar1 ¢ekilerek 0. saat ¢ekimleri
tamamlanmistir. Ayn1 bolgelerin fotograflart 24., 48. ve 72. saatte de c¢ekilerek
proliferasyondaki degisim kontrol edilmistir. Deney sonunda fotograflardaki cizik
atilarak olusturulan bosluklarin alanlar1 ImageJ yazilimi kullanilarak hesaplanmigtir.

Hiicrelerin go¢ hiz1 asagidaki formiille hesaplanmistir:

Goc orani (%) = (A0-At)/A0x100

Bu formiilde; AO: Cizik atildiktan hemen sonra dlgiilen alan (0. saat) ve At:

Her muamele siiresi (24, 48 ve 72 saat) sonunda 6lgiilen alan1 gostermektedir.

3.8 ATP Miktarmin Ol¢iimii

ATP miktarlar1 kolorimetrik yontem ile belirlenmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarina her bir bolmede 1x10* say1da olacak sekilde ekilmistir. TMZ
velveya ABS ile muamele edilen hiicreler ve kontrol hiicreleri TMZ (50, 100 ve 250

HUM) ve/veya AB (1 uM) AB ile 24, 48 ve 72 saatligine inkiibasyona birakilmstir.
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ATP miktarlarinin  6lgiilmesi amaciyla satin alinan Biovision marka ATP
Colorimetric/Fluorometric Assay Kitinin katolog bilgileri dogrultusunda islemler
yapilmistir. 96 kuyucuklu bolmelerdeki absorbans degerleri 570 nm’de mikroplaka
okuyucuda cihazda okutulmustur. Hem kontrol hem de muamele gruplarina ait

absorbans degerlerine gore hiicrelerdeki ATP miktarlar1 nmol olarak belirlenmistir.

3.9 Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir ve veriler ti¢ tekrarin ortalamasi ve * standart
hatas1 (SE) olarak ifade edilmistir. inceleme sonucunda elde edilen tiim verilerin
homojenligi ve grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi SPSS
programi kullanilarak tek yonlii varyans analiz metodu (ANOVA) ile belirlenmistir.
Farkin 6nemli oldugu gruplarda ise, elde edilen sonuglar GraphPad Prism 8§ yazilimi
(San Diego, CA, USA) kullanilarak Student’s t-testi ile karsilagtirilmistir. Sonuglarin

degerlendirilmesinde p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Bulgular

TMZ velveya AB’nin MCF-7 hiicre kiltrlerinde sitotoksisite, apoptoz, hiicre
go¢ii ve ATP miktar1 iizerindeki olasi etkilerini arastirmak amaciyla uygulanan MTT
testi, AO-EB boyamasi, yara iyilesmesi testi ve ATP miktar analizi sonuglar1 detayli
sekilde asagida verilmistir. Elde edilen veriler grafiklendirilip tablolar
olusturulmustur ve istatistiksel analizler uygulanarak veriler degerlendirilmis ve

yorumlanmustir.

4.1.1 MTT Testi Sonuclar:

MTT testi ile mitokondriyal aktivite dlculerek TMZ ve/veya AB’nin ¢esitli
maruziyet siireleri sonrasi, kuyucuklardaki canli hiicrelerin oranini nasil etkiledigi
belirlenmistir. Hucreler TMZ ve/veya AB’nin farkli konsantrasyonlari ile 24, 48, 72
saatligine muamele edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Uygulamadan sonra MTT testi
protokoliindeki islemler gergeklestirilmistir ve 570 nm’de mikroplaka okuyucu ile

absorbans degerleri okunmustur.
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Sekil 4.1 TMZ konsantrasyonlarmin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda MTT testi i¢in
yapilan uygulama plani
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Sekil 4.2 AB konsantrasyonlariin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda MTT testi i¢in
yapilan uygulama plani

24, 48 ve 72 saatlik maruziyet surelerinin sonunda elde edilen sonuglara gore,
tekrarlt olarak uygulanan konsantrasyonlarin ortalama degerleri blank degerinden

(sadece besiyerinin absorbans degeri) ¢ikarilarak normalizasyon yapilmistir.

TMZ ile 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerine birakilan MCF-7
hiicrelerinin hiicre canlilik degerleri hesaplanmis ve elde edilen sonuglar Cizelge

4.1°de gosterilmistir. Bu degerlerin istatistiksel olarak karsilastirilmast yapilarak
grafiklendirilmistir (Sekil 4.3).

MTT testinde TMZ’nin 24 saatlik maruziyeti sonucu MCF-7 hicrelerinin
hiicre canlilig1 degerleri konsantrasyon artisina bagli olmayan azalmalar gostermistir.
Test edilen higbir TMZ konsantrasyonu hiicre canliligi degerini %50’nin altina
diigirmemistir. Hiicre canliliginda goriilen azalmalardan, sadece en yiksek iki
konsantrasyonda gozlenen azalmalarin negatif kontrole gore kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.3).

48 saatlik TMZ maruziyeti sonucunda, 24 saatlik uygulamaya benzer bir
sekilde hiicre canlilifinda konsantrasyon artisina bagli olmayan diisiisler tespit
edilmistir. Test edilen TMZ konsantrasyonlarindan higbirisi hiicre canliligi degerini
%350’nin  altina diistirmemistir. 48 saatlik uygulama sdresinde disiik ki

konsantrasyon (0.005 ve 0.01 mM) harig, test edilen diger konsantrasyonlarda hticre

37



canliliginda gozlenen diislisler negatif kontrole gore istatistiksel olarak

degerlendirildiginde anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.3).

