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OZET

Meme kanseri, tim kadin kanser vakalarinin %30'unu ve kadinlarda kansere
bagli oliimlerin %15'ini olusturan diinya ¢apinda Onemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Doksorubisin (DOX), ¢esitli kanserler i¢in antikanser ajani olarak
yaygin olarak kullanilan bir antrasiklindir. Ancak, kanser hiicrelerinde DOX'a kars1
ilag direnci gelistigi ve kardiyotoksisiteye neden oldugu i¢in 6zellikle meme kanser
hastalarinin tedavisinde DOX kullaniminda zorlanilmaktadir. Bu nedenle, DOX'un
yan etkilerini azaltmak i¢in yeni stratejilere, arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Dogal bilesiklerden olan Flavonoidler, diisiik sistemik toksisitesi ve genis anti-
karsinojenik aktiviteleri nedeniyle meme kanser hiicrelerinde asir1 oranda ifade olan
FOXM1’¢e baghh DOX direnci gelistigi ve DNA hasarindan korunmak ve DNA tamir
genlerinin ekpresyonu diizenlemek i¢cin NFkB’nin FOXMI ile etkilesime girdigi,
NFkB1 baskilandiginda DOX direncinin iistesinden gelinebilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Bu bilgiler 1s18inda onerilen tez projesinde flavopiridol ve DOX kombinasyonunun
agresif meme kanser hiicrelerinin kanserojenik oOzelliklerine ve DOX'a karsi
gelistirilen direngte etkili olan FOXM1/RAS/MAPK and NFkB sinyal yolagina olas1
etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bulgularimiza gére DOX ve flavopiridoliin ayri
ayrt etkilerine gore kombinasyonlarinin 24 saatte artan konsantrasyonlara bagh
olarak kanser hiicrelerinin kanserojenik oOzelliklerini azalttigt ve DOX ve
flavopiridoliin ayr1 ayr etkisine gore kombinasyonlarinin FOXM1, MAPK, RAS,
NFkB’nin protein ekspresyonlarini baskiladigi bulundu.

Sonuglarimiz, literatiirde ilk kez flavopiridol ve DOX kombinasyonunun, DOX'un
yan etkilerini azaltmak ve etkinligini artirmak i¢in yeni ve etkili bir alternatif tedavi
stratejisi olarak kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler; DOX; flavopiridol; FOXM1; MAPK; NFkB; PARP1; RAS;
TNBC.
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ABSTRACT

Breast cancer is an important health problem worldwide, accounting for 30% of all
female cancer cases and 15% of cancer-related deaths in women. Doxorubicin
(DOX) is an anthracycline that is widely used as an anticancer agent for various
cancers. However, it is difficult to use DOX in the treatment of breast cancer
patients, since drug resistance develops in cancer cells and causes cardiotoxicity.
Therefore, new strategies and research are needed to reduce the side effects of DOX.
Flavonoids, which are natural compounds, due to their low systemic toxicity and
broad anti-carcinogenic activities, DOX resistance develops due to overexpression of
FOXML1 in breast cancer cells and NFkB interacts with FOXM1 to protect from
DNA damage and regulate the expression of DNA repair genes, when NFkBL1 is
suppressed. It has been suggested that DOX resistance can be overcome.

In the light of this information, in the proposed thesis project, it was aimed to
investigate the possible effects of the combination of flavopiridol and DOX on the
carcinogenic  properties of aggressive Dbreast cancer cells and the
FOXM1/RAS/MAPK and NFkB signaling pathway, which is effective in the
resistance developed against DOX. According to our findings, it was found that the
combinations of DOX and flavopiridol, according to their separate effects, decreased
the carcinogenic properties of cancer cells depending on the increasing
concentrations in 24 hours, and their combinations suppressed the protein
expressions of FOXM1, MAPK, RAS, NFkB according to the effects of DOX and
flavopiridol separately.

Our results showed for the first time in the literature that the combination of
flavopiridol and DOX can be used as a new and effective alternative treatment
strategy to reduce the side effects of DOX and increase its efficacy.

Keywords; DOX; flavopiridol; FOXM1; MAPK; NFKkB; PARP1; RAS; TNBC,
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1.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, meme hiicrelerinde baglayan ve anormal bir sekilde kontrolsiiz
biiyliyen kotii huylu tlimorlerdir (Narayan ve ark., 2020; Hamurcu ve ark., 2016;
Nurdinov ve ark., 2021). Meme kanseri, tiim kadin kanser vakalarinin %30'unu ve
kadinlarda kansere bagli o6liimlerin %15'ini olusturan diinya ¢apinda 6nemli bir
saglik sorunu olusturmaktadir (Ferlay ve ark., 2018). Meme kanserinin en agresif
tipini temsil eden Uglii negatif meme kanseri (TNBC), genel olarak bilinen fi¢
reseptoriin (progesteron reseptdrii (PR), Ostrojen reseptorii (ER) ve insan epidermal
biliylime faktorii reseptdrii (HER2))'niin varligina veya yokluguna gore siniflandirilir
(Won ve ark., 2020; Pareja ve ark., 2018; Dass ve ark., 2021). TNBC, son derece
yiiksek ilag¢ direnci, hizli progresyonu, kotli prognozu ve net terapotik hedeflerin
olmamasi ile karakterize edilir (Shen ve ark., 2020). SEER veri tabanina gore, 2020
yilinda tiim yeni kanser vakalarinin %15.9'unu temsil eden yaklagik 276.480 yeni
meme kanseri vakasinin teshis edildigi tahmin edilmektedir. Ayn1 zamanda, 42.170
kadimin 2020'de hastaliga yenik diistiigi ve kansere bagli tim oliimlerin %7'sini

temsil ettigi tahmin edilmektedir (Wu ve ark., 2021).

Doksorubisin (DOX), cesitli tiimorler i¢in antikanser ajani olarak yaygin olarak
kullanilan bir antrasiklindir. Tiimo6r hiicrelerinde mitoz bdliinmeyi onleyen DNA
hasarina neden olarak DNA replikasyonunu engelleyen topoisomerase |l
inhibitoriidiir. Bununla birlikte kapsamli klinik kullanimina ragmen, DOX’in anti-
kanser molekiiler mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamigtir (Khalili-Tanha ve
ark., 2021). Ayrica, tiimor hiicrelerinde DOX’a kars1 direncin gelismesi tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Sitotoksisitesinden dolayr DOX’un, direncin iistesinden gelmek
icin dozunu artirmanin imkansiz oldugu vurgulanmistir (Mirzaei ve ark., 2021).

Dolayisiyla, metastatik meme kanser hastalarinin tedavisinde kullanilmasina ragmen,



ilag direnci ve kardiyotoksisiteye neden oldugu icin DOX kullaniminda

zorlanilmaktadir.

Antrasiklinler, 06zellikle DOX, uzun zamandan beri kanser tedavisinin temel
dayanag1 olmustur. DOX hidrokloriir (HCI) lipozomal enjeksiyonu, klinik onay alan
ilk lipozomal kapsiillii antikanser ilacidir ve solid tiimorler, transplante edilebilir
l6semiler ve lenfomalar dahil olmak iizere bir dizi maligniteye karsi aktiviteye
sahiptir. DOX, interkalasyon yoluyla DNA ile etkilesime girer, boylece
makromolekiiler biyosentezi inhibe eder. DOX, replikasyon i¢cin DNA zincirini
kirdiktan sonra topoizomeraz II kompleksini stabilize eder, DNA ¢ift sarmalinin
yeniden kapatilmasini 6nler ve bdylece replikasyon stirecini durdurur. DOX HCl'nin
bir baska mekanizmasi, DNA ve hiicre zar1 hasarini indiikleyen serbest radikaller

tiretme yetenegidir (Rivankar ve Sangeeta, 2014).

Flavopiridol, hiicre dongiisiinii G1-S veya G2-M asamasinda durdurma ve coklu
siklin bagimili kinaz (CDK)'lar1 inhibe ederek antiproliferatif etkilere aracilik etme
aktivitesi ile bilinen bir CDK inhibitorii olarak kabul edilmistir (Shao ve ark., 2016;
Wang ve ark., 2017). Flavopiridol apoptoz ailesinin ve B hiicre lenfoma-ekstra
biiyiik (Bcl-XL) gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltarak ve
proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir
(Wang ve ark., 2017). Flavopiridoliin, insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger
karsinomu hiicrelerinde (Keith ve ark., 1997), kolon kanserinde (Motwani ve ark.,
2001), gastrointestinal kanserde (Jung ve ark., 2001) ve meme kanserinde (Wall ve
ark., 2003; Motwani ve ark., 1999) apoptozu indiikledigi gosterilen paklitaksel,
docetaxel, gemsitabin ve DOX gibi kemoterapilerin etkinligini gii¢lendirdigi
bildirilmistir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar, Forkhead Box-M1 (FOXM1) transkripsiyon
faktoriiniin solid tiimorlerde asir1 eksprese edilen bir onkogen oldugunu gostermistir.
FOXMI’1n ayrica bazi meme kanser hiicre hatlarinda, meme epitel hiicrelerine
kiyasla daha fazla eksprese oldugu ve proliferasyon, invazyon, migrasyon, metastaz
ve kemoterapiye direng gibi birgok etkisi oldugu gosterilmistir. Hatta, meme kanser
hiicrelerinde asir1 oranda ifade olan FOXM1’e bagli DOX direnci gelistigi ve DNA

hasarindan korunmak ve DNA tamir genlerinin ekpresyonunu diizenlemek ig¢in



NFkB’nin FOXMI ile etkilesime girdigi, NFkB baskilandiginda DOX direncinin
istesinden gelinebilecegi One siiriilmiistlir (Park ve ark., 2012). Bu bilgiler 1s18inda
Onerilen tez projesinde flavopiridol ve DOX kombinasyonunun agresif meme kanser
hiicrelerinin proliferasyon, koloni olusumu, hiicre dongiisii, apoptoz 6zelliklerine ve
DOX’a kars1 gelistirilen direncte etkili olan FOXM1/RAS/MAPK and NFkB sinyal

yolagina olasi etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KANSER

Kanser, normal dokudan daha sik ve kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalan, invaziv ve
metastatik Ozelliklere sahip bir hiicre kolonisini ifade eder (Sekil 1). Genel olarak,
kanser gelisiminin nedeni, hiicre dongiisiinii diizenleyen bir veya daha fazla
proteindeki genetik bir kusurdur. Bazi durumlarda, kusurlu gen kalitsaldir. Diger bazi
durumlarda, ¢evresel kanserojenlere yanit olarak mutasyonlar meydana gelir. Genel
olarak hem kalitsal hem de cevresel faktorler bir arada bulunur ve kanserin gelismesi
icin mutasyonlarin birikmesi gerekir. Oksidatif stres veya UV radyasyonu gibi
cevresel faktorlerden etkilendiginde hiicrenin DNA's1 zarar goriir, onarim
mekanizmalar1 devreye girer ve hasar1 onarmaya ¢alisirlar. Onarim mekanizmalari
hasar1 yeterince onaramaz ise hiicre 6lim sinyalleri devreye girer. Ancak bu
mekanizmalar bozulursa mutasyona ugramis hiicreler ¢ogalabilir ve hatta zamanla

mutasyonlarin birikmesiyle tiimor olusturur (Vaghari-Tabari ve ark., 2021).

" = [ Proliferasyon ] Biiylime onleyici
Migrasyon/Gog reseptorlerden
kagis
Anjiyogenez/
Damarlanma
Apoptozdan kagis
Hipoksi ‘-\CAF S :
Replikatif
Metastaz/Yayllma ~ EC sliimsiizliigii
w gliglendirme

Sekil 1. Kanserin Mikrogevresi ve Ozellikleri (Deepak ve ark., 2020)



Genel olarak kanserlerde, cogalmanin uyarilmasi ve oliimsiizliik gibi farkli etkilere
neden olan genetik ve epigenetik degisiklikler meydana gelir. Bu etkilerin ortaya
¢ikmasina ¢esitli sinyal yolaklar1 aracilik etmektedir. AKT/PI3K, RAS-ERK,
MTORC ve Wnt/B-katenin bu baglamda anahtar yollardir. Tipik olarak kanserlerde
mutasyona ugrayan Onemli sayida gen, bu sinyal yollarinin farkli bilesenlerini
kodlar. Bu sinyal yollari, biiyiime faktorleri gibi farkli ligandlar tarafindan fizyolojik
kosullar altinda aktive edilir. Kanserli hiicrelerde meydana gelebilecek gen
mutasyonlart nedeniyle biiyiime faktorlerinin yoklugunda bu sinyal yollar aktif
olabilir. Bu nedenle kanserli hiicreler kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip
cogalabilmektedir (Vaghari-Tabari ve ark., 2021).

Lokal ve metastatik olmayan kanserlerde cerrahi ve radyoterapi birincil tedavi olarak
kullanilirken, giiniimiizde metastatik kanserlerde anti-kanser ilaglar (kemoterapi,
hormon ve biyolojik tedaviler) tercih edilmektedir (Pérez-Herrero ve Fernandez-
Medarde, 2015). Buna ragmen, kanser diinya c¢apinda oOnde gelen Olim
nedenidir. Diinya ¢apinda yaklasik 7,6 milyon 6liimden sorumlu olup, bunun 2030
yilina kadar 13,1 milyona c¢ikacagi tahmin edilmektedir. Kanser tedavisindeki
ilerlemelere ragmen, halihazirda kullanilan tedavi modiilleri etkisiz kalmaktadir

(Rahmani ve ark., 2022).

2.2.MEME KANSERI

Meme dokusu, siit iiretiminde yer alan bezler olan lobiiller, lobiilleri meme ucuna
baglayan kanallar, bag dokusu, yag dokusu ve lenfatik dokudan olusur. Meme
kanseri, memenin herhangi bir bileseninde diizensiz bir hiicre biiyiimesi oldugunda

ortaya cikar, ancak bu en yaygin olarak lobiillerde goriiliir (Winters ve ark., 2017).