72 saatlik TMZ muamelesi sonrasinda hiicre canliligi  degerlerine
bakildiginda, diger muamele siirelerinde goriildiigii gibi konsantrasyon artisina baglh
olmayacak sekilde hiicre canliligi degerlerinin azaldigi gorilmistiir. Hicbir TMZ
konsnatrasyonu hiicre canliligini %50’nin altina diisiirmese de, 72 satlik muamale
onceki muamele sirelerine gore hiicre canliligi degerlerini daha fazla diisiirmiistiir.
Hiicre canlilig1 degerleri negatif kontrole gore kiyaslandiginda test edilen tim TMZ
konsatrasyonunda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar bulunmustur (p<0.05)
(Sekil 4.3).

Cizelge 4.1 TMZ konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu elde
edilen verilerden hesaplanan hiicre canlilig1 (%) degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat
(mM) Hiicre canlihigi (%) Hiicre canlihigi (%) Hiicre canlihigi (%)
0 100 100 100
0.005 101 98 79
0.01 93 91 79
0.05 99 85 75
0.1 93 76 69
0.25 89 82 73
0.5 89 87 80
1 87 86 70
2 87 86 70
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Sekil 4.3 24, 48 ve 72 saatlik TMZ uygulamasi sonrasi elde edilen ortalama hiicre
canlilig1 verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak gosterimi

TMZ ile 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerine birakilan MCF-7
hlcrelerinin sitotoksisite degerleri hesaplanmis ve elde edilen sonuglar Cizelge

4.2°de gosterilmistir. Bu degerlerin istatistiksel olarak karsilastirilmas: yapilarak

grafiklendirilmistir (Sekil 4.4).

TMZ’nin 24 saatlik maruziyeti sonucu sitotoksisitenin konsantrasyona bagli
olmayan artiglar gosterdigi belirlenmistir. Negatif kontrole goére kiyaslandiginda
sitotoksisite degerlerinde goriilen bu artiglarin en yiiksek iki konsantrasyonda (1 ve 2
mM) istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.4).

48 saatlik maruziyet slresi sonucunda, TMZ’nin sitotoksisitesi 24 saatlik
uygulamaya benzer sekilde konsantrasyona bagli olmayan artiglar gostermistir. 48
saatlik uygulama suresinde test edilen diisiik iki TMZ konsantrasyonu (0.005 ve
0.0lmM) hari¢ diger konsantrasyonlarda sitotoksisitede gozlenen artiglar negatif
kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05) (Sekil
4.4).

72 saatlik maruziyet sonrasinda, sitotoksitede konsantrasyona bagli olmayan
artiglar gortilmistiir. 24 ve 48 saatlik uygulamalara gore, 72 saatlik muamele sonucu
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sitotoksisitenin daha fazla arttigi belirlenmistir. Test edilen tim TMZ
konsantrasyonlarinda  goriilen  sitotOksisite  degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur
(p<0.05) (Sekil 4.4).

Cizelge 4.2 TMZ konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu elde
edilen verilerinden hesaplanan sitotoksisite degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat
(MM) Sitotoksisite (%6) Sitotoksisite (%) Sitotoksisite (%)
0 0 0 0
0.005 -1 2 21
0.01 7 9 21
0.05 1 15 25
0.1 7 24 31
0.25 11 18 27
0.5 11 13 20
1 13 14 30
2 16 17 25
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Sekil 4.4 24, 48 ve 72 saatlik TMZ muamelesi sonrasi elde edilen ortalama

sitotoksisite verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak
goOsterimi
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AB ile 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerine birakilan MCF-7 hiicrelerinin
canhliklart hesaplanmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.3°de gosterilmistir. Bu
degerlerin istatistiksel olarak karsilastirilmasi yapilarak grafiklendirilmistir (Sekil
4.5). AB’nin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu MCF-7 hicrelerinin hcre
canlilig1 degerleri konsantrasyon artisina bagli olmayan azalmalar gostermistir. 24,
48 ve 72 saatligine 1, 2, 5, 10, 50 ve 100 uM AB ile muamele edilen hicrelerin
canliliginda goriilen tim azalmalarin negatif kontrole gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). 24 saatlik muamlede test
edilen hi¢cbir AB konsantrasyonu hiicre canliligt degerini %50’nin altina
diistirmemistir. 48 saatlik muamelede 5 uM AB muamelesinden sonra, 72 saatlik
muamelede ise 1 pM AB muamelesinden sonra hiicre canliligi degerleri %50’nin

altina inmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.5).

Cizelge 4.3 AB konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu elde
edilen verilerden hesaplanan hiicre canlilig1 (%) degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat

(UM) Hiicre canlihgi (%)  Hiicre canlilig1 (%)  Hiicre canlihg: (%)
0 100 100 100
1 64 55 59
5 65 54 46
10 67 43 43
50 67 42 46

100 66 46 44
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Sekil 4.5 24, 48 ve 72 saatlik AB uygulamas1 sonrasi elde edilen ortalama hiicre
canlilig1 verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak gosterimi

AB ile 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerine birakilan MCF-7 hiicrelerinin
sitotoksisite degerleri hesaplanmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4°de
gosterilmigtir. Bu degerlerin istatistiksel olarak karsilastirilmas1  yapilarak
grafiklendirilmistir (Sekil 4.6). 24, 48 ve 72 saatlik AB’nin muamelesi sonucu
sitotoksisitede konsantrasyon artisina bagli olmayan artiglar gortilmustlr. Negatif
kontrole gore kiyaslandiginda, sitotoksisite degerlerinde goriilen bu artiglarin test
edilen tum AB konsantrasyonlarinda ve tiim muamele siirelerinde istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). 48 saatlik muamelede 5 pM AB
muamelesinden sonra, 72 saatlik muamelede ise 1 uM AB muamelesinden sonra

sitotoksisite degerleri %50’ nin lizerine ¢ikmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6).
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Cizelge 4.4 AB konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu elde
edilen verilerden hesaplanan sitotoksisite (%) degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat
(uM) Sitotoksisite (%6) Sitotoksisite (%) Sitotoksisite (%)
0 0 0 0
36 45 41
5 35 46 54
10 33 57 57
50 33 58 54
100 34 54 56
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Sekil 4.6 24, 48 ve 72 saatlik AB uygulamasi sonrasi elde edilen ortalama
sitotoksisite verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak
gosterimi

24 saatlik AB ugulamasindan sonra test edilen hi¢cbir AB konsantrasyonu
hiicre canliligin1 %50°nin altina diigiirmedigi ya da sitotoksisiteyi %50’ nin iizerine
cikarmadigr gozlenmistir. Bu nedenle 24 saatlik muamelede AB i¢in IC50 degeri
bulunamamustir. AB ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik muamelede
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IC50 degeri 3,4 puM ve 72 saatlik muamele i¢in IC50 degeri 2 puM olarak
hesaplanmistir. Daha sonraki deneylerde 72 saatlik muamelede belirlenen 1C50

degerinin yarisi olan 1 uM AB’nin kullanilmasina karar verilmistir.

1 uM AB’nin tek basmna 24, 48 ve 72 saatlik maruziyeti sonucu muamele
stiresinin  artigina bagli olarak MCF-7 hiicrelerinin canliligint  diistirdiigiinii
belirlenmistir. AB’nin muamelesi sonucu hiicre canliliginda goriilen diisiisler kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). AB’nin
TMZ ile muamelesi sonucu en diisik TMZ konsantrasyonu olan 0.005 mM
TMZ+AB’nin 24 saatlik maruziyeti hari¢, test edilen tim AB+TMZ
konsantrasyonlarinin tiim muamele siirelerinde hiicre canlilig1 degerlerini diisiirdiigi
ve hiicre canliliginda goriilen bu diisiislerin negatif kontrole gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). AB+TMZ muamelesinin
Ozellikle 72 saatlik muamele siiresinde MCF-7 hiicrelerinin canliligin1 dafa fazla

diistirdiigt gozlenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7).

Istatistiksel acidan onemli bulunmamasma ragmen, 24 saatlik AB+TMZ
uygulamalarindan 0.1 mM TMZ+AB (%82), 0.5 mM TMZ+AB (%82), 1 mM
TMZ+AB (%79) ve 2 mM TMZ+AB (%81) maruziyetlerinin hiicre canlilig
degerlerini tek basina AB’nin (%83) neden oldugundan daha fazla diistirdigi
goriilmistiir. 0.005 mM TMZ+AB, 0.01 mM TMZ+AB, 0.05 mM TMZ+AB, 0.1
mM TMZ+AB ve 0.25 mM TMZ+AB’nin 48 saatlik mualemelesi sonucu elde edilen
hiicre canlilig1 degerleri sirastyla %67, %69, %59, %64 ve %65 olarak bulunmustur.
Bu degerler tek basina AB’nin 48 saatlik muamelesi sonucu gozlenen hiicre canlilig
degeri olan %70’den daha disiiktiir. 72 saatlik TMZ+AB uygulamalarindan elde
edilen tiim hiicre canlilig1 degerleri ise, AB’nin tek basina yol agtigindan (%63) daha
diisiik olarak bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7). Bu sonuclar 6zellikle uzun
stireli muamelelerde TMZ’nin AB’nin etkinligini artirabilecegini ve daha fazla MCF-

7 hiicresinin 6liimiine yol agabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.5 AB ve AB+TMZ’nin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu elde
edilen verilerinden hesaplanan hiicre canlilig1 degerleri

24 saat 48 saat 72 saat

Konsantrasyonlar . -
Hiicre Canlihgi (%)  gijcre Canlihg1 (%)  Hiicre Canlihig (%0)

0 100 100 100
A (1um) 83 70 63
0.005 mM TMZ+ A (1 uM) 94 67 59
0.01 mM TMZ+ A (1 uM) 86 69 61
0.05 mM TMZ+ A (1 uM) 86 59 60
0.1 mM TMZ+ A (1 uM) 82 64 56
0.25 mM TMZ+ A (1 uM) 89 65 60
0.5 mM TMZ+ A (1 uM) 82 72 57
1 mM TMZ+ A (1 uM) 79 77 57
2mM TMZ+ A (1 uM) 81 71 58
120 +
100 - gmw— *
* L -
80 - L 3 |
*
1. *
* s
M 24 saat

Hiicre Canhiligi (%)
3

' ! : T H 48 saat
72 saat
40 - 1

20

0  A(1uM) 0.005+#1 0.01+1 0.05+1 0.1+#1 0.25+#1 0.5+1 141 2+1
TMZ (mM)+A (1M) konsantrasyonlari

Sekil 4.7 24, 48 ve 72 saatlik AB ve TMZ+AB uygulamasi sonrast elde edilen

ortalama hiicre canlilig1 verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel
olarak gosterimi
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24, 48 ve 72 saatlik maruziyetler sonucu AB’nin tek basimna ve TMZ ile
birlikte uygulandiginda MCF-7 hiicreleri Gzerindeki sitotoksisiteleri Cizelge 4.6 ve
Sekil 4.8‘da gosterilmistir. AB’nin sitotoksisitesi muamele siiresi arttikca artig
gostermis ve tiim muamele siirelerinde sitotoksisitede goriilen artislar negatif kontrol
ile kiyaslandiginda istatistiksel olatrak énemli bulunmustur (p<0.05). TMZ+AB’nin
test edilen en diisiik konsantrasyonlarinin (0.005+1) 24 saatlik muamelesi harig, test
edilen tim AB+TMZ konsantrasyonlarinda ve tiim muamele siirelerinde artislar
gosteren sitotoksisite degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
onemli  olmustur (p<0.05). Ozellikle 72 saatlik AB+TMZ uygulamasmin
sitotoksisiteyi daha ¢ok artirdig1 gézlemlenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8).

Istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da, 24 ssatlik AB+TMZ uygulamalarindan
0.1 mM TMZ+AB (%18), 0.5 mM TMZ+AB (%18), 1 mM TMZ+AB (%21) ve 2
mM TMZ+AB (%19) maruziyetlerinin sitotoksisiteyi tek basmma AB’nin (%17)
neden oldugu sitotoksisiteden daha fazla oldugu bulunmustur. 0.005 mM TMZ+AB,
0.01 mM TMZ+AB, 0.05 mM TMZ+AB, 0.1 mM TMZ+AB ve 0.25 mM
TMZ+AB’nin 48 saatlik mualemelesi sonucu elde edilen sitotoksisite degerleri
strastyla %33, %31, %41, %36 ve %35 olarak bulunmustur. Bu degerler tek basina
AB’nin 48 saatlik muamelesi sonucu elde edilen sitotoksisite degeri olan %30’dan
daha yuksektir. 72 saatlik TMZ+AB uygulamalarindan elde edilen tiim sitotoksisite
degerleri AB’nin tek basina yol actig1 sitotoksisite degerinden (%37) daha ytiksek
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8). Bu sonuglar uzun sireli TMZ+AB
muamelesinin - MCF-7 hicrelerinde AB’nin sitotoksisitesini artirabilecegini

gostermektedir.
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Cizelge 4.6 AB ve AB+TMZ’nin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetleri sonucu elde
edilen verilerinden hesaplanan sitotoksisite degerleri

24 saat

K ¢ | 48 saat 72 saat
onsantrasyoniar . ..
Y Sitotoksisite (%) Sitotoksisite (%) Sitotoksisite (%6)
A (1uM) 17 30 37
0.005 mM TMZ+ A (1 uM) 6 33 41
0.01 mM TMZ+ A (1 uM) 14 31 39
0.05 MM TMZ+ A (1 uM) 14 41 40
0.1 MM TMZ+ A (1 pM) 18 36 44
0.25 mM TMZ+ A (1 uM) 11 35 40
0.5 MM TMZ+ A (1 uM) 18 28 43
1 mM TMZ+ A (1 M) 21 23 43
2 mM TMZ+ A (1 uM) 19 29 42
60 -
+
50 4
*=
40 - * - | - -
— | * - F
5 " ST
[ 1]
.E 30 4 NP -r W24h
E i HAa8h
[+]
E * H72h
n 20
10
0
A{luM) 0.005+1 0.01+1 0.05+1 0.1+1 0.25+1 0.5+1 1+1 2+1

TMZ (mM)+A (uM) konsantrasyonlar

Sekil 4.8 24, 48 ve 72 saatlik AB ve TMZ+AB uygulamasi sonrast elde edilen

ortalama sitotoksisite verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel
olarak gosterimi
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4.1.2 AO-EB Boyama Sonuglari

TMZ ve/veya AB’nin hiicreler Gizerindeki apoptotik etkisi AO-EB boyamasi
ile morfolojik olarak degerlendirilmistir. AO-EB boyasi ile boyanmis MCEF-7
hiicrelerine bazi fotograf ornekleri Sekil 4.9°de sunulmustur. MCF-7 hcreleri,
yapilan MTT testi sonucunda belirlenen TMZ (50, 100 ve 250 uM) ve/veya AB (1
MM) konsantrasyonlar1 ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmis ve AO-EB
boyasi ile boyanmistir. Boyanan MCF-7 hicrelerindeki canli hiicreler, apoptotik
hlcreler ve nekrotik hiicreler sayilarak (Sekil 4.10) ve TMZ ve/veya AB’ye maruz

birakilan hiicrelerdeki apoptoz orani hesaplanmuistir.
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Sekil 4.9 TMZ ve/lveya AB maruziyeti sonrast AO-EB ile boyanmis MCF-7
hicreleri. A) Kontrol, B) AB, C) 50 uM TMZ, D) 100 uM, E) 250 uM,
F) 50 uM TMZ+A, D) 100 uM+A, E) 250 uM+A
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TMZ ile muamele edilen hiicrelerdeki yesil renkteki preapoptotik ve
kirmizi/turuncu renkteki apoptotik hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki fragmantasyonun
olusmaya basladig1 dikkat ¢ekmistir. AB’nin hem tek basina hem de TMZ ile birlikte
uygulandigr hiicrelerde ise preapoptotik, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
sayilarindaki belirgin artislardan dolay1 hiicrelerdeki morfolojik degisimler daha
fazla dikkat ¢ekmistir. AB ve TMZ+AB uygulanan kultlrlerde apoptotik ve nekrotik
hlicrelerin kalktig1, daha yuvarlagimsi hale geldikleri ve besiyeri i¢inde yiizdiikleri
tespit edilmistir. Ayrica tek basina AB’nin uygulandigi kiiltiirlerde ¢ok belirgin
sekilde saglikli hiicreler de dahil pek cok hiicrenin hiicreler arasi baglantilarin
zayifladig1 ve hiicrelerin sekillerinin yuvarlak bigim aldig1 gézlenmistir (Sekil 4.9 ve

Sekil 4.10).