Meme kanserlerinin ¢ogu invaziv tipi kapsar. Bu maligniteler, kanallarin ve bezlerin
Otesine gecerek cevre dokulara ve lenf diiglimlerine yayillmistir. Su ana kadar,
histolojik olarak farkli 21 meme kanseri ve dort farkli molekiiler varyasyon
tanimlanmsitir. Her alt tip, genel sunumlar1 ve gerekli tedavi tiiri bakimindan
farklilik gosterir. Meme kanseri hiicreleri, tiimor hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal
gecisi (EMT) ve tersine mezenkimal-epitelyal gecisi (MET) indiikleme yetenegi ile

iliskili ¢ok dinamik bir 6zellik kazanir. Hiicreler fenotiplerini degistirerek yigindan
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kagabilir, kardiyovaskiiler sisteme girebilir ve lenf diigiimlerine ve kemikler,
karaciger veya beyin gibi uzak organlara metastaz yapabilir. Meme Kkanseri
hiicrelerinin metastaz yapma yetenegi, tedavi basarisizligimin ve hasta oliimlerinin

ana nedenidir (Winters ve ark., 2017; Judasz ve ark., 2022).

Malignite, germinal veya somatik hiicrelerde diizensiz ve/veya kalitsal genetik
mutasyonlarin sonucu olarak kabul edilmektedir. Benzer sekilde meme kanseri,
spesifik genlerde mutasyonlarin birikmesiyle sonuglanan hem genetik hem de
cevresel faktorlerden kaynaklanir. Genel olarak, meme kanseri riski yagla birlikte
artar; bununla birlikte, baz1 genetik olmayan faktorler baslangic yasinda genis bir
varyasyona neden olabilir. Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve
kadin kanserlerinin %30'unu olusturur (Karim ve ark., 2023). Kiiresel Kanser
Gozlemevi kayit defterine gore, 2018'de 18,08 milyon yeni kanser vakasi teshis
edildi ve bunlar arasinda meme kanseri 2,09 milyon vaka ile en sik ii¢ kanser
arasinda yer almaktadir. Meme kanseri, yasa gore standardize edilmis en yiiksek

frekansa (100.000'de 46,3) ulasir (Mattiuzzi ve Lippi, 2019).

Kiiresel olarak meme kanseri, dort kanser vakasindan birinden ve kadinlarda alti
kanser Olimiinden birinden sorumludur. GLOBOCAN 2018 verilerinin analizine
gore 40 yasina kadar meme kanserine yakalanma riski ortalama % 0,44'tiir. Kitalar
arasinda, 40 yasindan 6nce meme kanserine yakalanma riskinin ortalama kiimiilatif
riski yaklasik iki kat degisiklik gostermistir; en yiiksek Okyanusya (% 0,69),
ardindan Avrupa (% 0,63), Amerika (% 0,53), Afrika (% 0,49) ve en diisiik Asya'da
(% 0,38) goriilmektedir (Zhu ve ark., 2023).

Mevcut verilere gore, insidans oranlar1 Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa'nin ¢ogu
ve Kuzey Amerika'da en yiiksek, Giiney Amerika ve Dogu Avrupa'da orta, Asya ve
Afrika'nin ¢ogunda en diisiik seviyededir. Teshis 40 yasindan 6nce nadirdir (olasilik
<% 1), bundan sonra insidans oranlar1 yaklasik 70 yasina kadar artar, sonra azalmaya

baslar (Houghton ve Hankinson, 2021).

Birinci derece akrabalarinda meme kanseri dykiisii olan kadinlarda da meme kanseri
gelisme riski yiiksektir. Ik olarak 1990'larin basinda tanimlanan BRCA germ hatt:

mutasyonlarmin varligi, bir kadint hem meme hem de yumurtalik kanseri riskine



sokar. Ancak  teshis edilen  meme kanserlerinin %10'dan azinin
BRCAL1 veya 2'deki mutasyonlardan kaynaklandig:r disiinilmektedir . Bu genler,
otozomal dominant bir sekilde kalitilir ve DNA uyumsuzluk onariminda 6nemli olan
timor baskilayici  genler olarak islev goriir. BRCALl, 17921 kromozomu

ve BRCAZ2 iizerinde 13q12-13 kromozomunda bulunur (Rojas ve Stuckey, 2016).

Histolojik alt tipler disinda, gen ekspresyon profili, meme kanserini farkli molekiiler
alt tipler, yani reseptdr pozitif (Luminal A, Luminal B, Normal benzeri ve Insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 pozitif (HER-2 ) ve {glii reseptor negatif
(TNBC) olarak siniflandirmistir (Sekil 2) (Kashyap ve ark., 2022).
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Sekil 2. Meme Kanseri Siniflandirilmasi (Kashyap ve ark., 2022)

2.3. MEME KANSERI MOLEKULER SINIFLANDIRILMASI

Meme kanseri dstrojen reseptdrleri (ER) ve progesteron reseptdrleri (PR) ve Insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 pozitif (HER2) onkogeninin ekspresyonuna
dayal1 olarak farkli alt tiplerde tanimlanmistir (Sekil 3). Genel olarak, ER pozitif
timorler, ER negatif tiimdrlerden daha yaygindir. Ayrica, ER pozitif tiimorler, ER
negatif tiimorlerin aksine daha kii¢iik ve diisiik dereceli ve lenf nodu negatiftir.
Boylece, iki ER/PR pozitif (Luminal A ve Luminal B) alt grup bulunmaktadir.
Luminal B alt grupta PR pozitif veya negatif olabilir. Ayrica ER negatif HER2 tip



meme Kkanseri, bazal benzeri meme kanseri ve TNBC alt tipleri bulunmaktadir. (Tao
ve ark., 2015).
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Sekil 3. Meme Kanseri Alt Tipleri (Houghton ve Hankinson, 2021)
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Meme kanserlerinin yaklasik %15' bu kategoriye girer. TNBC insidans1 genellikle
genc kadinlarda, Afrikali-Amerikali kadinlarda ve mutasyona ugramis BRCAI
hastalarinda daha yiiksektir (Tao ve ark., 2015). TNBC'ler, invaziv meme
kanserlerinin %10-20'sini olusturur ve diger meme kanseri tiplerine kiyasla son
derece proliferatif timor hiicreleri ile biyolojik ve klinik olarak daha agresif
kanserlerdir ve daha kotii bir prognoz ve ¢ok sinirli tedavi segenekleri ile orta/yiiksek

dereceli kanserler olarak kabul edilir (Karim ve ark., 2023).

2.4. MEME KANSERI RiSK FAKTORLERI

2.4.1. Genetik

Tiim meme kanseri vakalarinin yaklagik dortte biri aile dykiisii ile iligkilidir. Annesi
veya kiz kardesi meme kanseri olan kadinlar bu hastaliga egilimlidir. Birlesik
Krallik'ta 113.000'den fazla kadin {izerinde yapilan bir kohort g¢alismasi, birinci
derece akrabalarinda meme kanseri olan kadinlarin, akrabalarinda meme kanseri
olmayan kadinlara gore bu hastaligi gelistirme riskinin 1,75 kat daha yliksek

oldugunu gostermistir. Ayrica, iki veya daha fazla birinci derece akrabasinda meme
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kanseri olan kadinlarda risk 2,5 kat veya daha fazla olmaktadir. Meme kanserine
kalitsal yatkinlik kismen BRCA1 ve BRCAZ2 gibi meme kanseri ile ilgili genlerin

mutasyonlarina atfedilir (Sun ve ark., 2017).

2.4.2. Cinsiyet

Tim meme kanserlerinin % 1'den az1 erkeklerde goriilir. Bununla birlikte,
erkeklerde meme kanseri, teshis aninda kadinlardan daha ileri olma egiliminde olan
nadir bir hastaliktir. Erkeklerin ortalama tani yas1 yaklasik 67'dir. Bir erkegin meme
kanseri riskini artiran Onemli faktorler sunlardir: ileri yas, BRCA2/BRCAI
mutasyonlari, artmis dstrojen seviyeleri, Klinefelter sendromu, ailede meme kanseri

Oykiisii ve radyasyona maruz kalma (Lukasiewicz ve ark., 2021).

2.4.3. Yas

Cinsiyetin yan1 sira yaslanma, meme kanseri i¢in en Onemli risk faktorlerinden
biridir, ¢iinkii meme kanseri insidansi artan yasla yakindan iliskilidir. 2016'da
Amerika'daki tiim meme kanserine bagl oliimlerin yaklasik % 99,3' ve % 71,2's1
strastyla 40 ve 60 yas Ustli kadinlarda bildirilmistir. Bu nedenle 40 yas ve tizerindeki
kadinlarda 6nceden mamografi taramasi yaptirmak gerekir (Sun ve ark., 2017).
Bir¢ok calisma, meme kanseri teshisi sirasinda gen¢ yasin olumsuz bir risk faktori
olusturdugunu ve geng kadinlarin daha ileri evrelerde daha biiyiik tiimorlerle ve daha

sik olarak lenf nodu pozitif olarak ortaya ¢iktigini gostermistir (Tao ve ark., 2015).

2.4.4. Hormonal Durum

Kadin cinsiyeti, oncelikle artmis hormonal stimiilasyon nedeniyle meme kanseri
riskinin artmasiyla iliskili ana faktorlerden birini olusturur. Onemsiz Sstrojen
seviyeleri sergileyen erkeklerin aksine, kadinlarin meme hiicreleri hormonlara
(6zellikle 6strojen ve progesteron) ve dengelerindeki herhangi bir bozulmaya kars1
cok hassastir. Dolagimdaki 0Ostrojenler ve androjenler, meme kanseri riskinin
artmasiyla pozitif olarak iligkilidir. Cinsiyet hormonlarinin endojen diizeylerinin
fizyolojik diizeylerindeki degisimler, menopoz oncesi ve menopoz sonrast kadinlarda
daha yiiksek meme kanseri riskine neden olur; bu gozlemler Endojen Hormonlar ve
Meme Kanseri Isbirligi Grubu tarafindan da desteklenmistir (Eukasiewicz ve ark.,
2021).



2.4.5. Cevresel Faktorler

Kimyasallara kronik maruz kalma, prokarsinojenik olaylarin indiiklenmesiyle birlikte
epigenetik degisiklikleri indiikleyen timdér mikrogevresini etkileyerek meme
karsinogenezini tesvik edebilir. Ayrica meme kanseri i¢in potansiyel risk faktorleri
olusturabilecek bir diger faktor ilag kullanimidir. Geceleri yapay 151k (ALAN) son
zamanlarda meme kanseri riskinin artmasiyla iligskilendirilmistir. Muhtemel neden,
bozulmus bir melatonin ritmi ve miiteakip epigenetik degisiklikler olabilir. Simdiye
kadar yapilan ¢alismalara gore, ALAN'a daha fazla maruz kalma, ALAN'a daha az
maruz kalan bireylerle karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek meme kanseri

riski ile iligkilidir (Lukasiewicz ve ark., 2021).
2.4.6. Yasam Tarzi

Asirt alkol tiiketimi ve ¢ok fazla diyet yagi alimi gibi modern yasam tarzlari meme
kanseri riskini artirabilir. Alkol tiiketimi, kandaki Ostrojenle iliskili hormonlarin
seviyesini yiikseltebilir ve dstrojen reseptor yollarini tetikleyebilir. 53 epidemiyolojik
arastirmaya dayanan bir meta-analiz, giinde 35-44 gram alkol aliminin meme kanseri
riskini %32 artirabildigini ve her giin ilave her 10 gram alkol i¢in progesteron
(RR)'de %?7.1 artis oldugunu gostermistir. Modern bati1 diyeti ¢ok fazla yag igerir ve
asirt yag alimi, dzellikle doymus yag, meme kanseri hastalarinda mortalite (RR=1.3)
ve kotii prognoz ile iligkilidir. Sigara icme ve meme kanseri riski arasindaki iliski
tartigmalt olsa da, emzirmeyen kadinlarin meme sivisinda sigara dumanindan
kaynaklanan mutajenler tespit edilmistir. Hem sigara hem de icki i¢en kadinlarda
meme kanseri riski de yiiksektir (RR=1.54). Simdiye kadar biriken kanitlar, 6zellikle
erken yasta sigara igmenin meme kanseri olusumunda daha yliksek risk tasidigini

gostermektedir (Sun ve ark., 2017).

2.5. MEME KANSERIi TANI VE TEDAVi YONTEMLERI

Meme kanseri genellikle ya taramayla ya da teshis muayenesini gerektiren bir
semptomla (6rnegin, agr1 ya da ele gelen bir Kitle) teshis edilir. Saglikli kadinlarin
taranmasi, daha kiiciik, daha diisiik metastaz olasiligina sahip, meme koruyucu ve
siurl aksiller cerrahiye daha uygun ve kemoterapi gerektirme olasiligi daha diisiikk

olan timdrlerin saptanmast ile iligkilidir. Meme kanserine 6zgli mortaliteyi azalttig
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kanitlanmis tek tarama yontemi mamografidir. Tarama mamografisi, meme kanseri
Olimlerinde genel olarak %19'luk bir azalmaya yol agar. Yiiksek riskli hastalar icin
mamografiyi diger goriintiileme yontemleriyle desteklemek, mamografik olarak gizli
kanserlerin ek olarak saptanmasma yol agar. Mamografiye ek olarak Manyetik
Rezonans Gorilintileme (MRG) kullanimi, mamografiye ek olarak ultrason
kullanimina (%52) gore malignite i¢in daha yiiksek bir duyarliliga sahiptir (%92,7)
(McDonald ve ark., 2016).

2.5.1. Hormonal Tedavi

Ostrojen veya progesteron pozitif meme kanseri olan hastalar, aromataz inhibitorii
gibi endokrin tedavisi almalidir. Osteoporoz veya aromataz inhibitorii intoleransi
riskinin artmasiyla ilgili endise varsa, tamoksifen regete edilebilir. Yakin zamana
kadar, tiim menopoz oOncesi hastalar icin tamoksifen o6nerildi. Bununla birlikte,
randomize 3 kollu SOFT c¢alismasinin sonuglari, yumurtalik baskilanmasi arti
eksemestan'mn tamoksifenden daha iistiin oldugunu, ancak yalnizca kemoterapi alan
hastalarda oldugunu ileri siirdii. Kemoterapi, tedavi eden hekimin takdirine bagh
olarak uygulandigindan, niiks riski en yiiksek olan hastalarda (pozitif lenf diigiimleri,
biiyiik primer timorler veya HER2-pozitif hastalik) yumurtalik supresyonu ve
eksemestan yarar1 goézlendi. Kemoterapi almayan premenopozal hastalar igin tek
basina tamoksifen kabul edilebilir. Sasirtict olmayan bir sekilde, tek basina
tamoksifen, yalnizca ilk 2 yil i¢in olmasina ragmen, yumurtalik supresyonu arti
eksemestandan daha iyi tolere edilir. Endokrin tedavisi en az 5 yil 6nerilir; bununla
birlikte, randomize ATLAS c¢alismasinin sonuglari, meme kanseri 6liimlerinde 5
yerine 10 yillik tamoksifen ile %3 ek iyilesme gosterdigi bulunmustur (McDonald ve
ark., 2016).

Cok az destekleyici veriye ragmen aromataz inhibitorleri, BIG 1-98 caligmasinin
sonuclarina gore lobiiler kanserler i¢in de tercih edilen segenektir. Aromataz
inhibitorleri ile standart endokrin tedavi siiresi, 6zellikle evre 1 hastalik i¢in 5 yildir.
10 yila kadar uzatilan adjuvan tedavinin rolii birka¢ calismada arastirilmistir ve
veriler, endokrin tedavisine devam etmenin yiiksek risk altindaki hastalarda (diigiim
pozitif, yiiksek genomik skor) niiks riskini azalttigini gostermektedir. ER-pozitif

hastalig1 olan hastalar 10 yil sonra bile niiks riski altindadir ve adjuvan tedaviyi
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uzatma karari, toksisiteye ve bozulmus yasam kalitesine karsi potansiyel faydalar

dikkate almal1 ve dengelemelidir.

Yiiksek veya ¢ok yiiksek risk altindaki hastalarda endokrin tedaviye ek olarak CDK4
ve CDK6 inhibitorleri (palbociclib, abemaciclib ve ribociclib) su anda birkag faz-3
calismasinda degerlendirilmektedir (Loibl ve ark., 2021).

2.5.2. Kemoterapi

Kesin cerrahi sonrasi adjuvan kemoterapi genellikle niiks riski yiiksek olan
hastalarda onerilir. Klinikopatolojik o6zellikler kemoterapi endikasyonlar1 olabilir:
Yiiksek riskli hastaligi olan hastalar igin sitotoksik tedavi olarak hem antrasiklin hem
de taksan kullanilmaktadir (McDonald ve ark., 2016).

Neoadjuvan paklitaksel ve karboplatine anti-PD-1 antikoru pembrolizumabin ve
ardindan DOX-siklofosfamidin eklenmesi, patolojik tam yanit oranin1 %64'e kadar

artirdigi gortilmiistiir (Loibl ve ark., 2021).

2.5.3. Radyoterapi

Prospektif randomize ¢alismalar, meme kanserinden uzun vadeli mortalite ve genel
hasta sagkalimmin, meme koruyucu cerrahi arti radyasyon tedavisi ve mastektomi
igin karsilastirilabilir oldugunu dogrulamistir. Radyasyonun ayrica in situ duktal
karsinom tedavisinde kanitlanmis bir rolii vardir; Iyilestirilmis hasta secimi ve
cerrahi ve radyasyon teknikleri ile %90-95 oraninda uzun siireli lokal kontrol

saglanmistir (McDonald ve ark., 2016).

2.5.4. Cerrahi Tedavi

Bu, meme kanseri viicudun daha ileri bolgelerine yayilmamis bireyler i¢in en 6nde

gelen tedavi stratejisidir (Akram ve ark., 2017).

2.6. FORKHEAD BOX (FOX)TRANSKRiPSiYON FAKTORU

Forkhead ( fkh ) geni orijinal olarak Drosophila melanogaster'da gergeklestirilen bir
rastgele mutajenez taramasinda tanimlandi. Caligmalar, forkhead geninin normal
bagirsak gelisimi i¢in gerekli oldugunu ve bunun yoklugunun, 6n bagirsagin bir bas

yapisina homeotik doniligiimiinden kaynaklanan karakteristik bir ‘catalli kafa'
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goriinimii ile sonuclandigint gosterdi. Bu kesiften kisa bir siire sonra, mayalardan
insanlara kadar bir¢ok organizmada Forkhead Box (FOX) genleri olarak adlandirilan
bir dizi ilgili gen tamimlandi. Drosophila Fkh proteini, 'catal basli kutu' olarak
adlandirilan, ~ 100 kalinti uzunlugunda kanatli sarmal bir DNA baglama alani ile
karakterize edilir. Tim FOX proteinleri, bu ayirt edici DNA baglama alanini
paylasir, ancak farkli 6zelliklere ve islevlere sahiptir. FOX familyasi, insanlarda 50
gen ve farelerde 44 gen tarafindan kodlanir; bunlar, forkhead alanlarinin homoloji
derecesine gore FOXA'dan FOXS'a kadar 19 alt aileye siniflandirilmistir (Sekil 4)
(Herman ve ark., 2021; Galson ve Kaestner., 2016). FOX genleri, ¢ok gesitli
biyolojik islevleri kontrol eder ve hem gelisim sirasinda hem de yetigkin yasaminda

genis Olgilide ifade edilir (Galson ve Kaestner, 2016).
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Sekil 4. Forkhead Box Transkripsiyon Fal&érii Ailesi (Galson ve Kaestner, 2016)

Bu ailenin iyeleri, hiicre biliylimesi, farklilasmasi ve embriyojenezin
diizenlenmesinde yer alirlar. Bu proteinlerin rollerinden dolayr fonksiyonundaki
bozukluklar, yumurtalik, meme ve prostat kanseri dahil olmak iizere cesitli
kanserlerde, kanserin baslamasi, ilerlemesi ve kemodireng ile iliskilidir (Galson ve

Kaestner, 2016).

FOX ailesi tiyelerinin bir¢ok kanserde yukar1 veya asagi dogru diizenlendigi
gosterilmistir. FOXP1'in, hiicre tipine bagli olarak bir tiimdr promotdrii ve bir
onkogen oldugu oOne siiriilmistir. FOXA1, birgok Ostrojene duyarli genin
ekspresyonu i¢in gerekli olan Oncii bir faktordiir. Nakshatri ve Badve, FOXA1

ekspresyonunun siirdiiriilmesinin, ER-alfa-pozitif meme kanserlerini Gstrojene
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bagimli kalmaya zorlayabilecegini ve anti-Ostrojenlere yanitlarini artirabilecegini
ileri stirmektedir. FOXMI1, ¢ogu karsinomda yiiksek oranda eksprese edilen, ancak
normal hiicrelerde diisiik miktarlarda eksprese edilen bir onkogendir. FOXML'in
yukar1 regiilasyonu, genis bir kanser yelpazesinde rapor edilmistir. /n
vitro calismalar, artan ekspresyonunun, kanser hiicrelerinin invazyonuna ve

anjiyogenezine yol agabilecegini gostermistir (Rajagopal ve ark., 2018).
Forkhead Box M (FOXM1)

Bir onkofetal transkripsiyon faktorii olan Forkhead Box M1 (FOXM1), forkhead
protein ailesinin iiyelerinden biridir ve normal hiicre boliinmesi igin gereklidir ve
silinmesi embriyonik olarak 6ldiiriiciidiir (Rajagopal ve ark., 2018). Insan FOXM1
proteini ilk olarak bir servikal kanser hiicre dizisi olan Hela'da
tanimlandi. 12p13.33 kromozomal bandinda yer alan FOX1 geni alternatif ug
birlestirme ile karakterize edilen on eksonu kapsar. FOXMI ii¢ iyi tanimlanmig
alana sahiptir: N-terminali otorepresor alani, C-terminali trans-aktivasyon alani ve
yiiksek diizeyde korunmus DNA baglayict Forkhead kutusu alanidir. Hiicresel
stireglerin coguna yakindan dahil olmalar1 nedeniyle, germ hatti mutasyonu veya bu
transkripsiyonel diizenleyicilerin ¢ikarilmasi, genellikle insanda dogustan gelen

bozukluklar ve hastaliklarla baglantilidir (Nandi ve ark., 2018).

FOXM1, hiicre dongiisiinii yonlendirmedeki rolilyle genis capta taninmaktadir (Sekil
5). Dogrudan transkripsiyonel hedefleri hem G1/S ve G2/M gegislerinde hem de
karyokinez ve sitokinez sirasinda islev goriir. Buna gore, FOXM1 ifadesi cogunlukla
aktif olarak ¢ogalan hiicrelerde mevcutiken farklilasmis dokularda bulunmaz (Galson
ve Kaestner, 2016).
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Key  Foxm1 dogrudan
) transkripsiyonel Dolayl/indirekt FOXM1 FOXM1 tarafindan
hedef > hedefi > diizenlenmeyen

Sekil 5. FOXM1’1n Hiicre Dongiisiindeki Rolii (Galson ve Kaestner, 2016).

Bugiine kadar tanimlanmis dort insan FOXM1 izoformu vardir (Sekil 6). FOXMla,

hem Va hem de VIla ekzonlarimi igerir ve islem aktivitesinden yoksundur, oysa

licliniin geri kalani, FOXM1b (ne ekzon Va ne de Vlla igerir), FOXMlc (Vlla

icermez) ve FOXM1d (Va icermez) transkripsiyonel olarak aktiftir. FOXM1 proteini,

korunmus bir ¢atal basli DNA baglama alan1 (DBD), bir N-terminal baskilayict alan
(NRD) ve bir C-terminal islem alan1 (TAD) igerir. Murin FOXM1 ek varyantlari,
insan FOXM1 ile ayn1 DNA baglama 6zgilliiginii sergiler ve 5'-A-C/T-AAA-C/ T-

AA-3" konsensiis sekansi ile DNA baglama bolgelerine baglanir (Liao ve ark., 2018).
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Sekil 6. FOXM1 Geninin Genomik Yapisi (Liao ve ark., 2018).
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FOXMI, olduk¢a proliferatif olan tiimdr hiicrelerinin yani sira birincil olarak
progenitdr ve rejenere dokularda da saptanir. FOXMI1'in artan ekspresyonu,
yumurtalik kanseri, meme kanseri, prostat kanseri, hepatom, anjiyosarkom,
kolorektal kanser, melanom, akciger kanseri ve mide kanseri gibi ¢esitli insan
kanserlerinde go6zlenir. Ayrica yakin tarihli bir meta-analiz, yiikksek FOXMI
ekspresyonunun ¢ogu kati timorde kotii prognozla iliskili oldugunu ortaya ¢ikardi

(Liao ve ark., 2018).

ki FOX faktorii, FOXM1 ve FOXO, ila¢ direnciyle yakindan baglantilidir ve ayni
zamanda EMT'in aracilaridir. FOXM1'in baskilanmasi, kanser hiicrelerinin
proliferatif ve istilac1 yeteneklerini engeller ve asir1 ekspresyonu, EMT indiiksiyonu
ile baglantilidir. Iyi karakterize edilmis bir EMT-indiikleyici transkripsiyon faktrii

olan Slug promotériinde birkag FOXM1 baglanma bdlgesi tanimlanmustir.

FOXM1 ve FOXO3, gen promotorlerinde ayni baglanma bdlgeleri igin rekabet eder
ve FOXO03, FOXM1 ekspresyonunu negatif olarak diizenleyebilir. FOXM1 yukari
regiile edildiginde veya FOXO3 asagi regiile edildiginde, ilag akisi, DNA onarimi ve
hiicre sagkalimi ile ilgili genlerin ekspresyonu etkilenir. FOXM1 transkripsiyonu,
reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) bir artigla aktive edilir ve ROS ile FOXM1 ifadesi
arasinda bir geri besleme dongiisii olusturur. Bu, hiicre dongiisii gecis noktalarinin
FOXMI1 tarafindan diizenlenmesine ve DNA hasarima yanit genlerinin asiri
ekspresyonu yoluyla direncin artmasina ve DNA'ya zarar veren ajanlara karsi
direncin gelismesine yol acar. Bu kazanilmis direng, FOXMI tarafindan indiiklenen
kanser kok hiicreleri genislemesine bagli olabilir. FOXMI, direngli kanser kok
hiicrelerin sayisini artirarak, ilaglart hiicreden etkili bir sekilde disar1 pompalayarak
ve timor baskilayic1 olarak gorev yapan genlerin ekspresyonunu asagi dogru

diizenleyerek ilag direnci i¢in miikkemmel bir eksen olusturur (Castaneda ve ark.,
2022).

FOXMI1'in fosforilasyonunu indiikleyen yukar1 akis kinaz sinyal yollar,
transkripsiyon faktorii fonksiyonunu ve kanser hiicrelerinde miiteakip biyolojik
etkilerini dogrudan diizenler (Sekil 7). MEK-ERK1/2, FOXM1'n fosforilasyonunu
indiikler ve bazi HER2-pozitif tiimorlerde ve TNBC'lerde hastaligin ilerlemesi ve

mortalite ile baglantili olarak yapisal olarak aktive edilir. Aktif MEK sinyali,
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FOXM1 fosforilasyonu, niikleer yeniden lokalizasyon ve artan transkripsiyon faktorii
fonksiyonu yoluyla HER2 hedefli ajanlara kars1 direnci artirir (O’Regan ve Nabhta,
2018).

Ayrica biriken kanitlar, cesitli transkripsiyon faktorlerinin (FOXM1 dahil), niikleer
faktor kB (NFkB), doniistiiriicii bliytime faktori-f (TGF-B), Notch, hipoksi ile
indiiklenebilir faktor gibi cesitli sinyal yollar1 yoluyla EMT'nin ilerlemesini
etkiledigini ortaya koymustur (Zhang ve ark., 2021).