/7‘ //

Canli hiicre

¥
NekrotiL '

hicre : . w

\
Preapoptotik

hicre

Sekil 4.10 TMZ ve/veya AB maruziyeti sonrasi AO-EB ile boyanmis MCF-7
hicrelerinde normal, apoptotik ve nekrotik hticreler

24, 48 ve 72 saatlik maruziyetler sonucu AB’nin tek basina ve TMZ ile birlikte
uygulandiginda MCF-7 hiicreleri tUzerindeki apoptoz oranlari ve istatistiksel olarak
yapilan karsilagtirma sonuglar1 Sekil 4.11‘de gosterilmistir. 1 M AB muamelesi
sonucu muamele siiresi arttikga apoptoz orani artis gostermis ve tiim muamele

stirelerinde goriilen artiglar negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
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onemli bulunmustur (p<0.05). TMZ’nin test edilen tiim konsantrasyonlarida (50, 100
ve 250 pM), konsantrasyon ve muamele siiresinde artislara paralel olarak apoptoz
orani da artig gostermistir. 48 saatlik muamelede en yiiksek TMZ konsantrasyonu ve
72 saatlik muamelede tim TMZ konsantrasyonlarinda goriilen bu artiglar negatif
kontrol ile karsilastirilldiginda istatistiksel a¢idan Onemli olmustur (p<0.05). 24
saatlik TMZ muamelesi sonucu apoptoz oraninda goriilen hafif artiglar istatistiksel
olarak anlamli olmamistir. TMZ+AB’nin birlikte muamelesi sonucu ise, test edilen
tiim konsantrasyon ve muamele siirelerinde apoptoz oraninin arttigr gorilmiistiir.
Apoptoz oranlari konsantrasyon ve muamele siiresinin artis1 ile paralel olarak
artmigtir. Tim AB+TMZ konsantrasyonlarinda ve tiim muamele siirelerinde artiglar
gosteren apoptoz oranlar1 negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
onemli olmustur (p<0.05). Ozellikle 72 saatlik AB+TMZ uygulamasmin apoptozu
daha fazla indiikledigi gézlemlenmistir (Sekil 4.11).

70
60
50 A

40 4
M 24 z3at

M 48 saat

Apoptozis (%)

30 - i 72 saat

20

10

kontrol 1M A 50uMTMZ  100puM TMZ  250puMTMZ  50uM TMZ + 100uM TMZ + 250 uM TMZ +
1um A 1uMm A lum A

Sekil 4.11 24, 48 ve 72 saatlik AB ve TMZ+AB uygulamasi sonrasi elde edilen
apoptoz yiizdeleri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak gosterimi

4.1.3 Yara lyilesmesi Testi Sonuclar
Calismamizda yara iyilesmesi deneyi ile TMZ ve/veya AB’nin MCF-7

hlcrelerinin proliferasyon ve gocu Uzerindeki etkileri degerlendirilmistir. TMZ
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ve/veya AB ile muamele edilen hiicrelerin, ilk basta olusturulan bosluklarin durumu (ne
Olglide kapandigi ya da kapanmadigi) 0., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde goriintiilenmis
(Sekil 4.12) ve analizleri yapilmastir.

AB (1 pM) ile muamele edilen hiicrelerde ¢izik atilarak agilan boslugun
muamele siiresine bagli olarak hiicre gogiinden dolay1 daraldigi ve kontrol grubu ile
kiyaslandiginda bosluga go¢ eden hiicre ylizdesinin azaldigr goriilmiistiir. Kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda (%10), AB maruziyeti sonucu go¢ eden hiicre ylizdesi
degeri sadece 72 saatte (%5.11) istatistiksel olarak anlami olmustur (p<0.05). TMZ
muamelesi konsantrasyon artisina bagli olmayan ancak muamele siiresinin uzumasina
bagli olarak go¢ eden hiicre yiizdesini artirmistir. Bu artislar 50 pM TMZ
konsantrasyonu ile muamelede 48. ve 72. saatte, 100 M konsantrasyonda ise tim
muamele surelerinde kontrol grubundaki go¢ oranindan istatistiksel anlamda daha
fazla olmustur (p<0.05). 250 pM TMZ konsantrasyonu ile muamele edilen
hiicrelerde go¢ orani diger TMZ konsantrasyonlarina gore azalmis olmasina ragmen
bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli olmamistir. AB ve TMZ birlikte hiicrelere
uygulandiginda gbé¢ eden hiicre yilizdesi azalmistir. En yiliksek konsantrasyon olan
250 UM TMZ+1 uM AB’nin 48. ve 72. saatteki azalmis hiicre go¢ii ylizdeleri (%3.32
ve %4.68) kontrol grubu ile kiyaslandiginda (48. saate %6.60 ve 72. saatte %10)
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.13). Bu sonuglar bize en
yiiksek TMZ konsantrasyonu ve AB’nin birlikte muamelesi, MCF-7 huicrelerinin gé¢un

Onleyebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.13 Kontrol grubu ve TMZ ve/veya AB uygulanan MCF-7 hicrelerinin 24.,
48. ve 72. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik

4.1.4 ATP Testi Sonuclari

TMZ (50, 100 ve 250 pM) ve/veya AB (1 uM) AB ile 24, 48 ve 72 saatligine
muamele edilen hiicrelerdeki ATP miktarlar ve istatistiksel olarak karsilastirismasi
Sekil 4.14°de gosterilmistir.