Reseptdr tirozin kinaz

mitoz, EMT,

Proliferasyon,
cekirdek

invazyon, ilag

00000000

Sekil 7. FOXM1 yolagi (O’Regan ve Nahta, 2018)

Cok sayida calisma, FOXM1'in {i¢lii negatif meme kanseri hiicreleri de dahil olmak
lizere cesitli insan kanserlerinde asir1 eksprese edildigini gostermistir. FOXMI,
meme kanserinde anjiyogenez, istila ve apoptoz ve tiimor olusumuna direng dahil
olmak tizere onkojenik siiregleri tesvik eder. 500 insan gogiis tiimoriiniin kapsamli
bir molekiiler analizini takiben, Kanser Genom Atlasi (TCGA) ag tarafindan
hazirlanan doniim noktas1 niteligindeki bir makale, FOXM1'in TNBC'nin en 6nemli
molekiiler siiriictilerinden biri oldugunu gosterdi. Pan-kanser analizleri, FOXM1
ekspresyonunun meme kanserinde oldukca yiliksek oldugunu ve ekspresyonunun

onkojenik olaylara katkida bulunabilecegini géstermistir (Hamurcu ve ark., 2021).
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2.7. Ras Sarkoma (RAS) Onkogen Ailesi

Ras sarkoma (RAS) gen ailesinde {i¢ liye vardir: siRAS1yla 11 (11p15), 12 (12p12)
ve 1 (1p22) kromozomunda yer alan H-RAS, K-RASve N-RAS. Bu genler
tarafindan kodlanan proteinler son derece homologtur ve kii¢iik guanozin trifosfat
(GTP) baglayici protein (G proteini) iist ailesine aittirler. RAS genlerinin onkojenik
aktivasyonuna genellikle tek nokta mutasyonu neden olur. GAP aracilt modiilasyona
karst RAS tepkisini bozar ve RAS" ve asagi akis yollarin1 kalici olarak aktif bir
durumda kilitler (Galie, 2019; Sun ve ark, 2017). Nokta mutasyonlar1 genellikle bu
tic insan RAS geninin asirt ekspresyonu ile iliskilidir. RAS proteinlerinin
mutasyonlart meme kanserinde seyrek olmasina ragmen (<%5), RAS sinyal iletim
yolundaki anormallik hem iyi huylu hem de kotii huylu meme dokularinda gozlenir.
H-RAS, meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonu, metastaz1 tesvik etmek ve
apoptozu inhibe etmek i¢in B lenfoma moloney murin 16semi viriisii yerlestirme
bolgesi-1 (BMI1) ile isbirligi yapabilir. H-RAS asir1 ekspresyonu, hem birincil hem
de ilerlemis meme kanseri hastalarinda saptanir, bu da kotii bir prognoza isaret eder

(Sun ve ark., 2017).

2.8. Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz (MAPK)

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yollarindan biri olan hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz (ERK) kaskadi, proliferasyon, farklilasma, go¢, hayatta kalma ve
apoptoz gibi anahtar hiicresel siireclerin merkezinde yer alan bir sinyal iletim
modiiliidiir. Bunun deregiilasyonu siklikla kanser gelisiminde rol oynar. MAPK
basamaklari, MAPK kinaz kinaz (MAPKKK veya MAP3K), MAPK kinaz (MAPKK
veya MAP2K) ve MAPK jenerik terimleri altinda bilinen, birbirini sirayla fosforile
eden ve boylece aktive eden ii¢ kinazdan olusan bir ¢ekirdek birim tarafindan

olusturulur. En az alt1 farklit MAPK kademesi tanimlanmistir (Rocca ve ark., 2022).

RAS'tan yayilan sinyaller, FOS, MYC, ETS-1, ETS-2 ve ELK-1 dahil olmak tizere
asag1 akis transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonu yonlendirdigi Raf, MEK ve
ERK1/2 (MAPK1/3 olarak da bilinir) aracilifiyla ¢ekirdege aktarilir. Diger epitelyal
kanserlerin tam tersine, RAS/MAPK yolundaki aktive edici mutasyonlar meme

kanserinde oldukg¢a seyrek olaylardir. Buna ragmen, 6zellikle RAS/MAPK aktivitesi,
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EGFR ve HER2 gibi Reseptor tirozin kinaz (RTK)'larin asir1 ekspresyonu dahil
olmak iizere diger mekanizmalar araciligiyla anormal sekilde uyarilabilir . Anormal
RAS fonksiyonunun birincil ¢iktis1 olan yiiksek ERK1/2 aktivitesi (fosforilasyon),
birincil meme tiimdrlerine gére metastatik bolgelerde gézlenmistir ve TNBC'de daha

yaygindir (Giltnane ve Balko, 2014) (Sekil 8).
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Sekil 8. TNBC sinyalleri (Giltnane ve Balko, 2014).

2.9. Niikleer Faktor Kappa B (NFkB)

Uyarilabilir transkripsiyon faktorlerinin Niikleer Faktor Kappa 3 (NFkB) ailesi, tiimii
bir N-terminal Rel homoloji alanin1 (RHD) paylasan, pS0, p52, p65 (RelA), RelB ve
c-Rel dahil olmak iizere bes iiyeden olusur. RHD bir niikleer lokalizasyon sekansi
icerir ve sekansa 6zgli DNA baglanmasindan, dimerizasyondan ve 1kB inhibe edici

proteinlerde bulunan ankirin tekrar motifleriyle etkilesimden sorumludur
(Khomgthong ve ark., 2019).

NFkB, enflamasyon ve kanserde dogrudan etkileri olan ¢ok sayida yolu diizenleyen
bir proinflamatuar transkripsiyon faktoriidiir. Cesitli in vitro, klinik oncesi ve klinik
caligmalar, NFkB ve NFkB'ye bagimli gen ekspresyonlarinin enflamasyon, kanser
ilerlemesi, metastaz ve ilag direncinde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir.

Giderek artan sayida literatiir, NFkB yolagmin aktivasyonunun meme kanserinin
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tiimorijenezinde yer aldigini ve hormondan bagimsiz olarak ortamla iliskili oldugunu
ortaya koymustur. Son on yilda, birkag fitokimyasal ve analoglarinin bu kaskadin
tiyelerini hedefleyerek NFkB sinyali {izerinde 6nemli inhibitor etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (Rajagopal ve ark., 2018).

2.10. Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP)

Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP) protein ailesi, (PARP1 ve PARP2), DNA hasari
onarimi ve programlanmis hiicre 6liimii dahil olmak iizere bir dizi kritik hiicresel
stirecte yer alir. DNA hasari ile aktive edildiginde, bu proteinler, DNA'y1 onarmak
icin asil isi yapan diger proteinleri aktiflestirir. PARP proteinlerinin ana islevi,
DNA'daki tek sarmal kopmalarini veya ¢ift sarmal kopmalarini tespit etmek, DNA
onarim makinelerini ise almak ve DNA onarimi sirasinda replikasyon catallarini
stabilize etmektir. Memeli hiicrelerinde PARP ailesinin tiyeleri olarak en az 17 farkli
protein tanimlanmistir; bununla birlikte, yalnizca PARP-1, PARP-2 ve PARP-3'in
DNA onariminda islev gordiigii bilinmektedir. PARP'In inhibisyonu, kanser
hiicrelerindeki DNA hasar yanit1 kusurlarindan yararlanan, kanser tedavisi i¢in yakin

zamanda gelistirilmis bir stratejidir (Arun ve ark., 2015; Oh ve ark., 2021).

Apoptozun, kaspaz ailesi, B hiicresi 1losemi/lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi, PARP ailesi,
onkogenler ve tiimdr baskilayict genler dahil olmak lizere gesitli anahtar apoptotik
genler tarafindan siki bir sekilde diizenlendigine inanilmaktadir. Aktif PARP-1 ve
PARilasyon, hiicre oliimiiyle ilgili olanlar da dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel
mekanizmalar1 diizenler. PARilasyon ve PARP-1'in, nekroz (nekroptoz), partanatos,
otofaji ve apoptoz dahil olmak {izere birka¢ hiicre 6liimii alt programina aracilik

ettigini one siirtilmiistiir (Liu ve ark., 2017).

2.11. DOKSORUBISIN

Doksorubisin (DOX), 1967'de Streptomyces peucetius caesius kolonilerinden izole
edilen bir antitimor antrasiklin antibiyotiktir. DOX, en ¢ok kullanilan antitimor
antrasiklinlerden biridir ve ¢ok ¢esitli neoplastik hastaliklara kars1 diisiik dozlarda
bile oldukca aktiftir. DOX ile kanserli hayvan modellerinde gergeklestirilen ilk in

vivo c¢aligmalar, neoplastik proliferasyonun inhibisyonunu ve hayvan sagkaliminin
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arttigin1 gostermistir. DOX yiiksek bir terapotik indekse sahip olmasina ragmen,

kardiyotoksisite nedenidir (Rivankar ve Sangeeta, 2014).

DOX, DNA baz ciftleri arasina girerek ve DNA sarmalin1 ¢6zerek hareket eder, bu
da DNA sentezinin inhibisyonuna ve DNA toposiomeraz II'nin normal DNA kirma
ve yeniden mihiirleme etkisine neden olur. Bu eylemler, hizla bdliinen hiicrelerin

apoptozuna yol agar (Sekil 9) (Bethesda, 2012).

Sekil 9. Doksorubisinin kimyasal formiili (Bethesda, 2012)

DOX, hem yetiskin hem de ¢ocukluk ¢agi kanserlerini tedavi eden ve kat1 tiimorleri
ve hematolojik maligniteleri kapsayan genis bir kullanim yelpazesine sahiptir.
Siklikla akut 16semi, meme kanseri ve ¢ocukluk kati tiiméorleri, Hodgkin ve Hodgkin
olmayan lenfomalar, ve yumusak doku sarkomlarini tedavi etmek igin kullanilir. Ne
yazik ki DOX oldukgca etkili olmasina ragmen kanser hiicrelerine kars1 segici degildir
ve toksisite nedeniyle kullanimi 6nemli Olglide siirlidir. Bu toksisite genellikle
kalbi, beyni, karacigeri ,bobrekleri etkiler. Ayrica, bagisiklik sistemini bozar,

hastanin enfeksiyona yatkinligini artirir ve iyilesme yetenegini zayiflatir (Meredith
ve Dass, 2016).

DOX’in Onemli yan etkisi olarak gosterilen kardiyotoksisitenin DOX’a bagh
patogenezinin altinda yatan c¢esitli molekiiler mekanizmalar One siiriilmiistiir;
oksidatif ~stres, topoizomeraz Il inhibisyonu, mitokondriyal disfonksiyon,
Ca2 " homeostaz diizensizligi, hiicre ici demir birikimi, ardindan gelen hiicre dliimii
(apoptoz ve nekroz), otofaji ve miyofibriler diizensizlik ve kayip gibi

mekanizmalardir (Syahputra ve ark., 2022).
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Ayrica, DOX, hem sitozolik hem de mitokondride iyi bilinen giicli bir ROS
tiretecidir. Enzimatik bir yolaga giren DOX, tersinir bir oksidasyon siirecinden geger
ve siiperoksit radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine yol acan
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat hidrojen (NADPH) rediiktazlar enzimi
tarafindan katalize edilen bir ara madde olarak bir semikinon formu iiretir. Enzimatik
olmayan yéntemde DOX, Ferrik iyona (Fe **) bir elektron verir ve Ferrous (Fe*?)-
DOX kompleksinin olusumuyla sonuglanir. Olusan kompleks oksijen ile
indirgenmeye ugrar ve hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi ROS f{iretir, bu da
oksidatif strese neden olur. Uretilen ROS, hem kanser hem de normal hiicrelerde
membran hasarina, DNA hasarina, lipid peroksidasyonuna neden olur ve apoptotik
yollar1 aktive eder ROS etkileri, kardiyomiyositlerin apoptozisine yol agar. (Prasanna
ve ark.,2020; Syahputra ve ark., 2022).

DOX’in ayrica ROS iiretimi yoluyla NFkB’yi aktive ettigi gosterilmistir ve bu, FasL, c-
Myc ve p53 dahil olmak iizere ¢esitli pro-apoptotik genlerin diizenlenmesine yol acar.
Ayrica DOX, NFkB transkripsiyon faktoriinii diizenleyen ubikuitin proteazom
sistemini aktive edebilir ve NFkB'nin asir1 aktivasyonu, ¢esitli timor tiplerinde

gosterilen bir¢ok hiicre fonksiyonunda artisa yol agar (Pilco-Ferreto ve ark., 2016).

2.12. FLAVONOID

Tiim dogal polifenollerin %60'm1 temsil eden bir grup olan flavonoidler, ¢icek ve
yapraklar basta olmak tizere bitkilerin tim kisimlarinda bulunur. Yapilarina gore
flavonoidler,  antoksantinler  (flavonlar ~ ve  flavonoller),  flavanonlar,
flavanoller, izoflavonoidler ve antosiyanidinler dahil olmak {izere farkli alt gruplara
ayrilabilir (Maduni¢ ve ark., 2018).

Flavonoidlerin, bagisiklik hiicrelerinin ve sonraki kemokinler ve sitokinlerin
aktivasyonunu inhibe ettigi ortaya ¢ikti, bu nedenle dogal bir inhibitor olarak
Olctilebilir, dogustan gelen ve adaptif bir bagisiklik sisteminin aktivasyonunu
durdurabilir (Rahmani ve ark., 2022). Flavonoid tiirevleri, bazi bitkilerde ve
baharatlarda anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser aktiviteleri dahil olmak
lizere biyolojik etkiler gdstermek icin etkili bilesenler olarak bulunur. Bazi diyet

flavonoidleri, kinaz aktivite inhibisyonu, apoptoz indiiksiyonu ve sinyal
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iletim yolaklarimin baskilanmasi gibi 6zelliklere dayali olarak olumlu antitimor

aktivitelere sahiptir (Shao ve ark., 2016).

2.12.1. FLAVOPIiRIiDOL

Flavopiridol (NSC649890; (-) cis —5,7-dihidroksi-2-(2-klorofenil)-8[4-(3-hidroksi-1-
metil)-piperidinil)-4H-1-benzopiran-4-1), baslangigta Hindistan’a 6zgii bir Hint agac1
Dysoxylum binectariferum'un gévde kabugundan izole edilmis, dogal olarak olusan
bir flavon tiirevinin sentetik analogudur (Sekil 10). Ik olarak 1980'lerin sonlarinda,
epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) fosforilasyonunu inhibe eden dogal
iriin olarak kesfedildi. 1990'larin ortalarinda Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan
yapilan 60 insan kanser hiicre hatti panelinde, flavopiridoliin giiglii bir hiicre

biiylimesi inhibitorii oldugu gosterildi.

Sentetik bir antitiimor flavon tiirevi olan  flavopiridoliin, siklin bagimli kinaz
(CDK)'lerin inhibisyonu yoluyla G1 veya G2 asamasinda hiicre dongiisii
ilerlemesini 6nemli 6lglide engelledigi bildirilmektedir (Shao ve ark., 2016; Zeidner

ve Karp; Newcomb, 2004).

@‘“

fil *sHCI

CH,

Sekil 10. Flavopiridoliin kimyasal formiilii (Zeidner ve Karp, 2015).

Ayrica, yapilan bir ¢alismada, flavopiridoliin, fare makrofaji ANA-1 hiicrelerinde
hiicre i¢i ROS’u artirarak, MAPK yolunu diizenleyerek ve ardindan Bcl-2 ifadesini

kisitlayarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Rahmani ve ark.,2022).
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan tez calismasi Betiil Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi (GENKOK)

Arastirma Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1. GERECLER

3.1.1.Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

— Laminar Akim Kabini (Clean Air)

— C0O2’li Inkiibatdr (Sanyo, MCO-19 A/C (UV))

— Sogutmal1 Santrifiij (Beckman Counter, Cat. No. 369436)
— Hassas Terazi (Mrc) — Su Banyosu (Niive St 30)

— Calkalayici (Heidolph)

— Derin Dondurucu (Ugur, Kod. No. 100703000000)
— Buzdolab1 +4 (Siemens, No. KG57NVW20N)

— Invert Mikroskop (Leica)

— Otoklav (Alp, CL-40M)

— Pipet Tabancasi (Gilson)

— Mikropipet Seti (Gilson)

— Vorteks (Heidolph)

— Manyetik Karistiric1 (Heidolph)



— Eliza-Reader (Glomax-Multi)

— Muse Cihazi1 (Milipore)

—BioRad Western Goriintiileme Cihazi
—Akan Hiicre Olger Cihaz1 (Flow Sitometri)

3.1.2.Kullanilan Kitler ve Sarf Malzemeler

— Annexin V Apoptoz Kiti (Milipore MCH100105)

— MTS Reagent Powder (Biovision, 2808-250)

— DCTM Protein Assay Kit (BioRad)

— ReadyPrep Protein Extraction Kit (BioRad)

— Muse cell cycle Reagent (Milipore)

— ECL (BioRad)

— Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) (Gibco)
— Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific)

— L-Glutamin (Capricorn Scientific)

— Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific)

— Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific)

— Hiicre Kiiltiir Flasklar1 25 cm2 (Greiner CellStar)

— Hiicre Kiiltiir Flasklar1 75 cm2 (Greiner CellStar)

— 6’11, 96 kuyucuklu Kiiltiir plakalar1 (Greiner CellStar)

— Serolojik Pipetler 5ml, 10ml, 25ml (Greiner CellStar)

— Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck)

— Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline(DPBS) (Capricorn Scientific)

— Metanol (Merck)
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— Tris (Merck-Milipore)

— Non-Fat Dry Milk (BioRad)
— Membran (BioRad)
—Flavopiridol (Sigma-Aldrich)

— Doksorubisin (Sigma-Aldrich)

3.2.YONTEM

3.2.1.Kullanilan Hiicre Hatt1

Daha onceki projelerimizden American Type Culture Collection (ATCC)
firmasindan ticari olarak satin alinan ve ¢ogaltilip azot tankinda muhafaza edilen

MDA-MB-231 ve BT-549 TNBC hiicreleri kullanildi.

MDA -MB-231 hiicre hatti (MD Anderson'da invaziv duktal karsinomlu bir hastanin
plevral eflizyonundan izole edilmistir) yaygin olarak ge¢ evre meme kanserini
modellemek i¢in kullanilir. Bu hiicre hatti ER, PR ve E-cadherin negatiftir ve
mutasyona ugramig p53'Q ifade eder. Hiicreler ayrica biiylime  faktorii

reseptorii HER2'den de yoksun olduklarindan, TNBC i¢in 1yi bir model olustururlar
(Welsh, 2013).

BT-549 hiicre hatt1, 7 bolgesel lenf nodundan 3'line metastaz yapmis papiller, invaziv
bir duktal tiimorden izole edilen epitel hiicreleridir. Hiicreler, 72 yasinda, beyaz,
kadin bir meme kanseri hastasindan elde edilmistir. Bu hiicre hattt ER, PR ve
HER2’den yoksun, TNBC’dir. Mutant p53 ve PTEN homozigot delesyonu
tasimaktadir (Chavez ve ark., 2010).

3.2.2.Hiicre Kiiltiri

Besiyerinin Hazirlanmasi

500 ml olan Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) igerisine, 55 °C’de
inaktive edilen 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin ve 5 ml Penisilin/Steptomisin eklenerek
hiicreler i¢in uygun besiyeri hazirland1 ve +4°C’de muhafaza edildi. MDA-MB-231

ve BT-549 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilda.
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Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi

Tim hiicre kiiltiir calismalari steril laminar hava akimli kabinde yapildi. -196°C siv1
azot tankindan MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri alind1 ve su banyosunda 37°C’ye
ulagmasi saglanan besiyeri ile yikanarak 15 ml’lik falkon tiiplerde, 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Stipernatant kisim atildiktan sonra hiicreleri barindiran pellet
besiyeri ile ¢oziindiirillerek, yogunluguna gore 75 cm? ’lik flasklara ekildi. Hiicrelerin
¢ogalma durumu, inverted mikroskop ile incelendi ve hiicre yogunlugu kiiltiir
kabinin tabaninda %80-90’1na ulastiginda pasajlama islemi yapildi. 75 em?® ’lik
flasklarda bulunan besiyeri serolojik pipet ile uzaklastirildi. Flasklara, 3 ml tripsin-
EDTA soliisyonu eklendi ve 3 dakika kadar hiicrelerin flask tabanindan ayrilmalari
icin 37 °C’lik CO,’li etiivde bekletildi. Tripsin EDTA soliisyonu iizerine toksisiteyi
azaltmak i¢in 6 ml besiyeri eklendi ve flask tabani serolojik pipet yardimiyla yikandi,
toplanan siispansiyon 15 ml’lik falkon tiiplere alinarak santrifiij edildi. Stipernatant
uzaklagtirildiktan sonra pellet ¢ozdiiriildii ve medyum igeren yeni flasklara boliinerek

ekildi. Hiicreler ¢ogalmalari i¢in uygun olan 37 °C’lik CO;’li etiivde inkiibe edildi.

3.2.2.1.Hiicre Sayim

Yapilan deneylerde deneyin amacina uygun farkli sayilarda hiicreler kullanildi.
Hiicrelerin besiyeri igerisinde total miktarin1 hesaplamak i¢in, mililitredeki sayisi
thoma lam1 kullanilarak belirlendi. Hiicre tabanindan Tripsin-EDTA ile kaldirilip
santrifiij edilen hiicrelerin pelleti besiyeri i¢inde silispanse hale getirildi. Thoma
lamma her iki tarafa hiicre silispansiyonu igerisinden 10ul kondu. Mikroskop
kullanilarak thoma laminin belirli olan bolgelerinde hiicreler sayildi. Yapilan hiicre
sayisinin ortalamas1 alinarak ‘1 ml’deki total hiicre miktari=sayilan bdlgelerin

ortalamas1*10* hesaplandi.

3.2.3. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Satin alinan Flavopiridol ve DOX fretici frmanin talimatlarina gore Tablol’de

verilen ¢oziiciiler kullanilarak hazirlandi.
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Tablo 1. Kimyasal/¢oziicli miktarlari

Kimyasal Ad1 Kimyasal Kimyasal Miktar1 Coziicti Miktar
Molekiiler Agirlig (dH20)
Doksorubisin 579.98 g/mol 5.7998 mg 1ml
Flavopiridol 438.30 g/mol 1.0958 mg 25 ml

3.2.3.1.Doksorubisin Soliisyonu

DOX, Tablo1’de belirtilen ¢oziicti ile ¢ozdiiriilerek homojen bir stok soliisyon haline
getirildi. Hazirlanan stok soliisyonu -20°C’de saklandi. Deneylerde kullanlan

konsantrasyonlar stok solusyonun FBS(-) ile seyreltilmesiyle hazirlandu.

3.2.3.2.Flavopiridol Soliisyonu

Flavopiridol, Tablo1’de belirtilen ¢oziicii ile ¢ozdiiriilerek homojen bir stok soliisyon
haline getirildi. Hazirlanan stok soliisyonu +4°C’de saklandi. Deneylerdeki kullanimi

icin uygun konsantrasyonlar stok solusyonunin FBS(-) ile seyreltilmesiyle elde
edildi.

3.2.4.Hiicre Canlilik Analizi

Hiicre canlilik oranini belirlemek igin MTS/PMS analizi kullanildi. MTS (3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum)

boyasi (Promega, Madison, WI), Fenazin metosiilfat (PMS) varhiginda kiiltiir
ortaminda ¢oziinen formazan iiriinline doniisiir. Boylece sar1 olan MTS boyasi, mavi-

mor renge dontisiir ve 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilabilir.

MTS analizi icin MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 100 pl
i¢inde 1500 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 100, 200, 300, 500 nM tek basina
Flavopiridol, 1, 3, 5, 8, 10 uM tek basina DOX ve 500 nM flavopiridol ve 10uM
DOX kombinasyonu (MTS analiz sonuglarimiza gore hiicrelerin yaklasik %50’sinin
6ldiigii konsantrasyon) ile 24 saat muamele edildi. Kontrol grubu olarak higbir
uygulamanin yapilmadigi muamelesiz  MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri
kullanildi. Hiicrelerin 24 saat olan ilagla inkiibasyon siireleri doldugunda MTS/PMS

soliisyonlar1 taze olarak hazirlandi ve her kuyucuga 20 ul eklenilerek 37 °C’lik
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COy’li etiivde boyanmas siiresi igin 2-3 saat bekletildi. Daha sonra, Eliza-Reader

cihazinda 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

3.2.5. Koloni Analizi

Koloni olusumu deneyi, kanser hiicrelerinin gosterdigi yaygin bir 6zellik olan koloni

olusturma egilimlerinin test edilmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir.

MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinin sayimi1 yapildi ve 6 kuyucuklu plakalara 2000
ul icinde 1500 hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler inkiibasyonlarinin
48.saatinde flavopiridol i¢in 50, 100, 300, 500, 600 nM, DOX ig¢in 25, 50, 100, 250,
500 uM konsantrasyonlarda ve 10uM DOX ve 500 nM flavopiridol
konsantrasyonlarinda kombin olarak  muamele edildi. Kontrol grubu olarak
muamelesiz MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri kullanildi. inkiibasyon devam
ederken her giin mikroskop altinda hiicrelerin ¢ogalmasi incelendi ve kontrol olarak
kullanilan hiicrelerin ¢ogaldig1 plakanin yiizeyini yaklasik %85-90 oraninda
kapladiginda (yaklasik 10-15 giin sonra) deney sonlandirildi. Hiicreler metanol
iceren %35’°lik kristal viyole ile 5 dakika boyandi ve daha sonra distile su ile
yikandiktan sonra kurumaya birakildi. Kuyucuklar fotograflandi ve her bir

kuyucuktaki koloniler sayildi.

3.2.6. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi i¢in Annexin V Apoptosis Detection Kiti kullanilarak flow sitometri
cthazinda analiz yapildi. Hiicreler 96 kuyucuklu plakaya besiyeri igerisinde 1500
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 100, 200, 300, 500 nM konsantrasyonlarda
flavopiridol, 1, 3, 5, 8, 10 uM konsantrasyonlarda DOX, 500 nM flavopiridol ve
10uM DOX kombinasyonu ile 24 saat muamele edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicreler 50 ul Tripsin-EDTA ile 3-4 dakika muamele edildi ve daha sonra hiicrelerin
tizerine 180 pl medya eklendi ve 400 g’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin
tabana ¢okmesi saglandi. Ust medya uzaklastirildiktan sonra 100 pl binding buffer
eklendi ve tekrar santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi. Kit igerigine gore, 20 ul
binding buffer, 1 ul Annexin V boyasi, 1 ul 7AAD boyalari ile karisim hazirlandi ve
her bir drnege 20 pl karisimdan ilave edildi 15 dakika karanlik ortamda inkiibe
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edildi. Daha sonra Flow sitometri cihazinda 6l¢iim igin 200-300 pl binding buffer

eklenerek analiz yapildi.

3.2.7. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii deneyi, G0/G1, S, G2/M fazlarinda bulunan hiicrelerin sayisini
gosteren bir yontemdir. Bu analiz, ticari olarak satin alinan Milipore Cell Cycle Kiti
kullanilarak muse cihazinda yapildi. Her 6rnek i¢in 25 cm?'lik her bir flaskta 4 ml
besiyerinde 550.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler ekildikten sonra
37°C %5 COy’li inkiibator inkiibe edildi. MTS analizi ile belirlenmis olan hiicrelerin
yaklagik %50’sinin 61diigii konsantrasyonlarda, 10uM DOX ve 500 nM flavopiridol
tek basina ve ayni dozlarda kombinasyon olarak 24 saat muamele edildi. Bir 6rnek
muamelesiz olarak birakildi. 24 saat sonra hiicre kiiltiirii sonlandirildi ve hiicreler
toplandi. Toplanan hiicreler santrifiij edildi ve her bir 6rnek i¢cin 100.000 hiicre
epondorf tiipe alind1 ve, 300 g’de 5 dakika PBS soliisyonu ile iki defa yikama
yapildi, santrifiij edildi. Daha sonra hiicrelere 200 pl %70’lik etanol eklendi ve -
20°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tekrar PBS ile
yikama yapildi ve her ornege 200ul Muse cell cycle reagent eklendi ve oda
sicakliginda, karanlik ortamda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi dolunca Muse

cihazinda hiicre dongiisii analizi yapildu.

3.2.8. Western Blot Analizi

Western blot deneyi, 6rneklerde bulunan hedef proteinlerin ekspresyon seviyelerini

tayin etmek i¢in kullanilan bir yontemdir.

Hiicreler 25 cm?lik her bir flaskta 4 ml besiyeri icerisinde 350.000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Hiicreler ekildikten sonra 37°C %5 CO,’li bir inkiibatorde inkiibe
edldi. Sonra hiicreler, 10uM DOX, 500nM flavopiridol ile tek basma ve aym
konsantrasyonlarda kombinasyon olarak 24 saat muamele edildi. Bir 06rnek
muamelesiz olarak birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda hiicre kiiltiirii
sonlandirildi ve hiicreler 2 ml Tripsin-EDTA ile flasktan kaldirilarak toplandi.
Toplanan hiicreler 15 ml’lik falkonlara alinip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi
ve ardindan siipernatant aspire edildi. DPBS eklenen pellet 5000 rpm’de 3 dakika

santrifiij edilerek yikama islemi yapildu.
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Daha sonra hiicrelerin parcalanmasini ve proteinlerin izolasyonunu saglayan 1 birim
sodyum floriir (NaF), 10 pl proteaz inhibitorii ve 10 ul fosfataz inhibitorii igeren
hiicre lizis soliisyonu hazirlandi. 80-100 pl lizis soliisyonu hiicrelere eklendi ve

13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek hiicrelerden protein izolasyonu saglandi.