1 uM AB muamelesi sonucu 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sirelerinde ATP
miktar1 azalmig ve tim muamele surelerinde gorilen bu diistisler negatif kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). TMZ’nin test
edilen tiim konsantrasyonlarida (50, 100 ve 250 puM), konsantrasyon ve muamele
stiresindeki artiglara paralel olarak ATP miktar1 azalma gostermistir. 50 uM’lik TMZ
muamelesinde tiim muamele siirelerinde ATP miktar1 kontrol grubundaki degerlerin
tizerine ¢ikmistir. 24 ve 48 saatlik 100 pM TMZ muamelesi de 6nce ATP miktari
kontrol grubundaki degerlerin {lizerine ¢ikarmistir, ancak 72 saatlik muamele ile ATP
miktart kontrol grubundaki degerin altina diismiistiir. 50 ve 100 uM TMZ mualemesi
sonucu goriilen bu artiglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli bulunmamaistir.
250 pM’lik TMZ’nin 24, 48 ve 72 saatlik muamelelerinde ATP miktar1 kontrol
grubundaki  degerlerin  altina  inmistir. TMZ+AB’nin test edilen tim
konsantrasyonlarida, konsantrasyon ve muamele siiresindeki artiglara paralel olarak

ATP miktar1 azalmistir. Bu azalmalar negatif kontrol ile karsilastirildiginda 48
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saatlik muamelede en yiiksek TMZ+AB konsantrasyonu (250 TMZ+ 1 uM AB), 72
saatlik muamelede ise en ylksek iki TMZ+AB konsantrasyonunda (100 TMZ+ 1 uM
AB ve 250 TMZ+ 1 pM AB) ATP miktarinda goriilen azalmalar istatistiksel acidan
onemli olmustur (p<0.05). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da, AB+TMZ
uygulamalarindan en ylksek TMZ konsantrasyonu olan 250 TMZ+ 1 pM AB
maruziyetinin 48 ve 72 saatlik uygulamasindaki ATP miktarlar1 (24 saatte 0.87, 72
saatte 0.93) tek basina AB muamelesindki ATP miktarlarindan (24 saatte 0.86, 72
saatte 0.77) daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ozellikle en ylksek TMZ+AB
konsantrasyonunun 48 ve 72 saatlik uygulmasinin ATP miktarin1 dnemli olglide

distirdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.14).

30 -
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I 72 saat
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Kontrol 1uM A S0UMTMZ  100pMTMZ  250uMTMZ  50pMTMZ+ 100pMTMZ+ 250 uM TMZ +
1uM A 1uM A 1uM A

ATP (nmol)

Sekil 4.14 24, 48 ve 72 saatlik AB ve TMZ+AB uygulamasi sonrasi elde edilen ATP
degerleri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak gosterimi
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4.2 Tartisma

TMZ'min dogrudan kanser hiicreleri tizerindeki etkisini arastiran oldukca az
calisma vardir. Daha Once yapilan sinirli sayidaki ¢alismalar, TMZ'nin bazi ilaglarla
birlikte kullanildiginda bazi kanser hiicrelerinde daha guglu etkiler sergileyebildigini
gostermistir. Troglitazon (30 M) ve artan TMZ konsantrasyonlarinin (0,1-3 mM) ile
birlikte muamele edilen bir murin akciger alveolar karsinom hiicre hattinda hiicresel
ATP seviyelerini azalttig1 ve konsantrasyona bagh bir sekilde apoptozu indiikledigi
ileri siirlilmiistir (Andela ve ark., 2005). Arastirmacilar 3 mM TMZ’nin
proliferasyonda belirgin bir azalma gosterse de, TMZ’nin troglitazon ile birlikte
kullanildiginda daha diisiik proliferasyon degerlerine yol actigini belirtmislerdir.
Benzer sekilde TMZ’nin apoptozu indukledigini, ancak troglitazon ile birlikte
kullanildiginda apoptozda ilave bir artisa yol actigi da belirlenmistir. Son olarak
TMZ’nin hiicresel ATP dlzeylerinde konsantrasyona bagli bir azalmaya neden
oldugu ve troglitazon ile birlikte kullanildiginda hiicrelerdeki ATP diizeylerdeki
diistisii guclendirdigi ileri stirtilmistiir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da TMZ
Ozellikle AB ile birlikte kullanildiginda apoptozu artirdigi ve ATP miktarini azalttig

goriilmiistir.

Iki yag asidi oksidasyon inhibitérii olan etomoksir ve TMZ (konsantrasyon
verilmemistir) ile muamele edilen meme kanseri hucrelerinde (MCF-7)
reoksijenasyondan sonra biliylime inhibisyonu ve azalmig ATP seviyeleri
gozlenmistir (Bensaad ve ark., 2014). Bu sonuglarla uyumlu olarak bizim
sonuclarimizda da MCF-7 hicrelerinde TMZ vel/veya AB muamelesinin hiicre

canliligini, go¢iinii ve ATP miktarini azalttig1 goriilmektedir.

Bir glutaminaz C inhibitéri olan C.968 (10 uM) ve TMZ (1000 uM) ile
muamele edilen edilen meme kanseri hicrelerinde (MB-MDA-231) hicre
canliliginda 6nemli diisiisler oldugu ve en giiclii etkinin 72 saatlik muamelede oldugu
bulunmustur (Halama ve ark., 2018). Bu c¢alismadan elde edilen hiicre canliligi
verileri de ¢alismamizin sonuglart ile uyumludur. Clnki bizim g¢alismamizda da
Ozellikle 72 saatlik muamelede azalmis hiicre canliligi ve artmis sitotoksisite

gbzlenmistir.
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TMZ'nin tek basina ve AB ve Gemsitabin (GEM) ile birlikte pankreas kanseri
hicreleri Gzerindeki etkilerinin arastirildigi  bir ¢alismada, TMZ’nin yuksek
konsantrasyonlarda hiicre canliligini énemli 6lglide azaltmasimna ragmen, hucreler
TMZ+GEM, TMZ+AB ve GEM+AB ile muamle edildiginde daha diisiik hiicre
canlilig1 degerleri bulunmustur (Ath Sekeroglu ve ark. 2021a). Kombine tedavilerin
hiicre canliligr degerlerinin tek basina AB veya GEM+AB’ninkinden daha diisiik
olarak bulundu. TMZ'nin AB ve/lveya GEM ile kombine tedavisinin apoptoz
oranlarii 6nemli 6l¢iide arttirdig1 da rapor edilmistir. Bu ¢alismada ayrica; en diisiik
hiicre go¢ii oranlarinin TMZ+AB ve TMZ+AB+GEM muamelelerinde bulundugunu
ve TMZ'nin tek basina veya AB ve/veya GEM ile birlikte muamelesinin ATP
seviyelerini 6nemli 6l¢iide azalttigi da gosterilmistir. Pankreas kanseri hiicre hattinda
yapilan bu c¢alisgmanin sonuglart bizim verilerimiz ile yakindan benzerlik
gostermektedir. Bizim sonuglarimiz da TMZ+AB kombinasyonunun meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canliligini ve ATP miktarin1 distirdiiglinti, hiicre gocilini

baskiladigini ve apoptozu artirdigini gostermistir.

Gorildiigii gibi caligmamiza ait sonuglar, TMZ’nin olas1 antitiimoral
potansiyelinin arastirildigi sinirli sayidaki ¢alisamalarin sonuglar1 ile paralellik
gostermektedir. Calismamiz ve daha Onceden yapilan ¢aligmalar, TMZ'min farkl
ilaglar ile birlikte kullanildiginda sitotoksisite ve apoptozda artisa, hiicre gog¢inln
baskilanmasmma ve ATP seviyelerinde diislise neden olabilecegi hipotezini

desteklemektedir.

Kemoterapi, kanser tedavisinde en etkili yaklasim olarak goriilse de, ne yazik
ki meme kanseri olan hastalarin genellikle ameliyattan sonra timorleri kullanilan
kemoterapi ilaglarina karsi direng gelistirebilmektedir. Bu direngten dolayr bir¢ok
antikanser ilac1 beklendigi etkiyi gosterememektedir ve daha etkili tedavilere ihtiyag
vardir. Tedavinin sonlandirilmasi genellikle kemoterapik ajanin normal dokulara da
hasar verilmesinden kaynaklanir. Bu nedenle yeni antikanser ilaglarin ve tedaviyi
lyilestirme stratejilerinin gelistirilmesi kritik Oneme sahiptir. Birden fazla yol
hedeflenebileceginden kanser tedavisinde optimal bir yaklasim olarak kabul edilen
kombinasyon tedavisi, iki veya daha fazla terapodtik ajanin birlikte uygulanmasi

olarak tanimlanir. Monoterapi yaklasimi bir¢ok farkli kanser tiiri i¢in hala ¢ok
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yaygin olarak kullanilsa da, genellikle kombinasyon terapisinden daha az etkili
oldugu ve daha uzun bir sag kalim saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii
geleneksel monoterapdtik teknikler segici degildir ve hem saglikli hem de kanserli
hicreleri yok edebilmektedir (Atli Sekeroglu ve ark., 2021b). Bu g¢alismanin
sonuglari; diisiik toksisiteye sahip, 6nemli yan etkileri olmayan, timor hicrelerindeki
sahte-hipoksik durumu normale cevirebilen ve normal hiicreler tizerinde guvenli bir
profil sergileyen TMZ’nin (Hugi, 2011), AB ile kullanildiginda meme kanseri
hlcrelerinde sitotoksisite, apoptoz, hiicre gogii tizerindeki etkilerinden dolay1 anti-
tiimoral aktiviteye sahip olabilecegini sergilemistir. Bu sonuglar meme kanseri
tedavisinde TMZ’nin AB ile birlikte kombinasyon tedavisinde kullanilabilme

potansiyelinin bulundugunu da gostermektedir.

Kanser disindaki hastaliklar i¢in kullanilan mevcut farmasoétik ajanlarin
kanser tedavisi i¢in kulanilmasi onkoloji uygulamalari i¢in alternatif bir terapdtik
yaklagimdir. Ayrica bu yaklagim, ilaglarin onaylanmasi ve pazara siiriilmesi i¢in
gerekli maliyeti de diisiirmektedir (Ath Sekeroglu ve ark., 2021b). Ilaclarin farkli
endikasyonlarda yeniden konumlandirilmasi (repositioning) amaciyla ilag temel
arastirma altyapisinin gelistirilmesi, Saglik Bakanhig Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz
Kurumunun 2016 yili performans programinda da bulunan hedeflerden birisidir.
(Saglik Bakanligi, 2018). TMZ, halihazirda piyasada bulunan ve ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Diger yag asiti oksidasyon inhibitorlerine gore
toksik olmamasi ve 6nemli yan etkilerinin olmamasi nedeniyle de guvenli bir profile
sahip olan TMZ’nin, hiicreleri glukozun mitokondriyal oksidatif yikima
yonlendirmesi sayesinde tumor hiicrelerindeki sahte-hipoksik durumu normale
cevirebilecegi, dolayli olarak apoptozu indiikleyebilecegi ve hipoksiye dayandirilan
radyoterapiye ve kemoterapiye karst olusan diren¢ ve kot prognozu
engelleyebilecegi 6ne siriilmistir (Hugi, 2011). Bu c¢alismada TMZ’nin meme
kanseri hiicre kiiltiirlerinde sitotoksisiteyi ve apoptozu indiikleyebildigi ve hiicre
gbclicii baskilayabildigi gosterildigi i¢in, sonuglarimiz daha énceden TMZ ile ilgili