Protein konsantrasyonunu hesaplamak i¢in santrifiij sonrasi elde edilen proteinler, 2
ul protein ve 12 ul dH,O eklenerek diliisyon islemi yapildi. Diliie edilen proteinler
ve protein standartlari 96 kuyucuklu plakalara 5 pl olacak sekilde dagitildi. Tiim
orneklere once 980 ul Reagent A ve 20 ul Reagent S karigimindan 20°ser ul,
sonrasinda Reagent B’den 175 ul eklenerek 3 dakika calkalayicida karigmasi
saglandi. Daha sonra, Elisa Reader cihazinda 750 nm dalga boyunda absorbans
Olctimleri yapildi. Yapilan Olgiime gore her bir drnekten 40 pg protein igerecek

sekilde jele yiiklemek i¢in hazirlandu.

Sonra, her 6rnekten 40 pg olacak sekilde yiiriitme tamponu icerisinde bulunan jelin
her bir kuyucuguna yiikleme yapildi ve elektrikli ortamda 2-3 saat kadar yiiriitiildii.
Bu islem proteinlerin biiytikliiklerine gore ayrismasini sagladi. Yiiriitme asamasi
bittikten sonra proteinlerin jelden PVDF membrana transferini saglamak i¢in western
blot sandvi¢ yontemi ile transfer tamponu igerisinde +4°C’lik soguk odada ve 24 mA

akim ile bir gece boyunca tranfer edildi.

Transfer sonrasinda membranlar siit tozu ve TBS-T soliisyonu karisimi ile bloklandi
ve tekrarli olarak yikamalar1 yapildi. Protein tayini i¢in hazir hale gelen
membranlara, hedefledigimiz proteinlerin (Tablo2) ekpresyon diizeylerini belirlmek
icin primer antikorlar ile 16-18 saat siireyle 350 mg siit tozu ve 7 ml TBS-T
soliisyonu igerisinde +4°C’lik soguk odada muamele edildi. Muamele sonrasinda
tekrarli olarak TBS-T ile yitkanan membranlar, 1 saat sekonder antikor ile 350 mg siit
tozu ve 7 ml TBS-T soliisyonu igerisinde oda sicakligindan muamele edildi. Tekrar
yikamasi yapildiktan sonra ECL soliisyonu ile ChemiDoc MP gériintiileme cihazinda
membran iizerindeki bant goriintiileri alindi. Orneklerin yiikleme kontrolii igin B-
actin proteini kullanildi. Bant goriintiilerinin yogunluk analizi i¢in Image J programi

kullanildi.
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Tablo 2. Primer antikorlar

Primer Antikor

Marka

FOXM1 Cell Signaling (CAT: 5436T)
MAPK(ERK1/2) Cell Signaling (CAT: 4695T)
k-RAS Proteintech (CAT: 12063-1-AP)
NfkB Proteintech (CAT: 13371-1-AP)
Cleaved PARP Elabscience (CAT: E-AB-22074)
PARP1 Proteintech (CAT: 13371-1-AP)
B-actin Proteintech (CAT: 60008-1-1g)

3.2.9.istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism 8.0

programi ile yapildi. Verilerin analizleri i¢in Student t testi kullanildi. P degeri

0.05’in altinda olan veri sonuglari istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneyler 3

tekrarlt galisildu.
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4 BULGULAR

4.1 DOX , flavopiridol ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri

hiicrelerinin canlih@ina/cogalmasina etkisi

Oncelikle hiicrelerin yaklasik %350’sinin 61diigii doz ve zaman araligini belirlemek
icin MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri, DOX i¢in 1, 3, 5, 8, 10 uM ve flavopiridol
icin 100, 200, 300, 400, 500 nM ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edildi.
Hiicrelerin bir kism1 muamelesiz birakildi. Hiicrelerin inkiibasyon siiresi doldugunda
MTS soliisyonu ile boyanan hiicreler Elisa cihazinda olciildi. MTS analizi
sonuclarina gore, MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde, DOX i¢in 24 saat 1-10
uM dozlarda artan doz konsantrasyonuna bagli olarak kontrol hiicrelerine gore hiicre
canlilifi/proliferasyonunda 6nemli bir azalma bulundu. Flavopiridol i¢in 24 saat ve
48 saat siiren muamele edilen MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde kontrol
hiicrelerine gore, 100-500 nM dozlarda artan doz konsantrasyonuna bagli olarak
kontrol hiicrelerine gore hiicre canliligi/proliferasyonunda azalma bulundu (Sekil 11,

12, 13).
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Sekil 11. 1-10 uM konsantrasyonlarda 24 saat DOX uygulanan MDA-MB-231 ve
BT-549 hiicrelerinde hiicre canlilik orani. A) MDA-MB-231 hiicrelerinde 8 ve 10
uM dozlarda kontrol grubu hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginda yaklasik %50
oraninda azalma bulundu (***p<0.0005; ****p<0.0001). B) BT-549 hiicrelerinde 24
saat 1-10 uM DOX ile muamele edilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelerine kiyasla
8 ve 10 uM dozlarda %50 oranda azalma bulundu (*p<0.02; ****p<0.0001).
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Sekil 12. 100-1000 nM konsantrasyonlarda 24 saat flavopiridol uygulanan MDA-
MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde hiicre canlilik orani. A) 24 saat flavopiridol ile
muamele edilen hiicrelerde kontrol hiicrelere kiyasla 500 nM dozda IC50 oranina
yakin bir azalma bulundu (*p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001). B) 24 saat
flavopiridol ile muamele edilen hiicrelerde 300 ve 500 nM dozlarda, kontrol
hiicrelere kiyasla IC50 oranina yakin oranda azalma bulundu (*p<0.05).
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Sekil 13. 100-500 nM konsantrasyonlarda 48 saat flavopiridol uygulanan MDA-MB-
231 ve BT-549 hiicrelerinde hiicre canlilik orani. A) 48 saat flavopiridol ile
muamele edilen hiicrelerde 300, 500, 1000 nM dozlarda, kontrol hiicrelere kiyasla
IC50 oraninda azalma bulundu (**p<0.05; ****p<0.0001). B) 48 saat flavopiridol
ile muamele edilen hiicrelerde 200, 300, 500 nM dozlarda, kontrol hiicrelere kiyasla
IC50 oraninda azalma bulundu (*p<0.05; **p<0.001).

MTS analiz sonuglarimiza gore 24 saat 10 pM konsantrasyonda DOX uygulanan
hiicrelerde, her iki hiicre hatinda %50’ye yakin hiicre canliligi oldugu bulundu. Her
iki hiicre hattinda 24 saat 500 nM flavopiridol uygulanan hiicrelerde, hiicrelerin
yaklasik olarak %65’e yakin oranda hiicre canlilig1 oldugu bulundu. Bu yiizden DOX
ve flavopiridol ile kombinasyonunun etkisini analiz etmek i¢in 24 saat 10uM DOX

ve 24 saat 500nM flavopiridol konsantrasyonlari uygun bulundu.

MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri, DOX ve flavopiridol kombinasyonunun hiicre
canliligina etkisini incelemek i¢in 10 uM DOX ve 500 nM flavopiridol ile tek basina
ve ayni konsantrasyonlarda kombinasyon olarak 24 saat muamele edildi. Analiz
sonuglarimiza gore, kontrol hiicrelerine kiyasla D+F kombinasyonun tek basina
DOX ve tek basma flavopiridol uygulanan hiicrelere gore hiicre canliliginin 6nemli
oranda azaldigi bulundu (Sekil 15). Ayrica sonuglarimiz, D+F kombinasyonunun
her iki hiicre hattinda da tek basina DOX ve flavopiridol kullanimina gore daha etkili
oldugu bulundu (Sekil 15).
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Sekil 14. MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde 10 uM DOX, 500 nM flavopiridol
ve ayn1 konsantrasyonlarda kombinasyonun hiicre canliligina orani. A) MDA-MB-
23 1hiicrelerinde 10 uM DOX, 500 nM Flavopiridol ve 10 uM DOX+500 nM
Flavopiridol kombinasyonu ile 24 saat muamelesi sonucu, kontrole kiyasla %45-75
oranlarinda azalma bulundu (****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde, 10 uM DOX ve 500 nM flavopiridole kiyasla hiicre proliferasyonunda
azalma bulundu (***p<0.009; ****p<0.0001). ( B) BT-549 hiicrelerinde 10 uM
DOX, 500 nM flavopiridol ve 10 uM DOX+500 nM Flavopiridol kombinasyonu ile
24 saat muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla hiicre proliferasyonunda %35-75
oraninda azalma bulundu (**p<0.05; ***p<0.005; ****p<0.0001). D+F
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, 10 uM DOX ve 500nM flavopiridol uygulanan
hiicrelere gore hiicre proliferasyonunda azalma bulundu (**p<0.005; ***p<0.003).
(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).

4.2. DOX, flavopiridoliin ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri

hiicrelerinin koloni olusumuna etkisi

MDA-MB-231 ve BT-549 hiicreleri 2 ml medyum iceren 6 kuyucuklu plakalarin
herbir kuyucuguna 1500 hiicre olacak sekilde ekildi ve DOX i¢in 25, 50, 100, 250,
500 nM konsantrasyonlarda, flavopiridol i¢in 50, 100, 300, 500, 600 nM
konsantrasyonlarda muamele edildi. Muamelesiz kontrol hiicreleri kuyucugun
tabanini yaklasik %85-90 oraninda doldurdugunda kiiltiir sonlandirildi. Daha sonra
DOX ve flavopiridol maddelerinin kontrole kiyasla %50 azalma goriilen dozlar ile
kombin muamelesi yapildi. MDA-MB-231 hiicreleri i¢in uygun bulunan dozlarda,
50nM DOX ve 100nM flavopiridol, tek basmma ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyon olarak muamele edildi. BT-549 hiicreleri i¢in uygun bulunan dozlarda,
25nM DOX ve 50nM flavopiridol, tek basmma ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyon olarak muamele edildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde 50nM DOX
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uygulanan ve 100nM flavopiridol uygulanan hiicrelerde yaklagik %50 oraninda
koloni olusumunda azalma bulundu. %50 oraninda azalma gosteren konsantrasyonlar
sonrasinda artan konsantrasyonlarda koloni olusumu bulunmadi. BT-549
hiicrelerinde 50nM DOX ve 50nM Flavopiridol uygulanan hiicrelerde yaklasik %50
oraninda koloni olusumunda azalma bulundu. %50 oraninda azalma gosteren
konsantrasyonlar sonrasinda artan konsantrasyonlarda koloni olusumu bulunmadi.
Her iki hiicre hattinda da D+F kombinasyon uygulamasinda, kontrol, 10 uM DOX ve
500 nM flavopiridol uygulamasina kiyasla koloni olusumunda azalma bulundu (Sekil
15, 16).

Doksorubisin

MDA-MB-231
B Flavopiridol

Kontrol 50nM 100nM 300nM 500nM 600nM

MDA-MB-231

¢ Konirol DOX(50nM) FP(100nM) D+F

MDA-MB-231
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Sekil 15. MDA-MB-231 hiicresinin 25-500nM artan konsantrasyonlarda DOX, 50-
600nM artan konsantrasyonlarda flavopiridol ve kombinasyon uygulamasi sonucu
koloni sayisi. A) MDA-MB-231 hiicresi 25-500 nM artan konsantrasyonlarda DOX
muamelesi sonucu koloni olusumunda, muamelesiz kolonilere kiyasla tiim dozlarda
azalma bulundu (****p<0.0001). B) MDA-MB-231 hiicresi 50-600 nM artan
konsantrasyonlarda flavopiridol muamelesi, muamelesiz hiicrelere kiyasla tiim
dozlarda koloni olusumunda sayisinda azalma bulundu (*¥*p<0.05; ****p<0.0001).
C) MDA-MB-231 hiicrelerinde 10uM DOX, 500nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlarinin 24 saat muamelesi sonucu kontrole kiyasla
koloni olusumunda azalma bulundu  (****p<0.0001). D+F kombinasyonu
uygulanan hiicrelerde 10uM DOX ve 500nM flavopiridol uygulanan hiicrelere
kiyasla koloni olusumunda azalma bulundu (****p<0.0001). (FP:Flavopiridol, D+F:
DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).
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Sekil 16. BT-549 hiicresinin 25-500nM artan konsantrasyonlarda DOX, 50-600nM
artan konsantrasyonlarda flavopiridol ve kombinasyon uygulamasi sonucu koloni
sayist. A) BT-549 hiicresi 25-500 nM konsantrasyonlarda DOX ile muamele edildi
ve muamelesiz kolonilere kiyasla 50 nM ve sonrasindaki dozlarda azalma goriildii
(ns:non-significant;  ***p<0.0005). B) BT-549  hiicresi 50-600 nM
konsantrasyonlarda flavopiridol ile muamelesi sonucu tiim dozlarda azalma goriildii
(***p<0.0005). C) BT-549 hiicrelerinde 10uM DOX, 500nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlarinin 24 saat muamelesi sonucu kontrole kiyasla
koloni olusumunda azalma bulundu  (***p<0.0003; ****p<(0.0001). D+F
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde 10uM DOX ve 500nM flavopiridol uygulanan
hiicrelere  kiyasla koloni olusumunda azalma bulundu (****p<0.0001).
(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).
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4.3. DOX, flavopiridoliin ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri

hiicrelerinin hiicre dongiisii evrelerine etkisi

MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinin DOX ve flavopiridol maddelerinin ayr1 ayri
ve kombin olarak muamelesi sonucu hiicre dongiisii analizleri yapildi. 25c¢cm?’lik
flasklara yaklasik 550.000 hiicre ekildi, 24 saat siireyle 10 uM DOX ve 500 nM
flavopiridol ve ayn1 konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile 24 saat muamele edildi.
Inkiibasyon sonras1 toplanan hiicreler sayild, kit icerigine uygun sekilde boyandi ve
esit sayidaki 6rnekler Muse cihazinda ol¢iim yapildi. MDA-MB-231 hiicre hattinda
kontrol hiicrelere kiyasla, 10 pM DOX ve 500 nM Flavopiridol ve aym
konsantrasyonlarda kombin uygulanan hiicrelerin, GO/G1 fazinda yaklasik %15
oraninda daha fazla tutuldugu bulundu. Kombinasyon uygulamasina kiyasla DOX ve
flavopiridol uygulanan hiicrelerde fark bulunmadi. BT-549 hiicrelerinde kontrol
hiicrelere kiyasla, 10 uM DOX ve 500 nM Flavopiridol ve ayn1 konsantrasyonlarda
kombinasyonu uygulanan hiicrelerin, GO/G1 ve G2/M evrelerinde yaklasik %10
oraninda daha fazla tutuldugu bulundu. Ayrica kombinasyon olarak uygulanan
hiicrelerin DOX ve flavopiridole kiyasla G2/M evresinde tutulmasinda anlamli bir

artis oldugu bulundu (Sekil 17, 18).
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Sekil 17. MDA-MB-231 hiicrelerinin 10uM DOX, 500nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlari ile muamelesi sonucu hiicre dongiisii orani.
MDA-MB-231 hiicreleri 10 pM DOX, 500 nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu muamelesiz hiicrelere
gore GO/G1 evresinde artis bulundu (**p<0.05; ***<0.0006), S evresinde degisim
olmadi ve G2/M evresinde azalma bulundu (***p<0.0001; ****p<(0.0001). D+F
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde DOX ve flavopiridole gére GO/G1, S ve G2/M

evrelerinde anlamli bir fark bulunmadi. (FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol
kombinasyonu).
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Kontrol DOX(10uM) Flavopiridol(500nM) D(10uM)+F(500nM)
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Sekil 18. BT-549 hiicrelerinin 10uM DOX, 500nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu hiicre dongiisii orani. BT-
549 hiicreleri 10 pM DOX, 500 nM flavopiridol ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu muamelesiz hiicrelere gére GO/G1 evresinde
azalma bulundu (*p<0.05; **<0.003), S evresinde degisim olmadi ve G2/M
evresinde artig bulundu  (**p<0.003; ***p<0.0001; ****p<0.0001). D+F
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde DOX’e kiyasla GO/Glevresinde azalma
bulundu, flavopiridole kiyasla anlamli bir fark bulunmadi (*p<0.05). D+F
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde G2/M evresinde DOX ve flavopiridole kiyasla

anlamli bir artig bulundu (*p<0.05). (FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol
kombinasyonu).

4.4. DOX, flavopiridoliin ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri

hiicrelerinde apoptoza etkisi

MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinin DOX ve flavopiridol maddelerinin tek basina
ve kombinasyon olarak muamelesi sonucu erken ve gec apoptoz (total apoptoz)
oranlarinin analizleri yapildi. Bunun i¢in, 96 kuyucuklu plakalara ekilen ve 24 saat
10 uM DOX, 500 nM flavopiridol ile ve ayni konsantrasyonlarda DOX ve

flavopiridol kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerde Annexin V kiti
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kullanilarak flow sitometride Ol¢iim yapildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol
hiicrelere kiyasla, 10 uM DOX, 500 nM flavopiridol ile ve ayn1 konsantrasyonlarda
kombinasyon uygulamasi sonucu apoptoz oraninda artis bulundu. Ayrica D+F
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde DOX ve flavopiridole kiyasla apoptozun arttig
bulundu. Bu artis kontrol hiicrelere gére D+F kombinasyonunda %90 oraninda
bulundu. BT-549 hiicrelerinde kontrol hiicrelere gére DOX ve flavopiridolde apoptoz
oraninda anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol hiicrelere kiyasla D+F kombinasyonu

uygulanan hiicrelerde yaklasik %25 oraninda apoptozda artis bulundu (Sekil 19, 20).
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Sekil 19. MDA-MB-231 hiicrelerinin 10uM DOX, 500nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu total apoptoz orani.
MDA-MB-231 hiicreleri 10 pM DOX, 500 nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu muamelesiz hiicrelere
kiyasla total apoptoz oraninda artis bulundu (*p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001).
D+F kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, DOX ve flavopiridole gore apoptoz
oraninda anlamli bir artis bulundu (**p<0.01). (FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve
Flavopiridol kombinasyonu).
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Kontrol DOX(10uM)  Flavopiridol(500nM)  D(10pM)+F(500nM)
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Sekil 20. BT-549 hiicrelerinin 10uM DOX, 500nM flavopiridol ve aymi
konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu total apoptoz orani. BT-
549 hiicreleri 10 pM DOX, 500 nM flavopiridol ve aym konsantrasyonlarda
kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu muamelesiz hiicrelere kiyasla D+F
kombinasyonunda apoptoz oraninda artis goriildi (*p<0.05). Kombinasyon
uygulanan hiicrelere kiyasla 10uM DOX ve 500nM flavopiridol 6rneklerinde DOX
icin azalma bulundu, flavopiridolde bir fark bulunmadi (**p<0.007).
(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).

4.5. DOX, flavopiridoliin ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri

hiicrelerinde FOXM1/MAPK/RAS/NFkKB sinyal yolagina etkisi

MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde 10 uM DOX, 500 nM flavopiridol ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonu ile muamelesi sonucu
FOXM1/MAPK/RAS/NFKB sinyal yolagi proteinlerinin ekspresyon seviyeleri analiz
edildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde, kontrol hiicrelere kiyasla DOX, flavopiridol ve
D+F kombinasyonlarinda, FOXM1, MAPK, RAS ve NFkB onkogen proteinlerde ve
ayrica C-PARP ve PARP1’de azalma bulundu. D+F kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde, DOX ve flavopiridole kiyasla FOXM1, MAPK, RAS ve NFkB onkogen

proteinlerin ekspresyonlarinda %70-90 oranlarinda azalma bulundu. DOX ve
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flavopiridoliin tek basmna uygulandigi hiicrelere kiyasla D+F kombinasyonu
uygulanan hiicrelerde C-PARP ve PARPL1 protein ekspresyon seviyelerinde azalma
ile sonuglandi. BT-549 hiicrelerinde, kontrol hiicrelere kiyasla DOX, flavopiridol ve
kombinasyonlarinda, FOXM1 ve NFkB protein ekspresyonlarinda azalma bulundu.
Ayrica D+F kombinasyonundaki azalma her iki protein ekspreyon seviyesinde de

DOX ve flavopiridole kiyasla daha belirgin olarak bulundu (Sekil 21, 22).
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Sekil 21. 10uM DOX, 500 nM Flavopiridol ve aynmi konsantrasyonlarda
kombinasyonlari ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde protein ekspresyon
seviyeleri. A) 10 uM DOX ve 500 nM Flavopiridol ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyonlar1 ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin protein
seviyelerinin western blot goriintiileri. B) MDA-MB-231 hiicrelerinde 10 uM DOX,
500 nM flavopiridol ve aynmi konsantrasyonlarda kombinasyonlarinda FOXM1
proteini ekspresyon seviyesinlerinde ciddi oranda azalma goriildi (****p<0.0001).
D+F kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, 10uM DOX ve 500nM flavopiridol
orneklerine kiyasla azalma bulundu (***p<0.0006; ****p<0.0001). C) MDA-MB-
231 hiicrelerinde 10 uM DOX, 500 nM flavopiridol ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyonlarinda MAPK(ERK1/2) proteini ekspresyon seviyesinde azalma
goriilldii  (*p<0.05; **P<0.05; ****P<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde, 10uM DOX ve 500nM flavopiridol 6rneklerine kiyasla azalma bulundu
(*p<0.02; ****p<0.0001). D) MDA-MB-231 hiicrelerinde 10 pM DOX, 500 nM
flavopiridol ve kombinasyonlarinda RAS proteini ekspresyon seviyelerinde azalma
goriildii (**p<0.05; ****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan hiicrelerde,
10uM DOX ve 500nM flavopiridol oOrneklerine kiyasla azalma bulundu

45



(***p<0.0002; ****p<0.0001). E) MDA-MB-231 hiicrelerinde 10 uM DOX, 500
nM flavopiridol ve ayni konsantrasyonlarda kombinasyonlarinda NfkB protein
ekspresyonunda ciddi oranda azalma goriildi (****p<0.0001). D+F kombinasyonu
uygulanan hiicrelerde, 10uM DOX ve 500nM flavopiridol orneklerine kiyasla
azalma bulundu (***p<0.0003; ****p<0.0001). F) MDA-MB-231 hiicrelerinde 10
uM DOX, 500 nM flavopiridol ve ayn1 konsantrasyonlarda kombinasyonlarinda C-
PARP proteininde anlamli bir azalma gorildi (**p<0.005;***p<0.0005;
****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, 10uM DOX ve 500nM
flavopiridol 6rneklerine kiyasla azalma bulundu (****p<0.0001). G) MDA-MB-231
hiicrelerinde 10 pM DOX, 500 nM flavopiridol ve aymi konsantrasyonlarda
kombinasyonlarinda PARP1 protein ekspreyon seviyelerinde azalma goriildii
(**p<0.005; ***p<0.0005; ****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde, 10uM DOX ve 500nM flavopiridol Orneklerine kiyasla DOX’de
(***p<0.0005) ve flavopiridolde (***p<0.0007) azalma bulundu. (FP:Flavopiridol,
D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).
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Sekil 22. 10uM DOX, 500 nM Flavopiridol ve aynm1i  konsantrasyonlarda
kombinasyonlar1 ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinde protein ekspresyon seviyeleri.
A) 10 uM DOX ve 500 nM flavopiridol ile muamele edilen BT-549 hiicrelerinin protein
seviyelerinin western blot goriintiileri. B) BT-549 hiicrelerinde flavopiridol ve DOX
ile ayn1 konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu FOXMI1 protein
ekspresyonunda anlamli bir fark bulunmadi. Kombinasyon uygulamasinda DOX’a
kiyasla azalma bulundu, flavopiridole kiyasla bir fark bulunmadi (**p<0.0015). C) BT-
549 hiicrelerinde DOX, flavopiridol ve kombinasyon muamelesi sonucu MAPK protein
ekspesyon seviyelerinde DOX’de artig, flavopiridol ve kombinasyonda azalma goriildii
(*p<0.05; **p<0.005). Kombinasyon uygulamasinda DOX’a kiyasla azalma bulundu,
flavopiridole kiyasla bir fark bulunmadi (***p<0.0002). D) BT-549 hiicrelerinde DOX,
flavopiridol ve kombinasyon muamelesi sonucu RAS protein ekspresyon seviyelerinde
DOX’de anlamli bir artis ve flavopiridol ve kombinasyonda anlamli bir azalma goriildi
(***p<0.005). Kombinasyon uygulamasinda DOX’a kiyasla azalma bulundu,
flavopiridole kiyasla bir fark bulunmadi (****p<0.0001). E) BT-549 hiicrelerinde DOX,
flavopiridol ve kombinasyon muamelesi sonucu NfkB protein ekspresyon
seviyelerinde DOX’de  anlamli  bir  degisiklik  olmadi, flavopiridol  ve
kombindasyonda  anlamli  bir azalma  gorildi (***p<0.0005). Kombinasyon
uygulamasinda DOX ve flavopiridole kiyasla anlamli bir azalma bulundu (*p<0.4;
****p<0.0001). F) BT-549 hiicrelerinde DOX, flavopiridol ve kombinasyon
muamelesi sonucu C-PARP protein ekspresyon seviyelerinde anlamli  bir
degisiklik bulunmadi (**p<0.005; ***p<0.0005). Kombinasyon uygulamasinda
DOX’a kiyasla azalma bulundu, flavopiridole kiyasla artis bulundu (*p<0.2; **p<0.004).
G) BT-549 hiicrelerinde DOX, flavopiridol ve kombinasyon muamelesi sonucu
PARP-1 ekspresyon seviyelerinde DOX’de artig, flavopiridol ve kombinasyonda
anlamli bir azalma goriildii (**p<0.005). Kombinasyon uygulamasinda DOX’a kiyasla
azalma bulundu, flavopiridole kiyasla artis bulundu (*<0.2; ***p<0.0002).
(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, diinya capinda kanser 6liimlerinin 6nemli bir nedenidir ve kadinlarda
en sik goriilen kanserdir. TNBC, 6strojen reseptorii, progesteron reseptorii ve HER2
reseptoriiniin ekspresyonunun yoklugu ile karakterizedir. Tiim meme kanserlerinin
yaklasik %15'ini olusturan TNBC, endokrin tedaviye ve molekiiler hedefe yonelik
tedaviye duyarli degildir (Thomas ve ark., 2021; Wu ve ark., 2021).Bu yiizden, son
derece yiiksek ila¢ direnci, hizli ve kotii prognozu ve net terapotik hedeflerin
olmamasmdan dolay1 bugiine kadar FDA (ABD Gida ve Ilag Dairesi) ve EMA
(Avrupa Ilag Ajansi) tarafindan TNBC'li hastalar icin giivenilir bir tedavi heniiz
onaylanmamistir (Sabit ve ark., 2020). Diger taraftan timor hicrelerinde
kemoterapiye karsi ila¢ direnci gelisir ve iistelik kemoterapi tiimorlii olmayan saglik
hiicreler i¢in de toksik etki gosterir ve hastay: riske atan birgok olumsuz yan etkilere
yol acar. Bu nedenle, metastatik meme kanser hastalarinin tedavisinde
kemoterdpatiklerin kullaniminda da zorlanilmakta ve bu zorluklarin {istesinden
gelmek igin alternatif daha giivenli ve etkin yeni tedavi segeneklerinin
gelistirilmesine acil ihtiya¢ duyulmaktadir (Yuan ve ark., 2016; Wang ve ark., 2021,
de Sousa Cunha ve ark., 2019; Shen ve ark., 2020).