one atilan bu hipotezi destekler niteliktedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kemoterapide kullanilan ilaglara karsi olusan direng, tiim kanserlerde oldugu
gibi, oldukca agresif seyreden ve kotlu prognoza sahip olan tiplerinin de bulundugu
meme kanserleri i¢in de 6nemli bir sorundur. Bu nedenle tedavide kullanilacak daha
giivenli, daha etkili ve daha az yan etkilere sahip olan yeni ajan arayislari devam

etmektedir.

Yeni molekdllerin sentezlenmesi ve piyasaya surtlmesi strecinin gok zaman
aldig1, yeni molekiillerin cogunun daha piyasaya ¢ikmadan elendigi ve piyasaya ilk
cikis icin biiylik maliyetler gerektigi diisiiniiliirse; mevcut ve bilinen ilaglarin yeni
endikasyonlar, yeni hastaliklar i¢in kullanilmasi ve yeni tedavi hedeflerinin
belirlenmesine yonelik arastirmalarin yapilmasi pek ¢ok avantaja sahiptir. Bu a¢idan
bakildiginda, ¢alismamiz s6z konusu hedefi ve avantaji dogrudan karsilamaktadir.
Cilinkii, calisgmamizda kullandigimiz ilag olan TMZ, halihazirda piyasada bulunmakta
ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica, hiicre kiiltiirii yontemi
ile sitotoksisite caligmalari, ila¢ gelistirme c¢aligsmalarinin preklinik asamasinda ve
toksikolojik arastirmalarda, spesifik etkilerin molekiiler diizeyde anlagilmasin

saglamakta ve yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calismamizda kullandigimiz TMZ; halihazirda piyasada bulunan ve anti-
iskemik bir ajan olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
ilagtir. Ancak, meme kanseri Uzerindeki olast anti-timoral etkisi hakkinda yapilmis
caligmalar oldukga smirlidir. TMZ’nin yag asitlerinden [-oksidasyonla ATP
iretiminde metabolik sapma saglayip hiicreleri glukozun mitokondriyal oksidatif
yikima yonlendirmesi sayesinde tiimor hiicrelerindeki sahte-hipoksik durumu
normale ¢evirebilme 6zelligi gz oniine alindiginda, bu ilacin meme kanseri hiicreleri
Uzerindeki etkisinin incelendigi bu ¢alisma oldukga 6nemlidir. Meme kanserinin
ozellikle kadinlarda kansere bagli Oliimlerde olduk¢a oOnemli bir yer tuttugu
diistiniildiigiinde, TMZ’nin meme kanser tedavisindeki etkinligini farkli parametreler
kullanarak ¢ok yonlii bir sekilde arastiran ¢alismamizin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.
TMZ’nin insana ait bir meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 hucrelerinde 6zellikle
AB ile kullanildigindaa sitotoksisiteyi ve apoptozu artirabilme, hiicre gocilinii ve

hiicrelerdeki ATP miktarin1 azaltabilme yoluyla meme kanseri hiicrelerinin §limiinii
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indiikleyebilecegi in vitro olarak ilk kez bizim ¢alismamiz ile gosterilmistir. Mevcut
literattr bilgileri goz 6nine alindiginda, TMZ ile ilgili 6zellikle meme hiicreleri

kullanilarak daha fazla arastirmanin yapilmasi gerekliligi aciktir.

Bu ¢alisma TMZ’nin AB gibi kemoterap6tik ajanlarla birlikte kemoterapik
bir ajan olarak kullanilabilecegine dair destekleyici sonuglar verdigi igin;
sonuclarimiz gelecek Ongoriileri i¢in bilimsel bir kaynak olusturabilecek, bu ilacin
kullanimu ile ilgili yeni diizenlenmelerin yapilabilmesine rehberlik edebilecektir.
Ancak TMZ’nin hem AB hem de meme kanseri tedavisinde kullanilan diger
kemoterapotikler ile kombinasyon tedavisindeki etkilerinin ve TMZ’ nin ¢alismamiz
sonucu ortaya ¢ikan anti-timoral olabilecek &zelliklerinin henlz bilinmeyen

mekanizmalarinin arastirilarak desteklenmesine ihtiyag vardir.

Toplumda oldukca yiksek oranda kanser hastasi oldugu ve kanserin dinya
capinda 6nemli bir 6liim nedeni oldugu diisiiniildiigiinde, kanser tedavisi i¢in umut
verici Ozelliklere sahip olabilecegi diisiiniilen TMZ’ nin meme kanseri hucreleri ve
dolayistyla meme kanserinin tedavisindeki olasi antitiimdr etkisinin arastirilmasi; bu
ilacin yeniden konumlandirilmasi ve yeni tedavi stratejileri ic¢in etkinliginin
belirlenmesi gibi konu basliklarini kapsayan ¢alismalarin yapilmasi olduk¢a 6nemli

ve faydali bir yaklagim olacaktir.
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