DOX, cesitli tiimorler i¢in antikanser ajani olarak yaygin olarak kullanilan bir
antrasiklindir. Timor hiicrelerinde DNA hasarina neden olarak DNA replikasyonunu
ve transkripsiyonunu engeller ve mitoz boliinmeyi Onler. Ancak klinikte yaygin
kullanilmasina ragmen, toksik olup normal dokulara da zarar verir, bu nedenle tedavi
sirasinda ve sonrasinda hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkiler. Ayrica,
timor hiicrelerinde DOX’a kars1 direncin gelismesi tedaviyi zorlastirmaktadir.

Sitotoksisitesinden dolayr DOX’un direncin {iistesinden gelmek i¢cin DOX dozunu



artirmanin imkansiz oldugu vurgulanmistir. Dolayisiyla, metastatik meme kanser
hastalarinin tedavisinde kullanilmasina ragmen, ila¢ direnci ve kardiyotoksisiteye
neden oldugu i¢in DOX kullaniminda zorlanilmaktadir. Bu nedenle, DOX yan
etkilerini ve ayrica direncini azaltmak i¢in yeni stratejilere ve arastirmalara ihtiyag

vardir.

Dogal iirtinler daha giivenli, daha ulasilabilir, daha ucuz ve daha diisiik toksik
etkilere sahip bilesiklerdir. Bu nedenle, kanser hastalarinin tedavisi i¢in giinlimiizde
bir¢ok aragtirma, mevcut kemoterapi ilaglarin yerine daha az yan etkisi olan dogal
bilesiklerle kullanilmasina odaklanmustir. (Ezzati ve ark., 2020; Kumar ve ark., 2019;
Madamsetty ve ark., 2022). Dogal bilesiklerden olan Flavonoidlerin kullanim1 timér
hiicreleri i¢in, kemoterapdtik ilaglara karsi duyarliligi arttiran, kemorezistans
insidansin1 geciktiren ve proliferatif sinyal yolaklarini baskilayan anti-karsinojenik
aktiviteleri nedeniyle ilgi ¢ekici bir yaklasim haline gelmistir. Yar1 sentetik bir
Flavonoid olan Flavopiridol klinik arastirmalarda test edilen ilk CDK inhibitdrii
olarak tamimlanmis (Bisol ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2021) ve kanser hiicreleri
icin antiproliferatif 6zelliginin yan1 siwra coklu antitiimor etkilerinin oldugu
gosterilmistir.

Insan meme kanseri hiicrelerinde, Flavopiridol apoptoz ailesinin ve B hiicre lenfoma-
ekstra biiyiik (Bcl-XL) gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltarak ve
proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir
(Wang ve ark., 2017). Flavopiridoliin, insan kiigiik hiicreli olmayan akciger
karsinomu hiicrelerinde (Keith ve ark., 1997), kolon kanserinde (Motwani ve ark.,
2001), gastrointestinal kanserde (Jung ve ark., 2001) ve meme kanserinde (Wall ve
ark., 2003; Motwani ve ark., 1999) apoptozu indiikledigi gosterilen paklitaksel,
docetaxel, gemsitabin ve DOX gibi kemoterapilerin etkinligini giiclendirgi
bildirilmistir. Hatta, preklinik aragtirmalarda, flavopiridoliin, osteosarkom DOX’in
etkilerini gliglendirdigi gosterilmistir. Osteosarkom hiicrelerinde in vitro sartlarda
yapilan deneyler, DOX ve flavopiridol kombinasyonlarinin, tek ajan DOX’den veya
flavopiridolden daha etkili oldugunu ve koloni olusturma deneylerinde de, tek basina
DOX veya flavopiridol ile karsilastirildiginda,  kolonilerin test edilen tim
kombinasyonlarda 6nemli Ol¢iide azaldigini ortaya koymustur (Luke ve ark., 2012).

Meme kanser hiicre hatti olan MCF- 7 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada da,
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flavonoidlerin mevcut tedavilerin etkinligini arttirdigina dair veriler elde edilmistir
(Seo ve ark., 2017). In vivo hepatoseliiler karsinom (HCC ) modelinde DOX ve
flavopiridol kombinasyonunun sinerjistik bir anti-timor etkisine sahip oldugu
gosterilmigtir.  Flavopiridoliin, NDRG1 ekspresyonunun baskilanmasi yoluyla
apoptozu indiikleyerek ve hiicre proliferasyonunu azaltarak DOX’e direngli HCC
hiicrelerine etkili bir adjuvan tedavi olabilecegini gostermislerdir. (Luke ve ark.,
2012). Flavopiridol ve ardindan DOX tedavisinin, diger sirali tedavilere kiyasla Rb-
negatif ksenograft modellerinde tiimor biiylime kontrolii ve hayatta kalma avantaji
sagladig gosterilmistir (Budak Alpdogan ve ark., 2009). Kwak ve ark., 2015 yilinda
DOX ve flavopiridoliin kombinasyon tedavisinin bir in vivo HCC fare modelinde
sinerjik bir anti-timor etkisine sahip oldugunu, artan apoptoz ve HCC tiimor
hiicrelerinin proliferasyonunun azaldigin1 gostermistir. Bu verilerden dolay1
calismamizda DOX’in etkiligini artirmak ve yan etkilerini azaltmak i¢cin DOX ve
flavopiridol kombinasyon kullaniminin TNBC hiicrelerinin kanserojenik 6zelliklerini
baskilmak i¢in etkili olabilecegi diistiniildii ve flavopiridol ve DOX
kombinasyonunun hiicrelerin proliferasyonuna, koloni olusumuna ve apopitoz

oranina etkisi arastirildi.

Sunulan c¢alismada, 24 saat boyunca 500 nM flavopiridol ve 10 uM DOX
kombinasyonun uygulandigi iki farkli TNBC hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine
gore hemde DOX ve flavopiridoliin ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere gore, hiicre
canliliginin azaldig1, apoptoz oranimn arttigi, MDA-MB-231 icin 50 nM DOX, 100
nM Flavopiridol konsantrasyonda ve BT-549 i¢in 50 nM DOX ve 50 nM
Flavopiridol konsantrasyonlarinda koloni olusumunun 6nemli oranda baskilandig:
bulundu. Bu verilerimiz dogal bilesik olan flavopiridolin DOX ile birlikte

kullaniminin DOX’un etkinligini artirdigini gosterdi.

DOX klinikte kapsamli olarak kullanilmasina ragmen, DOX’in anti-kanser molekiiler
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamigtir (Khalili-Tanha ve ark., 2021). DOX
direnci ile c¢esitli genetik mutasyonlar ve epigenetik mekanizmalar ile
iliskilendirilmistir. Bunlar arasinda, ABCB1 (Gottesman ve ark., 2002), ABCBG2
(Patel ve ark., 1981) ve MRPI1 (Kubiliute vd., 2021) gibi ABC tasiyict aile
tiyelerindeki mutasyonlarin yani sira p53 (Khalili-Tanha ve ark., 2021) gibi DNA
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onarim faktorleri DOX direncinin baglica nedenleri olarak kabul edilir.
Ayrica, sinyal doniistiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3), Wnt,
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt), rapamisinin  memeli
hedefi (mTOR) gibi tiimor tesvik edici yollaklarin aktivasyonunun (Sumarpo ve ark.,
2020; Ai ve ark., 2008; Gao ve ark., 2020), fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve
Bax gibi tiimor baskilayici yolaklarin inhibisyonunun DOX’a kars1 direnci tetikledigi
gosterilmistir (Shati A.A., 2020; Yu ve ark., 2020). Kemorezistansta epigenetik
degisimlerinde rolii olduguna dair kanitlar da vardir (Calcabrini ve ark., 2020;
Jamialahmadi ve ark., 2021). Buna ragmen, yeni molekiiler yolaklarin
tanimlanmasinin ve hedeflenmesinin, DOX direncinin {istesinden gelmeyi miimkiin

kilabilecegi rapor edilmektedir (Li ve ark., 2020; Li ve ark., 2020).

Forkhead Box-M1 (FOXM1) proteini, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve hiicre
cogalmasinda Onemli bir fonksiyona sahip olan bir transkripsiyon faktoriidiir.
FOXM1, solid tiimorlerde, asir1 eksprese edilen onkogenlerden biri olarak tanimlanir
(Hamurcu ve ark., 2016; Hamurcu ve ark., 2017; 2019; 2021). Bizim tarafimizdan
daha once yapilan calismalarda da FOXM1’in ¢esitli meme kanser hiicre hatlarinda
normal epitel hiicrelerine gore daha fazla ifade edildigi bulunmustur (Hamurcu ve
ark., 2016). Yapilan bir¢ok calismada FOXM1’in sadece kanserin baslamasinda
degil, ayn1 zamanda proliferasyon, invazyon, migrasyon, anjiogenezis, metastaz ve
kemoterapiye diren¢ dahil olmak {izere tiimorogenezisin bir¢ok basamaginda rol
aldig1 gosterilmistir (Hamurcu ve ark., 2016; Hamurcu ve ark., 2017; 2019, 2021,
Sabave ark., 2016). Ayrica bizim daha onceki ¢alismalarimiz ilk kez agresif meme
kanser hiicrelerinde FOXM1’in, otofajiyi diizenledigi, onkojenik yolaklar olarak
bilinen FOXM1/Beclin-1/LC3/ otofaji, FOXM1/eEF2K ve FOXM]/integrin B1
aksin1 diizenleyerek metabolik stres, hipoksi ve besin yoksunlugu altinda tiimoér
biliylimesinin ilerlemesine katkida bulundugunu ispatlamistir (Hamurcu ve ark.,
2016; Hamurcu ve ark., 2017; 2019). Diger arastirmacilar tarafindan da FOXMU1'in
RAS/ MAPK ve NFkB gibi bir¢ok hiicre i¢i sinyal yolagini indiikledigi gosterilmistir
(Lee ve ark., 2016; Saba ve ark., 2016; Miyashita ve ark.,2015). Ayrica, FOXM1’in
apopitozu baskiladigi, DNA tamirinde de gorev alan genlerin ekspresyonunu artirdigi
ve anti-kanser ajanlara karsi hiicrelerin direng kazanmasina yol ag¢tigi bulunmustur

(Wang ve ark., 2017; Ghandhariyoun ve ark., 2020; Saba ve ark.,2016). Bunlara
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ilaveten, FOXM1’in, meme kanseri hiicrelerinin DOX'a kars1 direngte anahtar rol
oynadigi, FOXM1’in inhibisyonunun meme ve diger kanser hiicrelerinde DOX’a
kars1 duyarliligi 6nemli oranda artirdig1 gosterilmistir (Ghandhariyoun ve ark., 2020;
Roh ve ark., 2018). Hatta, meme kanser hiicrelerinde FOXMI1’e bagh DOX
direncinde, DNA hasarindan korunmak ve DNA tamir genlerinin ekpresyonunu
diizenlemek icin NFkB’nin FOXMI ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Park ve
ark., 2012; Ghandhariyoun ve ark., 2020). NFkB kemoterapiye direngte baslica
medyatdrlerden biri olarak gdsterilmistir ve NFkB aktivasyonunu inhibe etmek ig¢in
bir dizi farmakolojik stratejiler gelistirilmistir. In vitro ve in vivo deneyler NFkB
baskilandiginda DOX direncinin iistesinden gelinebilecegini dne stirmistiir (Mi J ve

ark., 2008).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda flavopiridol ve DOX kombinasyonunun DOX’a
kars1 gelistirilen direngte etkili olan FOXM1, NFkB ve RAS, MAPK sinyal yolagina
olas1 etkisi arastirildi. Maharjan ve ark., DOX ve artan konsantrasyonlar ile morin
kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde FOXM1 sinyalini baskiladigini
gostermistir (Maharjan ve ark., 2023). Park ve ark., bir fare ksenograft modelinde
meme kanseri hiicrelerinde FOXM1 ekspresyonunun baskilanmasi sonucu hiicrelerin
DOX’a kars1 duyarli hale geldiklerini gostermistir (Park ve ark., 2012). Kanserde
yiikksek oranda eksprese edilen gecici reseptor potansiyel kanali melastatin 2
(TRPM2) delesyonunun ndroblastoma hiicrelerinde DOX ile tedavisi S ve G2/M
fazlarinda hiicre dongiisii ilerlemesini azaltirken ayni zamanda FOXMI protein
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Hirschler-Laszkiewicz ve ark., 2022). Apelt
ve ark., Wilms tlimorii'nde kotli prognozla iliskilendirilen FOXM1 1 preoperatif
DOX alan hastalarda ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi bulmustur (Apelt ve
ark., 2016).

Sunulan calismada ilk kez flavopiridolin ve DOX’un FOXMI1, NFkB ve
RAS/MAPK sinyal yolagin1 baskiladigi bulundu. Flavopiridol ve DOX
kombinasyonunun uygulandigi iki farkli TNBC hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine
gore hem de DOX ve flovopiridoliin ayr1 ayr1 uygulandig: hiicrelere gore FOXM1,
NFkB ve RAS/MAPK sinyal yolagini 6nemli oranda baskiladigini gosterdi. Ayrica
flavopiridolin ve DOX’un DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan PARP’in

ekspresyonunun azaldigt bulundu. Flavopiridol ve DOX kombinasyonunun
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uygulandig iki farklit TNBC hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine gére hem de DOX
ve flavopiridoliin ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere gére PARP’in ekspresyonunun

azaldig1 bulundu.

Sonug olarak literatiirde ilk kez flavopiridolin FOXM1, NFKkB ve RAS/MAPK
sinyal yolagini baskilayarak hiicrelerin ¢oglamasini inhibe ettigini ve apoptoz oranini
artirdigin1  gosterdi. Ayrica PARP’in  ekspresyonunu baskilayarak hiicrelerin
apoptoza girmesine yol agabilecegini, hiicrelerin G1 ve G2 evresinde bekletilmesini
saglayarak hiicre c¢ogalmasin1 baskilayabilecegini ortaya ¢ikardi. Dolayisiyla
flavopiridoliin FOXM1, NFkB ve RAS/MAPK sinyal yolagini baskilayarak DOX’un
etkinligini artirabilecegini diisiindiirdii. Bu yiizden calismamizin sonuglari, in vivo
sartlarda pre-klink calismalarin yapilmasina ve bu kombinasyonun TNBC
hastalarmin tedavisinde kullanilan DOX’un etkinligini artirmak ig¢in yeni alternatif

bir yaklasim olarak degerlendirilmesine Onciiliik edebilecegi diigiiniilmektedir.
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